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  略語表 
 
ACC: acetyl-CoA carboxylase  
 
5’-AMP: adenosine 5'-Monophosphate 
 
AMPK: AMP-activated protein kinase 

 
ATP: adenosine triphosphate 
 
bp: base pair 
 
cAMP: cyclic adenosine monophosphate 
 
cDNA: complementary DNA 
 
C/EBP, : CCAAT/enhancer binding protein ,  
 
−CEHC − carboxyethyl hydroxychroman 
 
CoA: coenzyme A 
 
CPT1: carnitine palmitoyl transferase 1 
 
CREB: cAMP response element binding protein 
 
CSHE: Citrus sphaerocarpa hexane extract 
 
dATP: deoxyadenosine triphosphate 
 
DEG: differentially expressed gene 
 
Dex: dexamethasone 
 
DHA: docosahexsaenoic acid 
 
DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium 
 
DMSO: dimethylsulfoxide 
 
DNA: deoxyribonucleic acid 
 
EPA: eicosapentaenoic acid 
 
FBS: fetal bovine serum 
 
FOXO1: forkhead box protein O1 
 
FPKM: fragments per kilobase of exon per million mapped reads 
 
GHE: ginger hexane extract 
 
Glut4: glucose transporter type 4 
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HED: human equivalent dose 
 
HMF: heptamethoxyflavone  
 
HPLC: high performance liquid chromatography 
 
IBMX: 3-isobtyl-1-methylxanthine 
 
LC/MS: liquid chromatograph-mass spectrometry 
 
log2 FC: log2 fold-change 
 
MAO: monoamine oxidase 
 
MGO: methylglyoxal 
 
mRNA: messenger RNA 
 
MTT: 3-(4, 5-dimethylthial-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazalium bromide 
 
OAA: oxaloacetic acid 
 
PBS: phosphate buffered saline 
 
PCR: polymerase chain reaction 
 
PDE: phosphodiesterase 
 
PEP: phosphoenolpyruvic acid 
 
PEPCK1: phosphoenolpyruvote carboxykinase 
 
PFA: paraformaldehyde 
 
PGC1-: peroxisome proliferators-activated receptor  coactivator-1 
 
PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase 
 
PIP3: phosphatidylinositol triphosphate 
 
PKA: protein kinase A 
 
PMC: 2,2,5,7,8-pentamethyl-6-hydroxychroman 
 
PMFs: polymethoxyflavones 
 
PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor  
 
ppm: parts per million 
 
RANKL: receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand 
 
RNA: ribonucleic acid 
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RNA-seq: RNA sequencing 
 
SDGs: sustainable development goals 
 
TCA cycle: tricarboxylic acid cycle 
 
TIC: total ion chromatogram 
 
Toc: tocopherol 
 
-TTP: -tocopherol transfer protein 
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 1. 緒論 

