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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂肪細胞の低酸素ストレス応答とその応答改善を標的とした食品成分による生
活習慣病予防・改善効果について検証した。その結果、脂肪細胞は低酸素に応答してアディポネクチン産生抑制やその
多量体化抑制を代表とするアディポカインの産生バランスの破綻を来すことが明らかとなった。一方で、このような低
酸素ストレスはいくつかの食品成分で改善できることが明らかとなった。この研究成果は、生活習慣病予防や改善のた
めの新たな分子標的を提案するものであり、食品機能性評価の新たな視点になることが示された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the effect of hypoxia on the function of adipocytes and the 
ameliorative effect of food components on the hypoxic stress.
Hypoxic stress elicited the disruption of homeostasis of adipokine production such as reduction of 
adiponectin production and its oligomerization. On the other hand, some food components were capable of 
ameliorating this hypoxic stress. Taken together, our results provide a novel target of life style 
diseases that can be a useful for the development of functional food.

研究分野： 食品機能化学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者はこれまで食事脂肪酸の一種であ
る共役脂肪酸の機能性に着目し、その一種で
ある共役リノール酸が極めて強い肝がん細
胞毒性効果を発揮することを示してきた。一
方、生体内でのモデルを考えると培養実験に
おいてがん細胞は平面的に増殖するが、生体
内での固形腫瘍は 3 次元的に『固まり』を作
る。このため、in vitro での研究成果が in vivo
では再現できないことがしばしば起こりう
る。がん組織内では組織の増大に伴い血管か
ら十分な酸素が得られない『低酸素状態』の
部分が生じる。このような、『低酸素状態』
は『低酸素ストレス』ともよばれ、がん細胞
は低酸素センサータンパク質を起点として
血管新生誘導、解糖系亢進などによりこのス
トレスを打開する。申請者は特に低酸素スト
レスによる血管新生誘導に着目し、共役リノ
ール酸が低酸素センサータンパク質の安定
化を阻害することで、血管新生誘導物質の産
生を抑制することを世界に先駆けて見いだ
してきた。また、多彩な脂肪酸の作用をスク
リーニングし共役リノール酸が最も高い活
性を有することが確認した。 
 一方、脂肪組織もその大きさを著しく変化
する組織である。すなわち、脂肪組織の肥大
は肥満であり、肥満が糖尿病増悪化等の肥満
関連疾病につながることはよく知られてい
る。このため、低酸素ストレスに対する応答
は、脂肪組織においても起こりうるのではな
いかと考えた。事実、脂肪組織内には細密な
血管ネットワークが存在することが知られ
ており、『低酸素ストレス』の制御は脂肪組
織の肥大化や脂肪細胞の機能調節に深く関
与すると考えられる。そこで、申請者は脂肪
細胞が低酸素ストレスに対してどのような
応答をするか検討を進めてきた結果、脂肪細
胞は低酸素ストレス下で脂質蓄積能が向上
し、炎症反応と血管新生を惹起する可能性を
明らかとした。脂肪組織内での炎症反応は、
脂肪細胞からのサイトカイン（アディポカイ
ン）の産生バランスを崩し、インスリン抵抗
性の獲得、肝臓での脂肪酸合成の亢進などに
つながることが知られている。このため、脂
肪組織での低酸素ストレス緩和は『脂肪細胞
の機能改善を通じて、肥満関連疾病の予防に
貢献できる』ことが期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では脂肪細胞の低酸素ストレス応
答抑制を標的とした食品成分の探索と作用
機構解明を目指す。そこで、本研究において
は低酸素ストレスが脂肪細胞の機能に及ぼ
す影響し、食品成分による低酸素ストレス緩
和作用の探索を実施するとともに、肥満関連
疾病予防へ向けた脂肪細胞の低酸素ストレ
ス応答マーカータンパク質を探索する。メタ
ボリックシンドロームを背景とする肥満関
連疾病が喫緊の健康問題となって久しいが、
その人口は決して減少には転じていない。こ

の統計的な結果は、肥満そのものの改善がい
かに困難であるかを物語っている。肥満によ
ってもたらされる疾病の多くに、脂肪細胞の
機能異常が関わっており、脂肪細胞の機能改
善は疾病の予防に繋がると考えられる。本研
究では、肥満に伴って生じる脂肪組織内の低
酸素ストレスを食品成分により緩和する事
によって、脂肪細胞の機能を改善し肥満関連
疾病の予防に貢献することを目的とする。ま
た、肥満関連疾病の予防に向けた新規な低酸
素ストレスバイオマーカー開発へつなげる
事も目標として掲げる。 
 
