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研究成果の概要（和文）：　本研究では、現代の代表的な疾病である肥満に着目し、近年脂肪滴を融解する作用として
発見されたAIM（Apoptosis Inhibitor of Macrophage）を標的とした抗肥満作用を有する食品由来成分を探索すること
とした。アッセイは、マウスマクロファージ由来細胞を用いたスクリーニング系を構築した。野菜や果実を含む25種類
の抽出物について、AIMの発現増強をスクリーニングしたが、増強サンプルを見出すことはできなかった。次に、食品
に含まれる成分として、30種類の化合物についてスクリーニングを行ったところ、数種類の化合物にAIM増強活性を見
出した。

研究成果の概要（英文）：Apoptosis inhibitor of macrophage (AIM) is a secreted protein, which is produced 
and secreted specifically by macrophages. The expression in vivo is markedly increased with obesity 
progression in mice. Thus, regulation of AIM could be therapeutically applicable for metabolic syndrome.
Since the AIM decreases the accumulated lipid droplet in adipocytes, we screened of food-derived 
constituents for AIM up-regulation effects. We used real time RT-PCR methods with 96-well plate format 
for the screening of 25 food extracts and 30 food derived constituents. Unfortunately, we could not find 
the up-regulated AIM sample in any food extracts. Next, we tested the the food derived constituents at 10 
μM and 100 μM on AIM expression in J774.1 macrophage-like cells. Among them, quercetin (17), 
8-prenylnarigenin (21), and isoxanthohumol (24) exhibited the up-regulation effects of AIM expression in 
J774.1 cells at 100 μM with high cell viability.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 肥満は、現代の代表的な生活習慣病の一つ
であり、今後も増加することは確実で、非常
に重要な疾患である。また、“肥満であるこ
と”は、様々な疾病を引き起こす危険性が高
まるため、“肥満を予防すること”や“肥満
を改善すること”は、種々疾病の予防医学の
観点からも重要である。 
 近年の研究において、AIM（Apoptosis 
Inhibitor of Macrophage）が脂肪細胞に貯まっ
た脂肪滴を融解し、脂肪細胞の大きさを著し
く縮小することが報告された。これは、今ま
で研究されてきた標的とは全く異なり、新た
な標的として、肥満改善作用を示す。本研究
では、この AIMの発現を増強することで、蓄
積した脂肪を融解するこれまでにない化合
物を天然食品資源より探索することを目的
とした。 
 
 
２．研究の目的 
 肥満は、糖尿病、心筋梗塞、高血圧、高脂
血症、狭心症や脳卒中などの様々な疾病との
関係が言われており、この肥満を予防もしく
は改善することが、様々な生活習慣病を予防
することができる可能性を秘めている。肥満
は、現代を代表的する疾患の一つであり、今
後も増えるとされていることから、抗肥満作
用を有する成分への関心が高まっている。 
 こうした中、2010年、東京大学の宮崎らが、
脂肪細胞に貯まった脂肪滴を減少させる因
子として、 AIM（ Apoptosis Inhibitor of 
Macrophage）を脂肪分解促進因子として同定
し、これまでに研究されてきた標的とは全く
異なる肥満改善因子を報告した（Kurokawa, J. 
et al. Cell Metabol. 2010, 11, 479−492）。論文で
報告されたメカニズムを図 1に示す。 
 
① AIMは肥満に伴い、血中の濃度が上昇し、 
脂肪細胞表面の CD36を介してエンドサイト
ーシスで取り込まれる 
② 取り込まれた AIM は、FAS（脂肪酸合成
酵素）を阻害する 
③ FAS が阻害されることにより、脂肪細胞
に貯まった脂肪滴が融解する 
④ 脂肪細胞の大きさが縮小する 
 
 