ヒトの衣食住の生活様式において、食品の役割はきわめて高く位置付けられ

る。日本には古くから「医食同源」の中国思想が伝えられており、医と食の関連

については共通の認識があった。しかし、古来ではこれらの関連は単に経験則に

過ぎず、科学の領域までには達していなかった。科学として、食が本格的に研究

されたのは、20 世紀初頭である。当時の日本では、政府が「食薬区分」の政策

を取っていたため、食品の研究は農学部が主体となり、一方、医薬の研究は医学

部が行ってきた。そのため、農学系の研究者は、食の研究を薬理ではなく、栄養

学の範囲にとどめていた 1,2)。生命機能を維持するために必要なエネルギーの供

給や栄養素の摂取は食品の最も大きな役割であり「一次機能」と呼ばれる。さら

に食品の美味しさや豊かさによる食生活の充実を求められる役割は「二次機能」

と呼ばれ、現在は、改めて「医食同源」の観念から生理機能性を謳う「三次機能」

を付加価値とした食品が市場を拡大している(図 1-1)。食品の一次機能において、

糖類や澱粉などの炭水化物、肉や魚からのタンパク質、そして油や油脂などの脂

質はエネルギーの供給のカロリー源であり、食品を構成する主成分である。また、

先に述べたように食品の研究が栄養学に踏み出したことから、食品学は画期的

な成果を挙げた。これは日本人の主食とされるお米（玄米/米糠）から、鈴木梅

太郎による有効成分のオリザニンの発見と命名である 3)。オリザニンの欠乏が脚

気を引き起こすため、ヒトにとって欠かすことのできない栄養素であることが

実証され、三大栄養以外の栄養素となる「ビタミン」の名称が提唱され、オリザ

ニンはその第一号のビタミン B1 となった。ビタミンは医薬ではなく、糖質、タ

ンパク質、脂質、ミネラルと同じ栄養素であり、食品から摂取される。ビタミン

の発見により、食品の一次機能がエネルギー代謝や生命機能の維持として必要

不可欠であり、基礎と応用を含めた栄養学は食品学の主軸となった。しかし、

1960 年代の高度経済成長期となると、食糧問題は解消し、ヒトの栄養状態も大

きく改善されたため、食事を楽しみ、交流の場となりうる風潮が築かれた。そこ 
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図 1-1. 食品の 3 つの機能 
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で、食品に求められたのは、美味しさや豊かさであり、いわゆる二次機能であっ

た。そのため、食品学の研究において、美味しさの要因となる香味（フレーバー）

の成分解析が開始された。食品産業では、美味しい食品を開発する競争が激化し、

さらに、手軽に調理できるさまざまなインスタント食品も市場を賑わすように

なった。さらにこの勢いはあらゆる食品に及び、栄養豊富で美味しい高級食や美

食の時代を築き上げ、飽食の時代を楽しむことになった。しかし、20 世紀の終

わりに近づいた頃、ヒトは恵まれ過ぎた食生活でのカロリー過多や偏食で生じ

る疾病を不安視し、食の改善によってこれを未然に防ぎたい願望が高まり始め、

さらに高齢化社会問題が重なって拍車をかけた。代表として、代謝症候群（メタ

ボリック・シンドローム）である肥満をはじめ、糖尿病、心疾患、高血圧、高コ

レステロール血症、動脈硬化、骨粗鬆症、がん、アレルギーなどの生活習慣病が

大きな関心事となった 4-6)。その中で、食品の研究にも画期的な変化が訪れた。

行政から文部科学省科学研究費重点領域の「機能性食品」研究班が立ち上げられ、

農学と医学の学術領域から選ばれた研究者らの約 10 年に及ぶ調査と議論のも

と、医学農学の連携として「食品機能学」というコンセプトを提唱した 7)。これ

までに食品に求められていた栄養面と嗜好面での働きだけでなく、生体との相

互作用を強調した食品の第三の働きとして、生活習慣病の予防となる生体調節

面での働き「三次機能」が誕生した。この定義における食品類は「機能性食品」

や「健康食品」などの名称で知られ、海外においても、「functional foods」とし

ての国際語が定着した。また、機能性食品の創出は、食品や食品素材の生体調節

への作用や機能の研究、研究結果の公表、新たな食品としての開発設計を経た成

果の出口と考えられる。機能性食品は、生活習慣病の一次予防やリスクの低減へ

の働きを持つ食品を意味する。しかしながら、三次機能の起因となる物質や成分

のほとんどは、栄養学的にこれまでに注目されてこなかった非栄養性成分であ

る。しかも機能の実態は生体の免疫系、分泌系、神経系、循環系、消化系の調節

であり、その効果は生活習慣病のリスク軽減というかたちで発現する。機能性食
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品はこれまでの食品や医薬品から区別する考え方が重要である。ヒトは毎日

