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研究成果の概要：様々なタンパク質栄養条件に応答した肝臓や皮膚での遺伝子発現の網羅的応

答を幅広く明らかにした。それらのデータを有効に解析するためのバイオインフォマティクス

手法を高度活用し、栄養研究における情報の有効利用を推進した。また、高脂肪食摂食や運動、

抗肥満食品因子、マイルドなカロリー制限等に対する網羅的遺伝子発現やタンパク質量の応答

に関する情報を蓄積した。従来から構築して維持しているニュートリゲノミクスデータベース

を大幅に改良し、世界のニュートリゲノミクス研究を格段に発展させる礎を築いた。 
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１．研究開始当初の背景 
ニュートリゲノミクスとは、各種の生体分子
を網羅的な解析（オミクス）を取り入れた食
品や栄養の研究のことである。例えば、トラ
ンスクリプトミクス、プロテオミクス、メタ
ボロミクスなどが含まれ、それぞれ遺伝子発
現、タンパク質、代謝物を網羅的に調べるも
のであり、特にトランスクリプトミクスは
DNA マイクロアレイの進歩によって広く使わ
れるようになった。栄養・食品の分野におい
て、こうした技術が非常に有効であることが
明らかになってきていたが、その威力を十分

に活用するための、データ処理基盤の整備が
遅れていた。特に、栄養や食品分野の研究者
の中で、こうした膨大な情報の処理に熟達し
た者は非常に限られており、ニュートリゲノ
ミクス情報を手軽に使えるツールおよび適
切な処理手段の指針について、切望されてい
た。この目的を達成するため、既に代表研究
者らは世界で唯一の、ニュートリゲノミクス
データベースを構築し、DNA マイクロアレイ
データの蓄積や、文献情報の有機的活用の便
に資してきた。 
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２．研究の目的 
 基本的な食事摂取の変動に対してオミク
スレベルでどのような変化が生じるかを、
DNA マイクロアレイ解析、プロテオミクス
解析により明らかにするとともに、得られた
結果を他のニュートリゲノミクス研究にお
ける参照データとして利用できるものとす
ることを計画した。 
 まず、遺伝子発現が顕著に影響を受ける条
件として、タンパク質栄養の悪化についての
検討を行った。肝臓と皮膚における遺伝子発
現プロファイルを解析したが、今回４群 16
匹のラットについてのデータの処理につい
て、正規化手法の最適化等を試みた。さらに、
食品の機能性研究において、摂食量や摂食パ
ターンが微妙な影響を受けて、網羅的解析に
おいては結果の解釈を困難にする場合が多
い。食品機能に関して意義のある変化を効率
よく抽出する目的でも、マイルドなカロリー
制限に対する応答を明らかにしておくこと
は有効と考えた。カロリー制限は、生活習慣
病リスクの低減のほか、寿命の延伸などの効
果が知られており、カロリー制限のマーカー
遺伝子を明らかにしておくことは有効と考
えられた。さらに、上記各条件について、プ
ロテオミクス解析も行い、タンパク質量レベ
ルでの変化も調べることとした。具体的な食
品成分の解析として、高脂肪食において、カ
テキンの短期摂取の効果を調べ、さらに運動
の効果の検討も試みることにした。一方、多
くの遺伝子発現は、生体リズムの支配下にあ
り、末梢のリズムが食事摂取により変動する
ため、短時間の食事摂取後に肝臓での発現が
大きく変化する遺伝子をマイクロアレイ解
析で調べ、特に時計遺伝子における変化を明
らかにしようと考えた。 
 これらのデータを、ニュートリゲノミクス
データベースに搭載し、リファレンスデータ
としての活用に供することも目的とした。さ
らに、同データベースのデータ解析機能を強
化し、情報利用の効率化を目指した。 
  
