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研究成果の概要（和文）：極長鎖n-3系多価不飽和脂肪酸、海藻由来複合脂質、植物由来抽出物等を用い、In vitroお
よびin vivo実験系によるメタボリックシンドローム疾患遺伝子の検索を病態発症の危険因子及び抑制因子の両方向か
ら行った。その結果、脂肪組織から分泌される炎症性のMCP-1発現上昇と抗炎症性のアディポネクチン発現低下が非ア
ルコール性脂肪性肝障害やインスリン抵抗性の惹起と深く関わっていることが明らかとなった。さらに本研究により、
アディポサイトカインプロファイルの改善を制御できる食品成分が存在し、食環境によるメタボリックシンドローム発
症の予防・改善が期待できる事が示された。

研究成果の概要（英文）：The metabolic syndrome is a cluster of metabolic disorders that contribute to incr
eased cardiovascular morbidity and mortality. Especially, nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is emer
ging as the most common liver disease in metabolic syndrome. We found that the dietary intake of n-3 PUFA,
 n-3 polor lipid, extracts from plants alleviate NAFLD in obese, diabetic db/db mice. Our study demonstrat
ed that those functional food components display at least two different physiological actions that allevia
te NAFLD: one through the reduction of inflammatory damage by its suppression in MCP-1 production and the 
other through an increase of the serum adiponectin level and the prevention of visceral fat accumulation.
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１．研究開始当初の背景 
	 メタボリックシンドロームの発症には複
数の遺伝因子と環境因子が関与すると考え
られているが、発症に関与する遺伝因子の本
態を明らかにすることにより、本質的な治療
はもとより、環境因子（食環境など）の制御
により遺伝的素因を素因のままに止めるた
めの予防法の確立が可能となる。そもそも生
体内に於いて、様々な生命現象、即ち発生・
分化・老化・疾病などが進行するのは、個々
の細胞の運命が、ある特定の遺伝子群の発
現・機能により決定づけられた結果である。
それら遺伝子群には刺激に応答して発現・消
失するものが存在し、近年、刺激応答部位と
して脂肪組織の重要性が注目されているた
め脂肪組織由来分泌分子の発現制御機構に
関する研究は、国内外における関心が高い。
申請者はこれまでに、食事因子により脂肪組
織特異的遺伝子の発現を調節することで、疾
患モデル動物における病態発症連鎖を抑制
できることを報告してきた。そこで、メタボ
リックシンドロームの病態発症連鎖との関
係において、脂肪組織内に発現する疾患遺伝
子の網羅的検索とそれらの発現を食事成分
により制御することにより病態発症の予
防・改善を目指すという着想を得た。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、肥満（脂肪組織の過剰蓄積）
を中心病態として発症するメタボリックシ
ンドロームにおいて、段階的に発症する各特
徴的な症状において、特異的に発現する遺伝
子パターンを脂肪組織に焦点を当てて解析
する事で疾患遺伝子を同定し、さらに疾患遺
伝子の発現と食環境との相互作用について
明らかにすることを目的とする。最終的には、
遺伝的要因という先天的な因子に対して食
環境という後天的な因子が、どの様にその相
互作用のバランスを保つことで、病態発症の
予防、ひいては人の健康を構築しうるのかを
明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
	 培養細胞（脂肪細胞モデル 3T3l1、肝臓細
胞モデル HepG2 など）を用いた個体からス
ケールダウンした形式における疾患改善食
事成分のスクリーニングとメタボリックシ
ンドロームモデル動物（OLETF ラット、
Zuckerラット、db/dbマウスなど）における
各病態発症時の遺伝子発現プロファイリン
グや食環境の相互作用の解析などにより効
率的に有用な知見を得る。 
	 
４．研究成果	 
	 以前我々は、肥満や糖尿病を発症する
db/dbマウスとその野生型のC57BL/6Jマウス

を用いた実験において、ムキタケ乾燥粉末に
脂肪肝発症の抑制および肝機能改善作用を
見出した。さらにムキタケ熱水抽出物摂取は、
db/db マウスの脂肪組織中における過剰な
MCP-1mRNA 発現を顕著に抑制することを見い
出し、その作用機序は IKKβ-NFkB シグナル
経路の阻害を介したものであることが示唆
さた。そこで次にムキタケ熱水抽出物中の抗
炎症作用をもつ成分の同定に向けて、�ムキタ
ケ熱水抽出物から、固相抽出カラムを用いた
分画を行い、素通り画分、洗い画分、0～100％
エタノール画分の各画分を回収した。	 
�	 293-H 細胞へ pNFκB-Metridia ルシフェラ
ーゼ２レポーターベクターを lipofection に
より導入し、細胞に各サンプル溶液を 1μL
ずつ添加した後、TNF-αの 6 時間処理により
炎症反応を誘導し、ルミノメーターにより発
光シグナルを計測して、抗炎症作用をもつ画
分の検索を行った。その結果、TNF-α添加に
よる炎症応答の惹起に対し、in	 vivo と同様
にムキタケ熱水抽出物は顕著な抑制を示し、
20％EtOH 画分でムキタケ熱水抽出物と同程
度の抑制が見られたことから、ここに抗炎症
作用の活性成分があることが示唆されまし
た（図 1）。	 
�	 