色々な栄養素をバランス良く摂取することで栄養欠乏症を防ぎ、健康を増進し

ている。つまり、栄養素は健康なヒトでも、その基準量を充足するために毎日摂

取を続けなければならない。また、これらの栄養素は食品から消化吸収を経て摂

取するのが望ましい。しかし、食生活の乱れ、過労、運動不足、喫煙など好まし

くない生活習慣が原因で病気になる。しかも病気は突然に発症するのではなく、

予兆という段階を経て発症する。厚生労働省はこれを「半健康状態」と定義し、

健康が半ば崩れかけ始めたこの状態においては、病院で診察を受け、医薬品に頼

るほどではなく、日常の食生活を意識して改善することで対処できると唱えて

いる。ここで役立つのが機能性食品である。学術的には、生体の調節によって生

活習慣病のリスクを軽減し、その発症を遅らせることで健康寿命を延ばすこと

に役立つ補助食品とする考え方が一般的である。広義には機能性食品は特定の

栄養素を充足させるための栄養補助食品（サプリメント）の一種に思われがちだ

が、厳密には異なる。生体の調節機能に働きかける成分を配合し付加価値を高め

た食品は、機能性食品と思われがちであるが、日本の法規や規制下では製品に機

能性が表示できないため、分類は一般食品となる。一般食品とは異なる機能性食

品に該当するものは、栄養機能食品、特定保健用食品、機能性表示食品の 3 つに

分類され、これらが保健機能食品と呼ばれる（図 1-2）8,9)。栄養機能食品とは、

一日に必要な栄養素（ビタミンやミネラルなど）が不足しがちな場合、その補給

や補完のために利用できる食品であり、すでに科学的根拠が確認された栄養素

を一定の基準量を含む食品であれば、届出なしで国が定めた表記に基づいて機

能性を表示できる食品である。特定保健用食品とは、いわゆる特保 (トクホ）と

呼ばれ、1991 年に厚生省から発令された制度に則した国が認定した機能性食品

である。健康の維持や増進に役立つことが科学的根拠により認められ、健康訴求

（ヘルスクレーム）の表示が許可されている食品となる。届出があった食品に対

して、機能性の効果や安全性については国が審査を行い、食品ごとに消費者庁長 



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2. 一般食品と保健機能食品の分類＊ 
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官の許可が必要である。令和 3 年 6 月における消費者庁の発表では、1077 件の

食品が認定を受けている。しかし、申請への研究費用や認定にかかる時間などの

コスト負担が企業に求められ、製品一品目に表示が許可されるのみである。そこ

で、2014 年 4 月に消費者庁から機能性表示食品の届け出制度が新たに発令され

た。この制度は、事業者（企業）の責任において、科学的根拠に基づいた機能性

が表示され、販売前に安全性および機能性の根拠に関する情報などが消費者庁

長官へ届けられた食品である。特に機能性の評価において、特定保健用食品とは

異なり、製品を用いた臨床試験に代わって製品または機能性関与成分に関する

文献調査（システマティックレビュー）の結果を届ければ良い。さらに個別に審

査を受けるものではなく、届出の受理により番号が配布される制度である。した

がって、申請する側には研究費用や受理にかかる時間が節約できるメリットが

大きく、届出された機能性表示食品の件数は、施行 8 年目の 2022 年 5 月の時点

で既に 4961 件である。件数は年々右肩上がりであり、ヘルスクレームを謳った

機能性表示食品の市場拡大が予想される。 

 このような食品の背景や動向から、辻製油株式会社も食用植物油脂の製造販

売をはじめ、さまざまな食品の研究開発に取り組んできた。一次機能に求められ

る栄養面は言うまでもなく、美味しさや外観の良さや品質を通じて食生活を豊

かにする研究開発や製品開発の設計から製品を産み出してきた。しかし、顧客が

求める美味しさや品質の向上を図れば図るほど、先に述べた機能性食品の要と

なりうる生体調節に働く成分やそれを多く含む部位を食品原料から除かなけれ

ばならない逆行が付き物であった。そして、これらは食品加工において有効活用

されずに廃棄されるなど十分に活用されない未利用資源となる。辻製油株式会

社も例外ではなく、食品開発や製造に常に背中合わせで考えなければならない

課題であった。 

 2020 年度の農水省からの報告における日本の食品産業全体における食品廃棄

物の発生量を表 1-1 に示した。食品産業全体では 16236 千トンであり、この内
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で食品製造業は 13389 千トンであり、食品卸売・小売業は 1341 千トン、そし