３．研究の方法 
(1)Wistar 系雄ラット（７週齢）を用い、対
照食（12％カゼイン）、無タンパク質食、12％
グルテン食、12％グルテンにリシンとトレオ
ニンを添加した食餌を一週間摂取させ、各群
４匹の皮膚および肝臓を DNA マイクロアレ
イ解析に供した。アレイは Affymetrixの Rat 
Genome 230 v2を用いた。変動が見られた遺
伝子の一部に関しては、リアルタイム PCR
により確認を行った。 
(2)Wistar系雄ラット（６週齢）に、AIN-93G
食を自由摂取させる群（対照群）、および対
照群の摂食量に比べ５％、10％、20％、30％
少ない量を摂食させる群を設け、一週間およ
び１ヶ月間飼育後に各組織を採取した。肝臓

の DNA マイクロアレイ解析を行い、顕著に
変動が見られた遺伝子を抽出した。それらの
うち、８種についてリアルタイム PCR によ
る確認も行った。 
(3)Wistar 系雄ラットにカルニチンおよび大
豆タンパク質を含む試料を単回摂食させ、肝
臓の遺伝子発現プロファイルを解析した。 
(4)Wistar 系雄ラットに通常食あるいは高脂
肪食を１ヶ月間摂取させた。高脂肪食群には、
さらに１％茶カテキンまたは 0.1％クロフィ
ブレートを加えた群も設けた。さらに高脂肪
食を与えて、一日１時間のトレッドミルラン
をさせた群も設定した。これらの肝臓より
RNAを調製し、DNAマイクロアレイ解析を
行った。 
(5)上記の①および②の肝臓タンパク質サン
プルについて、２次元電気泳動による分離と
蛍光検出および銀染色によるタンパク質の
検出を行った。解析ソフトウェア（PDquest）
を用い、対照群に比べて有意に変動があった
タンパク質スポットを選別した。これらのス
ポットについては、MALDI-TOF MSにより
タンパク質の同定を行った。 
(6)データベースの改良において、Perl、
Bioperl、MySQL、Apache、Estraier等のオ
ープンソースソフトウェアを用いた。 
 
４．研究成果 
 (1) カゼイン食、グルテン食、制限アミノ酸
を補足したグルテン食、無タンパク質食等を
一週間ラットに摂取させ、皮膚での遺伝子発
現プロファイルを得た。この際のマイクロア
レイデータの最適な正規化手法について４
種類の方法を比較検討したところ、qFARMs
が食餌タンパク質の影響を最も明確にでき
ることを明らかにした。食餌タンパク質悪化
に対する興味深い応答として、皮膚のグルタ
チオン代謝系遺伝子が大きな影響を受けて
いることがわかり（図１）、実際に還元型グ



 

 

ルタチオン量が減少していることも明らか
にした（図２）。 
PGE2等の合成促進も認められ、こうした変
化はタンパク質栄養悪化における炎症惹起
の原因を成していることが示唆された。スフ
ィンゴ脂質合成系も無タンパク質食やグル
テン食では低下しており、皮膚のバリア機能
低下に関与していると考えられた。 

 

 
肝臓においても、同様の解析を行った。肝
臓については、コレステロール合成系と異化
系の上昇など、以前の我々の結果（Endo et al. 
J. Nutr. 232,3632(2002)を再現するデータが
得られた。GCN2経路の下流の遺伝子発現の
変化なども認められた。 