図 1	 20%EtOH 抽出画分中に抗炎症作用成分が分画

されていることが示唆された	 

図 2	 20%EtOH 抽出画分中に抗炎症作用成分が分画

されていることが示唆された	 

Cignal NFκB repoter
TNF-α(1ng/ml)

＋
ムキタケ熱⽔水抽出SPE

20% Et-OH分画
(1%)

Cignal NFκB repoter
TNF-α(1ng/ml)

＋
ムキタケ熱⽔水抽出原液

(1%)

UV phase
Hoechst 33342

GFP phase
NFkB-GFP repoter

bright-field image

Ctrl
Cignal NFκB repoter

Ctrl
Cignal NFκB repoter

TNF-α(1ng/ml)



	 さらに、熱水抽出物および 20％EtOH 画分
の抗炎症作用について、 Cignal	 NFκ B	 
Reporter を lipofection した 293H 細胞に各
サンプル溶液を 10μL ずつ添加し、TNF-αの
6 時間処理により炎症反応を誘導し、位相差
像、ヘキスト染色、蛍光像で観察評価した。
その結果、TNF-α刺激による NFκB 応答性の
GFP 発光が認められ、一方ムキタケ熱水抽出
物および 20％EtOH 画分添加により、消光す
ることが観察された。よって 20％EtOH 画分
にムキタケ熱水抽出物中の抗炎症作用の活
性成分が得られたことが示唆された（図 2）。	 
	 
	 動物を用いた実験では、レンコン中のポリ
フェノールや n-3 系多価不飽和脂肪酸が肥満
モデルマウスの病態発症やアディポサイト
カイン産生に及ぼす影響について検討を行
った。	 
	 以前我々は、レンコン粉末を肥満モデル動
物に摂取させることで、脂肪肝発症を改善で
きることを報告していた。レンコンにはポリ
フェノールが豊富に含まれていたことから、
本研究では、ポリフェノール画分を抽出しそ
の栄養生理作用評価を行った。まず肥満モデ
ル db/db マウスに AIN-76 組成	 に準じた対
照食を与えた群（Control 群）、レンコンポリ
フェノール 0.5％添加食を与えた群（LP 群）
を 4 週間飼育した。飼育終了後,	 db/db マウ
スでは、肥満・肝肥大・脂肪肝の発症が認め
られたが、レンコンポリフェノール摂取によ	 
り有意な肝臓脂質濃度の低下が認められた
（表 1）。	 

表 1	 レンコンポリフェノール摂取は、肥満モデル

マウスにおける脂肪肝を改善した	 

	 
	 以前の肥満モデル db/db マウスにおけるレ
ンコン粉末摂取は、血中アディポネクチン濃
度の有意な上昇をもたらしたが、レンコンポ
リフェノール摂取では MCP-1 の低下傾向のみ
であった（表 2）。	 
	 

表 2	 レンコンポリフェノール摂取は血清アディポ

ネクチン濃度に影響を与えず、血清 MCP-1 濃度をや

く 30％低下させた	 
	 

	 更にレンコンポリフェノールによる脂肪
肝改善作用機序の解明として、肝臓における
脂質代謝関連酵素への影響を検討した結果、
FAS活性はControl群に比べてLP群で約50％
顕著に低下した。脂肪酸の分解系酵素である
CPT 活性は、LP 群で僅かに上昇する傾向が認
められたものの有意な差ではなかったこと
から、LP 摂取による肝臓トリグリセリド濃度
の低下は，FAS 活性の抑制が強く関与してい
ることが示唆された（表 3）。	 
	 

表 3	 レンコンポリフェノールは肝臓における脂肪

酸合成系酵素活性を阻害した	 

	 
	 レ ン コンポリフェノールに対する
MALDI-TOF	 MS 解析の結果、２８８または３０
４ごと増加するピークが認められた。４量体
について拡大してみると、質量数からカテキ
ンとガロカテキンが異なる数で結合してい
ることが示された。（図 3）。	 