て、外食産業は 1506 千トンである 10)。食品製造業からの発生量が最も多く、内

訳の約 82%を占める。日本は食料自給率が 40%未満であり、国土の資源が乏し

いため、未利用資源である食品廃棄物の発生低減や利活用は必要不可欠である。

また、近年における食品循環資源の再生利用等の実施率は食品産業全体では

86%で、食品製造業では発生量の 96%となる 10585 千トンとされている（表 1-

2）。食品製造業に課された目標値は 95%であるので、あたかも数値目標は達成

されているように思われる。しかし、再生利用の用途別を確認すると家畜・家禽

への飼料が 8288 千トン、肥料へは 1504 千トンであり、再生利用の 90%以上を

占める。また、海外では積極的に取り組まれているメタンガスやエタノールなど

のバイオ燃料への再生利用は 5%にも満たない。飼料や肥料への再生利用は、そ

れぞれの未利用資源を混合し、加熱、乾燥、発酵などのプロセスで加工されるが、

再生利用された付加価値度合いは決して高いものではない。中には加工され形

態を変えただけで未利用資源のままで留まっているものもあると思われる。食

品製造の加工で発生する未利用資源であるゆえに新たな食品や食品素材として

付加価値が見込める再生利用や利活用が望ましい。まして、これらの未利用資源

にはヒトの生体調節への作用や改善が期待できる成分が含まれており、機能性

食品への還元を目指した研究や開発が最良であると考えられる。このような観

点から、これまでに取り組まれた研究開発の成果の一例を表 1-3 に示した。主な

事例では、大豆の食品加工に際に発生する大豆胚軸の利用がある。大豆は植物性

タンパク質としてアミノ酸スコアは優れており、食品加工において多く使用さ

れる原料である。主に食用としてきた大豆種子の部位は子葉と呼ばれ、その他に

種子は 1-3%程度であるが胚軸が含まれる 11)。胚軸は強い収斂味を持つサポニン

類が特異的に含まれており、大豆臭の原因となるリポキシゲナーゼ L1 を多く

含むことから、タンパク質の凝固性や苦みを呈し食味に影響するため、豆腐など

の大豆加工食品製造時にはむしろ積極的に除去されることが多い。そして、製 
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表 1-1. 食品産業からの食品廃棄物の発生量＊ 

 

 

 

 

 

 

 

＊農林水産省報告_令和 2 年度推計_食品廃棄物等の年間発生量および食品循環資源の再生 

利用等実施率をもとに作成 

 

 

表 1-2. 食品循環資源の再生利用と用途別への内訳＊ 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊農林水産省報告_令和 2 年度推計_食品廃棄物等の年間発生量および食品循環資源の再生 

利用等実施率をもとに作成 

 

 

業種 令和2年度 令和元年度 対前年度培減率

食品産業合計 16,236 17,556 -7.5% 

食品製造業 13,389 14,224 -5.9% 

食品卸売業 231 247 -6.2% 

食品小売業 1,110 1,185 -6.4% 

外食産業 1,506 1,900 -20.8% 

（単位 ：千 トン）

用途別への内生利用の内訳

区分 発生凪 再生利用

飼料 肥料 炭化燃科お バイオ燃料 その他の実施凪
よび還尤剤

食品産業合計 16,236 11,427 8,643 1,769 58 462 495 

食品製造業 13,389 10,585 8,288 1,504 49 415 327 

食品卸売業 231 134 40 69 2 4 19 

食品小売業 1,110 427 171 122 6 34 94 

外食庄業 1,506 282 144 73 8 56 

（単位 ：千トン）
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表 1-3. 未利用資源の機能性食品素材への活用例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原材料 活用資源 成分 企業