 
(2) ラットに５％から 30％のマイルドなカ
ロリー制限食を一週間ないし一ヶ月摂取さ
せ、遺伝子発現プロファイルを対照と比較し
た。脂質代謝、糖代謝など多くの経路の遺伝
子が、カロリー制限量に依存した変化を示し
たが、一方で短期や低レベルのカロリー制限
で既に十分な応答を示す遺伝子も多く見ら
れた。72の遺伝子について、何れのカロリー
制限でも一貫した変化が認められた。
SREBP) 1, farnesyl diphosphate synthase 
(Fdps), fatty acid synthase (FAS), malic 
enzyme (Me), ATP citrate lyase (Acly) 
acyl-CoA synthetase short-chain family 
member 2 (ACSS2)など脂質合成関連遺伝子
は、発現が低下していた。一方、carnitine 
palmitoyltransferase (Cpt)-1, Cpt-2 や、 
Cyp4A14 といった脂質酸化系の遺伝子は発
現上昇していた。コレステロール合成に関わ
る CYP51 、DHCR7 は低下、異化に関わる
CYP7A1は発現上昇していた。８つの遺伝子
について、リアルタイム PCR でも同じ結果
が得られることを確認した（結果例のひとつ
を図３に示した）。 

 
図３ 一週間のカロリー制限による Fdps

遺伝子発現の結果 
灰色の線がマイクロアレイ、黒の線がリアル

タイム PCRの結果を示す。 
 
低いカロリー制限レベルでは、体重には影響
が出ないが、遺伝子発現レベルでは様々な変
化が認められることがわかった。応答遺伝子
のうち、今回の結果と既報の情報より、
PPAR の下流遺伝子である CYP4A14 がカ
ロリー制限のマーカーとして有効であるこ
とが示唆された。 
 
(3)カルニチンや大豆タンパク質投与後、短時
間の遺伝子発現変動を調べたところ、影響は
限定的であった。しかし、例えばカルニチン
投与後３時間および９時間で炎症低下を示
唆する一連の応答が認められ、カルニチンの
免疫調節作用として知られている応答の一
部が再現された。一方、既に報告のある毒物
投与への応答のプロファイルとの比較を行
ったが、同じ方向の変化は見られず、安全性
の確認という面でも有効であると考えられ
た。 
 
(4)高脂肪食負荷時に、カテキン、クロフィブ
レート、運動を組み合わせた場合の DNA マ
イクロアレイ解析の結果、これらに共通の変
化が多く見られた。しかし、それぞれに特徴
的に大きな変動が見られた経路として、カテ
キンではMAPキナーゼ経路とWnt経路があ
った。これらはカテキンの抗腫瘍作用に関与
している可能性がある。クロフィブレートで
は PPAR経路が特に顕著であったが、それ以
外に分枝鎖アミノ酸代謝経路、酸化的リン酸
化なども変化が顕著であった。運動の効果と
しては、AMPK経路、酸化的リン酸化が目立
った変動を示した。 
 
(5)ニュートリゲノミクスにおけるプロテオ
ミクス解析手法の改良を進めた。例えば、各
組織ごとのサンプル調製法の改良等を行い、
肝臓、筋肉、脂肪組織等で再現性の良い泳動
像を得られるようになった。例えば、無タン



 

 

パク質食やグルテン食摂取ラットの肝臓に
おいて、統計的に有意に量が変化したタンパ
ク質を数 10 個同定できた。オルニチンアミ
ノトランスフェラーゼの低下など、成長抑制
に関わる変化、ビタミン B6 代謝関連の変化
などを見出すことができた。一方、マイルド
なカロリー制限に応答するタンパク質も多
く見出すことができた。寿命との関係で注目
されているprohibitinの上昇などが特に興味
深いものであった。 
 
(6)上記のマイクロアレイデータは、ニュート
リゲノミクスデータベースのリファレンス
データとして登録した。すなわち、特定の成
分の摂取の効果について検討したい研究者
が、自分のデータとマイルドなカロリー制限
等の結果を比較参照できるようにした。 
さらに文献情報の蓄積やその他のアレイデ
ータの蓄積を進め、またインターフェースの
改良なども行った。多くの新規データ解析機
能を加えた。例えば、マイクロアレイデータ
を入力すると、多くのKEGGパスウェイ上の
変化を一度に並べて俯瞰することができる
機能を開発した（図４）。 
 

 
図４ KEGGパスウェイビューワーの使用
例 
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