	 
図 3	 	 MALDI-TOF	 MS により、レンコン抽出物に特

徴的なプロアントシアニジンが検出された	 
	 

	 さらにレンコンポリフェノールは、カテキ
ンとガロカテキンが１か所ずつで結合した B
タイプのプロアントシアニジンであり、推定
構造が示された。（図 4）。	 

	 
図 4	 MALDI-TOF	 MS により、レンコン抽出物に特徴

的なプロアントシアニジンが検出された	 

 Control LP 

FAS (nmol/min/mg) 20.0±2.6 9.51±0.5* 

CPT (nmol/min/mg) 10.5±0.5 11.7±0.3 

Mean±SE (n=6)   

 Control LP 

Triglyceride (mg/g) 195±28 74±15* 

Cholesterol (mg/g) 2.98±0.19 3.49±0.21 

Mean±SE (n=6)   

 Control LP 

Adiponectin (µg/mL) 11.3±0.5 10.2±0.8 

MCP-1 (pg/mL) 165±25 118±7.5 

Mean±SE (n=6)   

necessary to evaluate the metabolic fate of lotus root poly-
phenol and the precise mechanisms of its in vivo physiolo-
gical properties.

Conclusion
Although further qualitative and quantitative analyses of
lotus root polyphenols are necessary, the present results
suggest that the ameliorative effect of dietary lotus root
on hepatic steatosis in db/db mice is attributable to the
suppression of hepatic lipogenesis by the lotus root
polyphenols.
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	 以前我々は、n-3 系多価不飽和脂肪酸であ
る EPA(20:5)・DPA(22:5)・DHA(22:6)を肥満
モデル動物に摂取させることで、脂肪肝発症
を改善できることを報告していた。その作用
機序にはアディポネクチンの産生上昇が関
与しており、更にその作用の強さは、鎖超の
長さと不飽和度に依存することが示唆され
ていた。本研究では、DHA(22:6)よりも更に
鎖長の長い THA(24:6)の栄養生理作用評価を
行った。まず肥満モデル db/db マウスに
AIN-76 組成	 に準じた対照食を与えた群
（Control群）、各種n-3	 PUFAの 1%添加食（EPA
群・DHA 群・THA 群）を 4 週間飼育した。飼
育終了後,	 db/db マウスでは、肥満・肝肥大・
脂肪肝の発症が認められたが、各種 n-3	 PUFA
摂取により有意な肝臓脂質濃度の低下が認
められた。その作用機序としては肝臓におけ
る脂肪酸合成系酵素活性の抑制と血中アデ
ィポネクチン濃度上昇によるものであるこ
とが示唆され、それらに対する作用強度は
n-3	 PUFA の鎖長と不飽和度に依存していた
（図 5）。	 

	 
図 5	 THA(24:6)>DHA(22:6)>EPA(20:5)の順で脂

肪肝改善作用が示された	 

	 
	 以上の結果から、食環境によるメタボリッ
クシンドローム発症の予防・改善への活用が
期待できる事が示され、特に食品成分により
アディポサイトカインプロファイルの改善
を制御することの重要性が明らかとなった。
今後は、より効率的な機能性食品成分の検索
系の構築と in vivo 実験による生体内での機
能性発揮機構のより詳細な解明を続けてい
く必要がある。 
	 
５．主な発表論文等	 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線）	 
 
〔雑誌論文〕（計 12件） 
① M. Inafuku, K. Nagao, et al.: Dietary 
phosphatidylinositol prevents the concanavalin 
A-induced hepatitis via the suppression of 
immune-mediated liver injury. Mol. Nutr. Food 
Res., 57, 1671-1679, 2013. 査読有	 
②N. Inoue, M. Inafuku, B. Shirouchi, K. Nagao, 
T. Yanagita： Effect of Mukitake mushroom 
(Panellus serotinus) on the pathogenesis of lipid	 