大豆 胚軸 イソフラボン フジッコ

ぶどう 皮 ・種 ポリフェノール メルシャン（キリン）

かぼちゃ 種 柄物ステロール Flora Labo 

玉ねぎ 皮 ケルセチン サントリ ー

アスパラガス 非可食部 ヒドロキシメチルフルフラール アミノアップ化学

コーヒー 抽出豆滓 還元糖 エイチビィアイ株式会社

ホタテ 外杏膜部 プラズマローゲン レオロジー機能食品研究所

鮭 鼻軟骨 2型コラーゲン，プロテオグリカン バイオマテックジャパン
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造時に発生する胚軸の大部分は廃棄処分されるか、もしくは家畜飼料として利

用されるに留まっていた。しかし、大豆が栄養価と美味しさに優れた食品だけで

なく、含まれるアグリコン化合物イソフラボンの生体調節の作用についての研

究が進展したことから機能性への注目が高まった 12,13)。女性様ホルモンの働き

を有するイソフラボンが胚軸に多く含まれていることが見出され、未利用資源

であった胚軸からイソフラボンを抽出・精製する研究や技術が報告され、機能性

食品の開発を目指した付加価値利用が行われた。さらに食品素材や化粧品素材

への用途を目的として、胚軸中のダイゼイン類を資化して、イソフラボンより作

用が強いエクオールを産生する能力を有する微生物を用いて、大豆胚軸を発酵

させることにより、エクオール含有大豆胚軸発酵物を得る開発も進められてい

る 14)。また、別の取り組みとして、玉ねぎの皮から抽出して利用されるケルセ

チンの研究開発が知られる。ケルセチンはフラボノイド類化合物であり、柑橘類、

玉ねぎ、ソバをはじめとする植物体に含まれる。玉ねぎの生理機能が研究される

中で食品加工の際に廃棄される玉ねぎの皮にケルセチンが多く含まれることが

わかった 15)。ケルセチンは、抗酸化作用、抗炎症作用、抗動脈硬化作用、抗腫瘍

効果、降圧作用、血管弛緩作用が報告され、生体の調節機能としては有望である

16)。そのため、廃棄されていた玉ねぎの皮から熱水またはエタノール抽出を行い、

得られたケルセチン含有物を食品に添加し、機能性食品の開発設計に利用され

ている。また、粉砕した皮を熱水で抽出し、お茶のように飲用する商品も紹介さ

れてる。さらに農産物からの未利用資源だけでなく、水産物であるホタテの外套

膜部（ひも）から高次脳機能作用の改善が期待されるエーテル型リン脂質である

プラズマローゲンの抽出精製が行われている。畜産加工業において、食味が劣る

鶏胸肉の付加価値利用として含有するプラズマローゲンの利用研究が進められ

ていたが、結合する脂肪酸がオレイン酸やリノール酸であることから、脳神経へ

の相乗作用が有望視されるエイコサペンタエン酸（EPA）やドコサヘキサエン酸

（DHA）に富む水産物由来の未利用資源の活用に転換された 17)。高齢化社会で
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問題視される認知機能の低下を予防・改善する機能性食品として、今後の研究成