図 1. AIMによる脂肪分解のメカニズム 
 
 これらは、通常レベルで起こることである
が、肥満症では、この AIMが機能しないか処
理が追いつかないため、AIMによる脂肪滴の
融解が遅れることで脂肪滴が貯まるとされ
る。従って、この AIMが脂肪滴の減少に必須
であり、肥満改善の新たな標的として有用で
あることが示された。このことは、マウスを

用いた in vivoの実験においても証明されてお
り、AIM非発現マウスでは、正常のマウスよ
り脂肪細胞が大きくなり、脂肪を蓄積した。
また、AIM 非発現マウスに AIM タンパクを
注射すると、肥満が抑制されることが分かり、
体内の AIMを増やすことが、抗肥満に重要で
あることが in vivo実験でも示された。 
 本研究では、マウスマクロファージ由来細
胞（J774.1）における AIM の発現量を real 
time-PCR法によりスクリーニングし、AIM発
現量を増加させる食品成分を探索すること
を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
3-1. アッセイサンプルの 774.1 細胞への細胞
毒性 
 マウスマクロファージ由来細胞（J774.1）
を 96 穴プレートに播種し、24 時間前培養し
た。培地を取り除き、各濃度に調整した培地
と交換し、24時間作用させた。培地を取り除
き、MTT 含有培地と交換し、2 時間 37°C で
静置した。2 時間後、培地を除去し、DMSO
を添加し、550 nmの吸光度を測定した。サン
プル未処理（DMSOのみを添加）の値を 100%
とし、サンプルを処理した値を比較し、細胞
生存率を求めた。 
 
3-2. スクリーニング 
 マウスマクロファージ由来細胞（J774.1）
を 96 穴プレートに播種し、24 時間前培養し
た。培地を取り除き、各濃度に調整した培地
と交換し、24時間作用させた後、RNA抽出、
逆転写反応、および real time RT-PCRを行っ
た。real time RT-PCRは、SYBER Green検出
系（Thermal Cycler Dice Real Time System、タ
カラバイオ株式会社；SYBR Premix Ex Taq II、
タカラバイオ株式会社）にて行い、AIMの発
現 量 （ mAIM-f : 
GAGGACACATGGATGGAATGT、mAIM-r : 
ACCCTTGTGTAGCACCTCCA）を測定した。
また、ハウスキーピング遺伝子として、
GAPDH （ mGAPDH-f : 
AACTTTGGCATTGTGGAAGG、mGAPDH-r : 
ACACATTGGGGGTAGGAACA）を用い、Δ
ΔCt法によりサンプル未処理（DMSOのみを
添加）の値を 1とし、サンプルを処理した値
の相対的発現量を求めた。 
 
3-3. 3T3-L1による脂肪細胞分化抑制試験 
 マウス脂肪前駆細胞（3T3-L1）を 96 穴プ
レートに播種し、24時間前培養した。培地を
取り除き、分化誘導培地にて各濃度に調整し
た培地と交換し、48時間作用させた。その後、
分化培地にて各濃度に調整した培地と交換
し、48 時間作用させた。48 時間作用後、再
び分化培地にて各濃度に調整した培地と交
換し、48 時間作用させた。サンプル作用後、
培地を取り除き、WST-8 含有培地と交換し、
3時間 37°Cで静置した。上清を別の 96穴プ
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レートに移し、460 nmの吸光度を測定し、細
胞生存率を算出した。細胞は、PBSで洗浄し、
ホルマリンにて固定した。その後、60%イソ
プロパノールにて洗浄後、Oil Red O溶液によ
り脂肪滴の染色を行った。細胞を水にて洗浄
した後、2-プロパノールを添加し、Oil Red O
を溶解させ、520 nmの吸光度を測定した。サ
ンプル未処理（DMSO のみを添加）の値を
100%とし、サンプルを処理した値を比較し、
脂肪滴の蓄積率を求めた。 
 