abnormalities in obese, diabetic ob/ob mice. 
Lipids Health Dis.12, 1-6, 2013. 査読有	 
③K. Nagao, et al.: Effect of dietary resveratrol 
on the metabolic profile of nutrients in obese 
OLETF rats. Lipids Health Dis.8, 1-6, 2013. 査
読有	 
④M. Hirata, T. Tsuge, L. Jayakody, Y. Urano, K. 
Takahashi, K. Sawada, S. Inaba, K. Nagao, H. 
Kitagaki: Structural Determination of 
Glucosylceramides in the Distillation Remnants 
of Shochu, the Japanese Traditional Liquor, and 
Its Production by Aspergillus kawachii. J. Agrc. 
Food Chem.60, 11473-11482, 2012. 査読有	 
⑤GV. Senanayake, N. Fukuda, S. Nshizono, YM. 
Wang, K. Nagao, et al.: Mechanisms underlying 
the decreased hepatic triacylglycerol and 
cholesterol by dietary bitter melon extract in the 
rat. Lipids, 47, 495-503, 2012. 査読有	 
⑥Y. Tsuruta, K. Nagao, et al.: Effects of lotus 
root (edible rhizome of Nelumbo nucifera) on the 
deveolopment of nonalcoholic fatty liver disease 
in obese diabetic db/db mice. Biosci. Biotechnol. 
Biochem.76, 462-466, 2012. 査読有	 
⑦M. Inafuku, K. Nagao, et al.: Protective effects 
of fractional extracts from Panellus serotinus on 
nonalcoholic fatty liver disease in obese, diabetic 
db/db mice. Br. J. Nutr.107, 639-646, 2012. 査
読有	 
⑧永尾晃治:	 メタボリックシンドロームに
おける機能性脂質の活用.	 生物試料分析,	 35,	 
113-118,	 2012.査読無	 
⑨ N. Inoue, K. Nagao, et al.: Effect of 
Vaccinium ashei reade leaf extracts on lipid 
metabolism in obese OLETF rats. Biosci. 
Biotechnol. Biochem.75, 2304-2308, 2011. 査読
有	 
⑩N. Inoue, K. Nagao, et al.: Screening of soy 
protein-derived hypotriglyceridemic di-peptides 
in vitro and in vivo. Lipids Health Dis.10, 
85(1-10), 2011. 査読有	 
⑪T. Hamada, M. Kudo, M. Sato, N. Inoue, K. 
Nagao, K. Imaizumi, I. Ikeda: Effect of liver X 
receptor agonist on deposition and lymphatic 
absorption of plant sterols in stroke- prone 
spontaneously hypertensive rats that have a 
mutation in ATP-binding cassette transporter g5. 
Biosci. Biotechnol. Biochem.75, 2359-2363, 
2011. 査読有	 
⑫Y. Tsuruta, K. Nagao, et al.: Polyphenolic 
extract of lotus root (edible rhizome of Nelumbo 
nucifera) alleviates hepatic steatosis in obese 
diabetic db/db mice. Lipids Health Dis.10, 
202(1-8), 2011. 査読有	 
	 
〔学会発表〕（計 39件） 
①齊藤森太郎、和根崎	 智、橘	 伸彦、柳田晃
良、永尾晃治:	 β-コングリシニンペプチド



が肥満ラットの病態発症に及ぼす影 響 .	 平
成 25 年度日本栄養・食糧学会九州・沖縄支
部大会、2013.10.19,	 福岡市.	 
②仲光和佐、柘植圭介、鶴田裕美、吉村臣史、
柳田晃良、永尾晃治:	 n-3	 PUFA	 含有複合脂質
摂取が肥満マウスの病態および体脂肪酸組
成に及ぼす影響.	 平成 25 年度日本栄養・食
糧学会九沖支部大会、2013.10.19,	 福岡市.	 
③S. Nishizono,  K. Nagao, et al.: Leaf extract 
of dietary blueberry (vaccinium ashei read) 
prevents fatty liver in ob/ob mice. 20th 
International congress of nutrition, 2013.9.13, 
Granada, Spain.	 
④ T. Yanagita, B. Shirouchi, K. Nagao: 
Beneficial effects of dietary phospholipids on 
metabolic syndrome. 20th International congress 
of nutrition, 2013.9.13, Granada, Spain.	 
⑤齊藤森太郎、和根崎智、橘伸彦、柳田晃良、
永尾晃治：βコングリシニンペプチドの栄養
生理作用に関する研究.	 第 50 回化学関連支
部合同九州大会、2013.7.6,	 北九州市.	 
⑥稲福征志、永尾晃治、柳田晃良、屋宏典：
食餌性リン脂質がコンカナバリン A誘導性肝
炎の進展に及ぼす影響. 第 67 回日本栄養・
食糧学会大会、2013.5.25,	 名古屋.	 
⑦T, Yanagita, K. Nagao: Functional lipids and 
risk of metabolic syndrome.104th American oil 
chemist’ society annual meeting & expo,2013.5.1,  
Montreal, Canada.	 
⑧石田弘樹、小野田悟、永尾晃治、城内文吾、
古屋	 健太、永井俊治、溝部帆洋、吉永和明、
小島浩	 一、渡邊浩幸、柳田晃良、後藤直宏：
ドコサペンタエン酸の代謝に関する研究、日
本油化学会フレッシュマンサミット
TOKYO2012、2012.10.28,東京都.	 
⑨永尾晃治:	 脂質の機能性とメタボリッ
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