果や利用が期待される。 

 このように食品製造から発生する未利用資源を用いて、機能性成分やそれを

含む食品の研究開発が研究機関や各企業で進められており、私たちにおいても

課題であった油脂製造工程で発生する未利用資源の活用やこれまでに培った開

発技術を他の未利用資源に用いて、新たな機能性素材の研究開発を進めてきた。

本研究では、このような概念のもとで開発製造の検証を行い、量産化が可能とな

った製品の生理機能性を評価した報告を行う。 

初項では、油脂の製造の脱臭工程から発生する脱臭留出滓（脱臭スカム）を活

用し、トコフェロール（Toc）/ビタミン E を富化したキャノーラ油での生体調

節の機能を評価した。一般的に植物油脂の製造は、原料から油脂を圧搾さらに抽

出で得られた油を原油とし、原油は脱酸、脱色、脱臭の 3 つの精製工程を経て食

用油脂となる（図 1-3）18-20)。脱臭スカムは、油脂が脱臭工程の際に真空・高温

下で水蒸気蒸留され、食味に適さない臭い成分とともに回収される濃縮物であ

る。内容としては、植物由来の油溶性成分であり、Toc、植物ステロール、スク

ワレンなどの炭化水素が多く含有されている。脱臭スカムには、植物由来の有用

成分が多く含まれているにもかかわらず、これまではビタミン製造メーカーに

安価に引き取られ、付加価値利用が見出せていなかった。そこで、キャノーラ原

油に脱臭スカムを添加し、再度、脱酸、脱色、脱臭を行うことで従来の精製で得

られるキャノーラ油より Toc 含量が 3 倍以上高い製品を開発した[特許公告

6216599 号]。また、この製法で得られるキャノーラ油は Toc 同族体である-Toc

の含有量が高いのが特徴であり、-Toc には利尿や食塩の排出促進の生理機能性

が近年報告されている 21-23)。そこで、この油脂を連続的に摂取することで、-

Toc と異なる-Toc の機能が期待できるか、高食塩食摂取ラットの試験系を用い

て評価を実施した。 

次項では、油脂の製造に使用する有機溶剤 n-ヘキサンを用いて、未利用資源 
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図 1-3. 植物油脂の製造方法 

含有油分が 40%を超える原料は①圧搾で油を搾った後に、➁n-ヘキサンによ

る抽出を行う。③脱ガム工程は、圧搾と抽出で得られた粗油にリン脂質相当量の

加水を行い、攪拌で含まれるリン脂質を水和させた後に除去する。この工程まで

で原油が得られる。さらに、原油の遊離脂肪酸を中和除去する④脱酸工程、含ま

れる色素を吸着除去する⑤脱色工程、⑥サラダ油用途では、油に含まれるロウ分

を冷却除去し、⑦食用として好ましくない臭い成分を蒸留除去する脱臭工程の

精製を行い、食用油となる。 

 

くら

一
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であるショウガの搾汁粕から抽出したショウガヘキサン抽出物（GHE）の生理

機能を評価した。ショウガの加工から発生する搾汁粕を乾燥させずに n-ヘキサ

ンで抽出することで、新鮮で爽やかな香気が強い天然の抽出物が得られた（図 1-

4）。また、この抽出物にはショウガ由来の油溶性成分が濃縮されており、骨代謝

や脂質代謝の改善作用やその有効成分について、これまでに報告が行われた 24-

26)。そこで、ショウガヘキサン抽出物のモノアミンオキシダーゼ（MAO-A & B）

への作用を in vitro 発光測定系で調べた。MAO は、モノアミン代謝による神経

伝達の不活性化や強い酸化作用を持つ過酸化水素の産生を行うため 27)、ショウ

ガヘキサン抽出物がこの酵素活性の阻害能を有すれば、脳機能の低下を改善す

ることが期待できると考えられる。 

さらに、柑橘類の加工で生じる未利用資源の果皮（搾汁粕）に対して n-ヘキ

サン抽出から得られた抽出物の機能性を評価した。ゆず、すだち、かぼすの三つ

の果皮から得られた抽出物は、それぞれの柑橘類を特徴とする香気が感じられ、

これまでに生理機能性が報告されている油溶性成分も含有していると考えられ

た（図 1-5）28-30)。そこで、前駆脂肪細胞 3T3-L1 の分化誘導系を用いた細胞評

価によりこれら抽出物の抗肥満作用について検討を行い、作用が確認された抽

出物の脂質代謝における作用機序や有効成分の探索を行った。 
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図 1-4. ショウガヘキサン抽出物の製造方法 
 

搾汁加工で発生した果皮や搾汁粕を乾燥させず、低温下で n-ヘキサンを用い

て抽出を行う。抽出溶液から n-ヘキサンを留去させる。抽出物は爽やかなショ

ウガ香があり、油溶性成分が多く含まれる。 

 

 
 
 
 
 
 
 