 
４．研究成果 
4-1. スクリーニング系の確認 
 本研究では、細胞内の AIMの発現量の変化
を real time RT-PCRにて直接測定することと
した。現在、real time RT-PCRは、96穴プレ
ートフォーマットによるアッセイが可能で
あり、スクリーニングに向いていると判断し、
取り入れた。RNA 抽出および cDNA の作製
は、タカラバイオ株式会社のキットを用いる
こととし、real time RT-PCRは、SYBER Green
検出系にて行った。種々検討を行い、最終的
に研究方法（3-2. スクリーニング）に示した
通りに決定した。本研究では、AIMの発現量
が、1.5倍に増強したものを活性ありとした。 
 
4-2. 食品抽出物ライブラリー 
 野菜や果実を含む 25 種類について、メタ
ノールを用いた成分の抽出を行った。得られ
た抽出物について、10および 100 μg/mLの濃
度における J774.1細胞への細胞毒性試験およ
び J774.1 細胞での AIM 発現増強スクリーニ
ングを行ったが、AIMの発現量が 1.5倍以上
を示したサンプルはなかった。従って、食品
抽出物については、この時点で終了した。 
 
4-3. 食品含有成分ライブラリー 
 食品中に含まれるとの報告のある成分に
ついて、食品含有成分ライブラリーを作製し
た。化合物 30種類について、10および 100 μM
の濃度における J774.1細胞への細胞毒性試験、
J774.1 細胞での AIM 発現増強スクリーニン
グを行ったところ、細胞毒性を示さず、AIM
の発現を 1.5 倍以上に上げるサンプルを見出
した。化合物 15〜30の結果を図 2に示した。
化合物 1〜16、18〜20、22、23、25〜29につ
いては、相対的発現量が 1 ± 0.2倍であったた
め、活性なしと判断した。化合物 17は、100 
μMで 1.5倍、化合物 21は、10 μMおよび 100 
μMでそれぞれ 1.3倍および 1.9倍、化合物 24
は、10 μMおよび 100 μMでそれぞれ 1.3倍お
よび1.8倍、化合物30は、10 μMおよび100 μM
でそれぞれ 1.2 倍および 1.9 倍であった。こ
れら化合物（17、21、24、30）の構造を、図
3に示した。 
 
 

図 2. 化合物 15〜30 の AIM の相対的発現量
（倍）．濃度は、10 μMおよび 100 μMを示す 
 

図 3. 化合物 17, 21, 24, 30の化学構造 
 
 同時にスクリーニングを行った naringenin
（20）と 21を比較すると、21は 20の 8位に
プレニル基が結合した構造であるが、AIMの
発現増強活性を認めた。従って、フラバノン
骨格において、構造内のプレニル基の存在が、
活性発現に重要であることが示唆された。 
 本研究では、転写レベルでの AIMの発現増
強は認めたが、タンパクレベルでの確認はで
きていないため、今後、タンパクレベルでの
AIMの発現量を確認する予定である。 
 
 前述のスクリーニングにおいて、AIMの発
現を増強する活性が見られた化合物 17、21、
24、30の 3T3-L1細胞での脂肪細胞分化抑制
試験を行った。長期間の作用では、化合物 21、
24、30の 100 μMにおいて、3T3-L1細胞への
細胞毒性（50%〜100%）を認めた（図 4（B））。
細胞毒性を示さない 10 μMにおいて、いずれ
の化合物も、脂肪細胞分化抑制活性は示さな
かった（図 4（A））。 
 
 本研究では、J774.1細胞および 3T3-L1細胞
の共培養における評価ができていないが、
3T3-L1 では、AIM が発現していないという
報告があることから、J774.1 細胞および
3T3-L1 細胞の共培養における評価を行った
場合、脂肪滴の減少が認められれば、AIM発
現による結果であると結論付けることがで
きる。今後、これら細胞の共培養における評
価を行う予定である。 



 
図 4. 化合物 17、21、24、および 30の 3T3-L1
細胞へ作用．(A) 脂肪蓄積率（%）、(B) 細胞
生存率（%）． 
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