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研究成果の概要（和文）： 肥満は国民の健康において深刻な問題だが、エネルギー収支を基準とした個人の生
活習慣の改善に委ねられており、抗肥満活性の統一的基準は十分に確立されていない。そこで、研究代表者は培
養細胞の評価システムを個体レベルでの肥満解消を予測可能なシステムへと磨き上げることで、抗肥満活性の統
一的基準の確立を目指している。
 本研究課題では、南極付近などの野菜が少なく肉中心の食生活で過ごす人々の健康を守るオイルとして昔から
重宝されてきたクリルオイルから抗肥満効果が期待出来る脂溶性成分を探索した結果、新規活性成分を複数見出
すことに成功した。見出した活性成分の作用機序に関しては培養細胞を用いて現在解析中である。

研究成果の概要（英文）： Our research aims to establish a unified standard of measuring anti-obesity
 activity by refining a cultured cell evaluation system into a system that can predict elimination 
of obesity at the individual level. 
 In this research project, we are screening for lipophilic ingredients that may have anti-obesity 
effects from Krill oil, which has long been used as an oil to protect the health of people who 
consume a meat-centered diet with few vegetables, such as those living in Antarctica. We have 
successfully discovered several functional ingredients. The underlying mechanism of action of the 
components found is still under analysis using cultured cells.

研究分野：食生活学、分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

世界で肥満人口は増加の一途を辿って
いる。肥満からより深刻な動脈硬化症や糖尿
病などの疾患に繋がることが多く、肥満人口
の減少は医療費増加を抑制する重要な国家
的課題として認識されるようになってきた。
また、肥満は健康面だけでなく精神面でも‘痩
せること’が望まれるが、個人の努力では往々
にして解消されない。そこで、肥満を改善す
るのに効果的な機能性食品や抗肥満薬の創
出が期待されている。近年の分子細胞生物学
の発展により、脂肪組織の理解が進んできて
いる。脂肪細胞は余剰エネルギーを貯蔵する
だけの細胞という理解から、様々な生理活性
物質を分泌し、脂肪組織外の組織とも連携し
て生体の恒常性に貢献することがわかった。
肥満モデルマウスの肥満の原因が脂肪細胞
由来タンパク質の異常であるというエポッ
クメーキングな研究報告（1994 年）の後、
肥満研究を行う研究者人口が一段と増加し
た。しかしながら、現状の抗肥満薬としては
薬効が脂肪組織・脂肪細胞の脂肪蓄積に直接
関わっていない食欲抑制や消化吸収抑制な
どで、分子細胞生物学的手法を用いた肥満研
究が抗肥満薬の創出を通じて肥満人口の減
少に貢献しているとは言い難い。その原因と
して、個体における肥満という現象と分子細
胞生物学研究で使用される培養細胞レベル
での隔たりがあり、機能性食品創出や創薬の
現場で抗肥満成分の探索手法が確立されて
いないことが挙げられる。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
培養細胞の評価システムを、個体レベル
での肥満解消を予測可能なシステムへと磨
き上げることが目的である。そのために本研
究では、培養細胞の評価システムを用いて、
クリルオイルから活性成分を探索した。クリ
ルオイルからの成分の分画と構造決定は脇
本敏幸教授（北海道大学）に依頼した。 
クリルオイルとは、海中に生息するプラ
ンクトン南極オキアミから得られるオイル
であり、昔から南極付近などの野菜が少なく
肉中心の食生活で過ごす人々の健康を守る
オイルとして重宝されてきた。最近の疫学研
究や肥満モデル動物を用いた研究から、クリ
ルオイルがヒトや肥満モデル動物において
内臓脂肪減少やエネルギー代謝の亢進を促
すことが報告されている。この作用はリン脂
質結合型のω3 脂肪酸によるものと考えられ
ているが、活性成分や作用機序は未だ解明さ
れていない。そこで本研究課題ではクリルオ
イルを題材として活性成分の探索を試みた。 
 
３．研究の方法 

 
(1)脂肪細胞への分化誘導 
マウス胎児由来 3T3-L1 繊維芽細胞は、ト
リプシン処理により剥離し、35 mm細胞培養
ディッシュに 50,000 個で播種した。コンフ
ルエントの状態から培養培地にて 2日間、さ
らに分化誘導培地 (insulin、dexamethasone、 
3-isobutyl-1-methylxanthine、10％非動化ウシ
血清を含む DMEM 培地）にて 3 日間培養す
ることで、細胞内に中性脂肪を貯めた成熟脂
肪細胞へと分化させた。 
 