【原料】

しょうが果皮部および搾汁粕

~ 
巴□1抽出用原料 I

【製造方法の概略】

，
 
万
三

原料を乾燥させない

低温下でn—ヘキサン抽出

Iショウガヘキサン抽出物 I
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図 1-5. 柑橘類ヘキサン抽出物の製造方法 
 

 搾汁加工で発生した柑橘類の果皮を乾燥させず、低温下で n-ヘキサンを用い

て抽出を行う。抽出溶液から n-ヘキサンを留去させる。左から、かぼすヘキサ

ン抽出物、ゆずヘキサン抽出物、すだちヘキサン抽出物。それぞれの抽出物は特

有の柑橘類の香気があり、油溶性成分が含まれる。 

 
 
 
 
 
 

 

［原料l
柑橘類の果皮（搾汁粕）

抽出工程 'I'

溶剤 （斤ヘキサン）抽出 （粉砕抽出）

↓ 
抽出粕

抽出溶剤回収 一（溶剤除去・回収）

濃縮工程↓
溶剤回収

溶剤除去一
（循環使用）

↓ 
柑橘類ヘキサン抽出物 （木甘橘類オイル）

収率： 0.5-0.7% ．．． 
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2. 高食塩食摂取ラットの尿中ナトリウム排泄と血糖値に 

及ぼす-トコフェロール富化食用油脂の摂餌効果 

 

2-1. 序論 

ビタミンEは、脂溶性ビタミン群の一つであり、1922年EvansとBishopにより

ネズミの抗不妊因子として発見報告された。化学構造は、クロマン環とイソプレ

ン鎖により形成される8種のトコール族であり、トコフェロールには、、、お

よび-tocopherol（、 、  および-Tocと略称）の4つの同族体が存在する。

構造上、フェノールの水酸基を有することから、水素供与体としての抗酸化性を

示す31)。4種のToc同族体の中では-Tocが最も高い抗酸化作用を示すが、生体内

で検出されるのは-Tocであり、これが生理活性機能を発現していることが知ら

れている。これは、食餌などから取り込まれ、吸収されたToc同族体のうち、肝

臓において-tocopherol transfer protein（-TTP）が選択的に-Tocと結合し、

血中に輸送されるためである32,33)。したがって、-Tocの抗酸化作用により、生

体内の細胞膜脂質の酸化やDNAの損傷を防ぐだけでなく、自然発症高血圧ラッ

トを用いた研究から免疫賦活作用34)やIgE産生の抑制やヒスタミンおよびプロス

タグランジンD2の放出抑制によるアレルギー反応抑制作用が報告されている

35,36)。ビタミンEの主な供給源であるキャノーラ油（なたね油）、大豆油、コーン

油などの食用植物油脂では4種のToc同族体のうち-Tocの含有割合が最も多い

ことが知られているが、上述の理由から-Tocのみが生体内において生理作用を

示す有用成分と考えられていた。             

しかしながら、近年の研究から、-Toc以外のToc同族体もさまざまな生理作

用を有していることが明らかとなってきた。その一つとして、-Tocによる利尿

促進やNa排泄促進作用などが挙げられる。Utoらの報告によると、過剰に食塩を

摂取させたラットにおいて、-Tocを44.4 mg/ラット体重kgで単回投与すること

で尿中へのNa排泄促進が確認されている21)。摂取された-Tocは肝臓内で- 
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carboxyethyl hydroxychroman（-CEHC）に代謝され、-CEHCがNa利尿ホルモ