３．研究の方法 
（１）脂肪細胞における低酸素ストレスの誘
導とアディポカイン産生測定 
 マウス前駆脂肪細胞 3T3-L1 はヒューマン
サイエンス振興財団研究資源バンクより購
入した。細胞は 10%仔牛血清、パントテン酸
カルシウム、D-ビオチン含有 DMEM 培地を
用いて継代した。分化成熟時には,コンフルエ
ントに達するまで培養した 3T3-L1 細胞を
insulin 、 3-Isobutyl-1-methylxanthine 、 
dexamethasone 含有継代用培地で 48 時間処
理後、insulin 含有継代用培地に切り替え成
熟をスタートした。成熟開始後 10-12 日目の
細胞を解析に用いた。人為的に細胞を低酸素
状態にするために、定温型自動 O₂/CO₂細胞
培養装置を用いて 37 ℃、1%O₂、5%CO₂の
培養環境で細胞を培養した。以下これを低酸
素培養条件とし、20%O₂条件下を通常酸素培
養条件とする。タンパク発現解析においては
上清回収あるいは細胞を溶解後、SDS-PAGE
および native-page に供し、ウエスタンブロ
ット解析によりアディポネクチンの解析を
行った。食品成分の添加はいずれも低酸素ス
トレス誘導の 24 時間前から行った。 
（２）In vivo における抗生活習慣病作用の検
証 
 In vitro でアディポカイン産生バランスの
改善が認められた食品成分として、ブルーベ
リー葉が見いだされた。そこで、高脂肪高炭
水化物食摂取による肥満モデル動物を用い
て、ブルーベリー葉熱水抽出物（BLEx）の抗
生活習慣病効果を評価した。実験食として
AIN-93G を基本として通常食、30 %高脂肪
+20 %高ショ糖食を調製した。7 週齢雄の
C57BL/6 マウスを 2 群に分け、それぞれ通常
食と高脂肪高炭水化物食を 4 週間給餌した。
4 週間後、高脂肪高炭水化物食を給餌した群
をさらに 3 群に分け、0, 1, 3% BLEx 含有食を
4 週間給餌した。また、6 週間飼育後に経口
グルコース負荷試験（OGTT; 1.5 g/kg）を実施
し、その 2 週間後に屠殺を行い、血清、各臓
器を解析した。経口グルコース試験を行う 12
時間前からに絶食をさせた。採血は尾採血に
よって行った。回収した血液から血清を調製
し、血清脂質パラメーターの解析と血糖値お
よびインスリン値を測定した。 
 



４．研究成果 
(1) 脂肪細胞を分化成熟後に低酸素条件下
におき、0-6 時間の間で HIF-1発現量を検討
したところ、HIF-1発現量は時間依存的に増
加しており、低酸素処理開始後の 2~3 時間後
にはピークに達した。なお、培地を通常保存
している際は酸素濃度が 8 mg/L 程度であっ
たが、本研究においては低酸素条件下に移行
する際に、培地のみを 24 時間低酸素条件下
でプレインキュベートしており、この時、酸
素濃度は 2 mg/L 程度まで低下していること
を確認した。従って本条件では低酸素条件が
確立できており、本条件下で脂肪細胞に対し
て低酸素ストレスが誘導できていることが
確認できた。また、低酸素ストレスの誘導に
伴って、GADD153 の発現を指標とした小胞
体ストレスの誘導が認められた。 
 次に、低酸素条件においてアディポネクチ
ンの発現および培養上清中への産生につい
て検討した。培養上清中へのアディポネクチ
ンは 24 時間の低酸素処理によって低下傾向
が認められた。通常酸素および低酸素下での
そこで、アディポネクチン産生に対する共役
リノール酸およびトコトリエノールの影響
を SDS-PAGE 後のウエスタンブロットによ
り検討した。その結果、低酸素下および通常
酸素下のいずれにおいても共役リノール酸
はアディポネクチンの発現量を著しく亢進
させることが明らかとなった。一方、明確な
濃度依存性は認められず、逆に高濃度では効
果が消失する傾向も認められた。アディポネ
クチンは血清中では 3, 6, 12 あるいはそれ以
上の多量体として存在していることが知ら
れている。そこで次に細胞内および培養上清
に分泌されるアディポネクチンを native-page
後のウエスタンブロットによって解析する
ことによって、多量体の存在状態について評
価を実施した。 
 その結果、上図に示す通り低酸素条件にお
いて細胞内のアディポネクチンの 3 量体およ
び 6 量体の発現量は低い傾向にあり、共役リ
ノール酸は低酸素、通常酸素いずれにおいて
も発現を増強させた。低酸素条件において、

