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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、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。
　クリルオイルは南極オキアミから抽出されたω-3脂肪酸を豊富に含むオイル成分であり、ヒト臨床試験により
抗肥満効果が報告されている。我々は、クリルオイルより、褐色脂肪細胞への転換（ブラウニング）に寄与する
ことでに、3T3-L1細胞に蓄積する中性脂肪量を減少させる脂溶性成分を見出し報告した。

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 components from krill oil that promote 
adipogenesis of 3T3-L1 cells were screened to reveal palmitoyl lactic acid (PLA) as a promoter of 
adipogenesis. The PLA-induced adipocytes contained large number of small lipid droplets.

研究分野： 食生活学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　分子細胞生物学の発展により、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。しかし、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。
培養細胞システムによる抗肥満活性評価・解析システムが構築され、個体レベルで肥満解消を予測可能なシステ
ムへと磨き上げる事ができれば、培養細胞は安価で取り扱いも簡単であるため、その波及効果は計り知れない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
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、肥満は自分を律することのできない怠惰な生活の証と見なされるため、
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。そこで研究代表者は、細胞イメージング技術により抗肥満活性評価・解
析システムを構築し、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を目
指している。 
これまでの研究（若手研究（B）（新たな指標の導入を目指した抗肥満活性評価・解析システム

の実現：15K16233)）において、健康食品であるクリルオイルより、抗肥満効果が期待出来る成
分を複数見出している。クリルオイルは南極オキアミから抽出され、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
ルはω-3 脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（EPA）やドコサヘキサエン酸（DHA）を豊富に
含み、これまでに、クリルオイルによる抗肥満効果がヒト臨床試験で報告されているが、その詳
細な作用機序は解明されていない。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、培養細胞レベルにてクリルオイルの解析に取り組んだ。クリルオイルは、3T3-L1 前駆

脂肪細胞を成熟脂肪細胞へと分化を誘導すること、そして、その脂肪細胞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有することを
見出した（若手研究：15K16233）。クリルオイルに豊富に含まれる EPA や DHA 単独では脂肪
分化は誘導されないため、クリルオイルには EPA や DHA 以外の未知の活性成分が含まれてい
ると仮定をして、培養細胞の評価システムを用いて活性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敏幸教授（北海道大学）に依頼をした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

(1)脂肪細胞への分化誘導 

繊維芽細胞であるマウス胎児由来 3T3-L1 前駆脂肪細胞は、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、さらにデキサメタゾン、3-イソブチル-1-メチルキサンチン、インスリンで構成される分化
誘導培地にて 2日間、インスリンで構成される分化進展培地にて 2日間培養することで、細胞内
に中性脂肪を貯める成熟脂肪細胞へと分化させた。細胞は分化誘導培地に置換後 3日目で、細胞
質中に中性脂肪を貯蔵するための脂肪滴が多数観察できた。その後、脂肪滴各々が大きく膨らん
だ成熟脂肪細胞へと分化した。 
 

(2)脂溶性成分の分化誘導能解析 
 3T3-L1 前駆脂肪細胞は、コンフルエントの状態から培養培地にて２日間培養し、次に各脂溶
性成分を含む培養培地に置換し 8日間培養した。この間、新たに調製した脂溶性成分を含む培養
培地と 2 日おきに交換をし、形態学的変化は倒立顕微鏡を用い観察し記録した。 
 

(3)Oil-Red O 染色 

 脂肪細胞の終末分化の指標である脂肪滴蓄積は、Oil-Red O 染色法により評価した。 
 



(4) 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 
 
マウス胎児由来 3T3-L1 繊維芽細胞は、デキサメタゾン、3-イソブチル-1-メチルキサンチン、

インスリンで構成される分化誘導培地にて 2 日間培養することで、脂肪滴を含む脂肪細胞へと
形態変化を起こす。分化誘導培地以外にもチアゾリジン誘導体やインドメタシンなどは単剤で
分化を誘導する。興味深いことに、クリルオイルは濃度依存的に 3T3-L1 細胞を脂肪細胞へと分
化を誘導するが（図 1）、オリーブオイルや亜麻仁オイルなどの他のオイルは分化を誘導しなか
った（図 2）。そこで、クリルオイルに特有な成分を探索するための指標として脂肪分化（脂肪
滴蓄積と形態学的変化）が最適だと考えた。 
 

図 1 クリルオイルは濃度依存的に 3T3-L1 細胞を脂肪細胞へと分化を誘導する 
3T3-L1 前駆脂肪細胞は、クリルオイルを含む培養培地にて 6日間（Krill oil）、または、分

化誘導培地にて 2日間とインスリンで構成される分化進展培地にて 2日間（MIX）、培養すること
で、細胞内に中性脂肪を貯める成熟脂肪細胞へと分化させた。脂肪細胞の終末分化の指標である
脂肪滴蓄積は、Oil-Red O または Neutral lipid 染色法により評価した。脂肪滴の体積は共焦点
顕微鏡で得た画像を高精細 3D/4D 画像解析ソフトウェア IMARIS を用い解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 2 オリーブオイルや亜麻仁オイルなどの他のオイルは分化を誘導しない 
3T3-L1 前駆脂肪細胞は、クリルオイル（Krill）、分化誘導培地（MIX）、アンチノール®（Antibol）、

亜麻仁オイル（Linseed）、すっぽんオイル（Soft-shelled turtle）、オリーブオイル（Olive）
をそれぞれ含む培養培地にて 6 日間培養することで、細胞内に中性脂肪を貯める成熟脂肪細胞
へと分化させた。脂肪滴蓄積は、Oil-Red O 染色法により評価した。 
 
 
北海道大学との共同研究でクリルオイルに含まれる脂溶性成分を分画し、そのクリルオイル

由来の活性成分を用いた探索により、脂肪分化誘導を認める成分を 3種類見出し、その構造を全



て決定した。脂溶性成分を構成する脂肪酸に関しては複数の脂肪酸が想定できるために、まずは
最も安定な飽和脂肪酸であるパルミチン酸で合成し、抗肥満効果が再現できるのかを確認した。
合成した複数の成分の１つ、Palmitoyl lactic acid（PLA） は、脂肪形成に対する２つの主要
制御因子 PPARγと C/EBPαを核に集積させ、3T3-L1 細胞の脂肪分化を誘導した。さらに、PLA は
脂肪分化を誘導すると共に、褐色脂肪への転換（ブラウニング）に寄与することで 3T3-L1 脂肪
細胞に含まれる中性脂肪の大きさを有意に減少させた（図 3）。この成果は雑誌 Biochim Biophys 
Acta Mol Cell Biol Lipids に原著論文として報告した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 PLA は 3T3-L1 脂肪細胞の脂肪蓄積を抑制する 
3T3-L1 細胞は①～③の 3 種類の方法で分化誘導を行い、細胞に含まれる脂肪滴の数と大きさ

を比較した。①デキサメタゾン、3-イソブチル-1-メチルキサンチン、インスリンで構成される
分化誘導培地で 3日間処理した後に培養培地で 4日間処理した。②PLA を含む培養培地にて 7日
間培養した。③PLA を含む分化誘導培地で 3日間処理した後に PLA を含む培養培地で 4日間処理
した。 
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