(2) Oil-Red O染色 
 35 mm 細胞培養ディッシュにて分化させ
た脂肪細胞は終末分化の指標である脂肪滴
蓄積を Oil-Red O染色法により評価した。 
 
(3) AdipoRed染色と脂肪蓄積量の定量 

3T3-L1細胞は 96穴平底黒色プレートに 1
ウェル当たり 300 個の細胞数で播種をした。
分化誘導培地にて脂肪細胞へと分化させ、中
性脂肪特異的な蛍光色素（AdipoRed）にて染
色し、その蛍光強度はプレートリーダーにて
測定し解析した。 

 
(4) 細胞免疫染色 
 3T3-L1 細胞は 8 ウェルチェンバーに播種
し分化誘導培地にて脂肪細胞へと分化させ
た 。 抗 peroxisome proliferator-activated 
receptorγ（ PPARγ）抗体、または、抗
CCAAT/enhancer-binding proteinα（C/EBPα）
抗体は Alexa594標識 2次抗体と共に免疫染
色し、免疫染色陽性細胞を蛍光顕微鏡にて観
察した。BODIPYで中性脂肪を染色した細胞
は、共焦点顕微鏡 FV10iと高精細 3D画像解
析ソフトウェアを組み合わせることで、脂肪
滴の数と体積を数値化し解析した。 
 
(5)リアルタイム PCR解析 
培養脂肪細胞から RNeasy（Qiagen）を用
いて total RNAを抽出し、リアルタイム PCR
法により遺伝子発現変化を解析した。 

 
 

 
４．研究成果 
 

3T3-L1 前駆脂肪細胞はクリルオイル含有
DMEM培地で培養することで、細胞接触阻害
に関係なく処理後約 8時間で脂肪滴を形成さ
せた。その後クリルオイル含有培地で処理 6
日後には、通常の方法で分化させた脂肪細胞
と比較して脂肪滴が微小ながら数が多いな
どのユニークな特徴をした成熟脂肪細胞へ
と分化させた、その作用は濃度依存性があっ
た（図―１・２）。 



 

図 1：クリルオイルによる脂肪分化 
 

図 2：微小な脂肪滴で構成された脂肪細胞 
 
細胞免疫染色による解析より、クリルオイル
は脂肪細胞分化の過程で PPARγ や C/EBPα
を発現させ核へと集積させた。この作用は、
オリーブオイルや亜麻仁オイルなどでは見
出せず、つまり、クリルオイルに含まれる特
有の成分によるものと考えた。 

3T3-L1 細胞の脂肪細胞へと分化を誘導す
る成分には、抗糖尿病薬であるチアゾリジン
誘導体やインドメタシンが知られている。さ
らに、チアゾリジン誘導体は前駆脂肪細胞に
働き褐色（ブラウニング）化を促すことが報
告されている。そこでクリルオイルに含まれ
る分化誘導を促す成分が、抗肥満効果に繋が
るものと推測し、成分の探索を行った。 
クリルオイルからの成分の分画と構造決
定は脇本教授（北海道大学）が行い、その分
画を用いたスクリーニングの結果、3T3-L1
細胞の脂肪分化を誘導する脂溶性成分を複
数見出し、その一つを脂質 AD-1と名付けた。
脂質 AD-1 で分化した脂肪細胞は微小な脂肪
滴を多く含んでいた。また、通常の分化誘導
培地にて脂肪分化をさせる際に、脂質 AD-1
を同時に加えると、分化した脂肪細胞の数は
増大するが、細胞に蓄積される中性脂肪量は
顕著に減少した。つまり、脂質 AD-1 による
褐色（ブラウニング）化が期待できると考え
た。現在、脂質 AD-1 による遺伝子発現変化
をリアルタイムPCR法により解析している。
脂質 AD-1 によるその他の作用機序は、科学
研究費補助金（2017年度より基盤研究(C) ）
の研究課題「脂溶性食品成分によるミトコン
ドリア機能覚醒と抗肥満効果の解明」におい

て継続して解析中である。脂質 AD-1を‘たた
き台’として、試験管内で脂肪細胞に影響を与
える食品成分が個体の肥満を抑制する効果
があるかを検証する意義は、機能性食品や抗
肥満薬創製の新たな道筋を開拓することに
ある。脂質 AD-1 の発見は、肥満における学
術研究の新たな切り口による進展だけでな
く、学術研究の枠を超えた新機能性食品創製
へと発展できると期待したい。 
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