培養上清中におけるアディポネクチンレベ
ルへの影響は 9c, 11t-共役リノール酸の方が
10t, 12c-共役リノール酸よりも強く、4 M に
おいてもその効果は十分に認められた。培養
上清中のアディポネクチンは細胞内に比べ
て多量体のレベルが高く、12, 18 量体と思わ

れるバンドが認められた)。通常酸素、低酸素
いずれの条件においても 9c, 11t-共役リノー
ル酸はすべての分子量でのアディポネクチ
ン産生を亢進する傾向にあった。一方、10t, 

12c-共役リノール酸の作用は喪アディポネク
チン産生への影響の結果とは矛盾しており、
現在その理由について検討中である。アディ
ポネクチンの発現が低酸素条件で低下する
ことはすでに報告されており、脂肪細胞に対
する低酸素ストレスは炎症誘発やインスリ
ン抵抗性につながる脂肪細胞の機能悪化を
もたらす要因になっていると考えられた。共
役リノール酸は低酸素条件下でアディポネ
クチン産生を回復させ、低酸素条件での脂肪
細胞の機能悪化を抑制できることが示され
た。 
 次にこれまでガン細胞において低酸素スト
レス緩和作用が報告されているトコトリエ
ノールの有用性を検証した。ここでも図に示
す通り、低酸素状態においてアディポネクチ
ンの産生は低下し、特に多量体化アディポネ
クチンの産生は著しく低下していた。一方で、
トコトリエノールの添加によって、低酸素状
態で低下した多量体化アディポネクチン産
生は回復する傾向が認められた。なお、同族
体間の比較も行ったが、現在までのところ明
確な活性強度の差異は認められておらず、さ
らに検証を進めていく予定である。 
 
 (2) アディポネクチン産生亢進を指標とし
て、食品成分の機能性スクリーニングをした
ところ、宮崎県で現在機能性素材として注目
を集めているブルーベリー葉の熱水抽出物
にアディポネクチン産生亢進作用が認めら
れた。面白いことにこの効果は 6.25 g/mL
という比較的低濃度でピークを迎え、それ以
上の濃度では効果が薄いことが明らかとな
った。また、アディポネクチン産生亢進作用
は結果的に多量体アディポネクチン産生亢
進作用をもたらしており、結果的に質・量と
もに有益な効果をもたらすことが明らかと
なった。さらに、ブルーベリー葉のアディポ
ネクチン産生亢進メカニズムの解明を進め
たところ、遺伝子発現やタンパク質発現に影
響するのではなく、細胞内でのアディポネク
チン分解を抑制することが作用機序である
こと示唆された。 
 次に、ブルーベリー葉熱水抽出物を高脂肪
高炭水化物食摂取肥満モデル動物に投与し、

通常酸素 
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図 トコトリエノールがアディポネクチン多量体化に
与える影響 
Toc: α-トコフェロール 
α、β、γ、δ；トコトリエノール  



生活習慣病予防効果を評価した。その結果、
3%ブルーベリー葉熱水抽出物含有食摂取に
よって、脂肪組織重量は低下する傾向が認め
られ、体重の増加も抑制する傾向にあった。
さらに、顕著であった脂肪肝は組織形態レベ
ルでは改善する傾向にあり、肝臓トリグリセ
リドおよびコレステロールレベルは低下し
た。さらに本試験では、経口グルコース負荷
試験によって II 型糖尿病に対する改善作用
についても評価した。高脂肪高炭水化物食に
よって顕著な空腹時血糖の上昇とインスリ
ン抵抗性の誘発が認められたが、3%ブルーベ
リー葉熱水抽出物含有食摂取によって、空腹
時血糖値の有意な低下と、経口グルコース負
荷後の血中グルコース濃度-時間曲線下面積
の有意な減少が認められ、II 型糖尿病の改善
作用が期待された。 
 以上の結果より、脂肪組織における低酸素
ストレスの発生と、それに応答することで生
じる脂肪細胞の低酸素ストレスは結果的に
アディポカイン産生バランスの破綻をもた
らすことにより、肥満関連疾患に増悪的に働
くことが示唆された。この知見は、肥満関連
疾患の予防や改善を目的とした機能瀬食品
開発のための新たな標的の提案につながる
ものであり、肥満関連疾患発症のより深い理
解にも貢献できることが期待される。また、
本研究では脂肪細胞以外の脂肪組織構成細
胞として繊維芽細胞を用い、線維化に対する
影響を評価したが、低酸素ストレスの顕著な
影響は認められなかった。今後、細胞間相互
作用における低酸素ストレスの影響につい
ても評価が必要と考えられる。 
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