ンとなり、腎臓において利尿とNa排泄促進を引き起こすとされる22,23)。この実験

における結果は、単回投与による報告であり、-Tocを長期的・連続的に摂取さ

せた際の作用については報告がない。また、連続的に-Tocを摂取させた研究報

告として、ピリミジン酸化誘導体アロキサン誘導による糖尿病マウスへ-Tocを

35 mg/kg投与で2週間合計10回経口摂取させることで、合併症の1つである皮膚

創傷の炎症状態を緩和させ、血液生化学検査の結果からも、空腹時血糖値の降下、

血漿中のglutamate oxaloacetate transaminase（GOT）の低下が報告されている

37)。さらに、糖尿病との関連が深い血糖値上昇において、解糖系から生成する代

謝物methylglyoxal（MGO）の生成増加は、さまざまな疾患への関与が指摘され

ている38)。Masterjohnらは、20代男性に一日当たり500 mgの-Tocを5日間摂取

させると、血漿中-Toc濃度が3倍以上増加し、食後の血糖値ではなく、MGO濃

度の上昇を抑えたと報告している39)。 

一般的には、Toc は植物油を介して摂取される。しかしながら、食用植物油は

高度に加工精製されるため、植物原油に含まれている Toc の約半量が製造副産

物中へ移行し、失われている。これまでに私たちは、副産物の活用を図り、一般

的な市販品よりも Toc 含有量を 2-3 倍以上高めた食用植物油の製造技術方法を

開発した[特許公告 6216599 号]。そこで、本研究では、この特許製法により Toc

含量を高めた油脂を調製し、これを高食塩食摂取ラットに連続的に投与するこ

とで、ラットの尿中 Na 総排出量および血液生化学的検査項目がどのような影響

を受けるかを調べた。また、一般的な市販のキャノーラ油に添加物として-Toc

製剤を添加して-Toc 含量のみを高めた油脂についても投与試験を実施し、各検

査項目について比較した。 
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2-2. 実験方法 

2-2-1.  動物試験用油脂の調製  

1) -Toc 投与量と投与期間の設定 

本研究では-Toc を高含有する食用油脂をラットに 28 日間継続投与し、連続

的な-Toc の摂取がラットの尿中 Na 排泄に与える影響を調査することを目的と

した。また、一日当たりの-Toc 投与量は、連続投与であることを考慮して 30.5 

mg/kg とした。本投与量はヒト等価用量（human equivalent dose [HED]：体重

60 kg）に換算すると 4.9 mg/kg となる。 

 

2) 試験用油脂の調製法 

-Toc 高含有油脂 A は、精製されたキャノーラ油に三菱ケミカルフーズ社製

（東京）のガンマブライト TM90（d--Toc90％以上）を添加して調製した。一方、

-Toc 高含有油脂 B は、-Toc の最終濃度が-Toc 高含有油脂 A と同程度となる

ように調製した。すなわち、特許第 6216599 号に基づいて、キャノーラ種子を

圧搾および抽出して得られた粗油に対して常法に従って、2%（w/w）加水し、

攪拌による脱ガム処理 (脱レシチン処理) を行った。脱ガム処理後のキャノーラ

原油に油脂脱臭留出物（-Toc: 1.89％, -Toc: 4.90％, -Toc: 0.31％）を 8.0％

（w/w）となるように添加した。続いて、含まれる遊離脂肪酸の当量（測定酸価

の半当量）になる水酸化ナトリウムを加えて脱酸処理を行った後、1%（w/w）

の活性白土を加えて脱色処理（60 Torr 以下、100-110℃、15 分）を行った。脱

臭処理においては、Toc が蒸留除去されない真空温度下（5 Torr 以下、220-225℃）

で 60 分水蒸気蒸留を行い、-Toc 高含有油脂 B を調製した。また、コントロー

ルとして市販のキャノーラ油（辻製油㈱製）を使用した。 
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２-2-2．試験油脂の分析法 

油脂分析（水分、色相、酸価、よう素価、屈折率）は基準油脂分析試験法（2017）

に基づいて実施した。Toc 分析は HPLC を用いて実施した。すなわち、試験用

油脂 0.10 g を 10 mL メスフラスコに秤量し、これに内部標準として 2,2,5,7,8-

pentamethyl-6-hydroxychroman（PMC）を 62.5 g 加えて n-ヘキサンでメスア

ップし、HPLC 分析用試料（注入量：20 L）とした。カラムは Finepak SIL-5

（4.6 mmI.D.×250 mm, 日本分光㈱製）を用い、溶離液は n-ヘキサン：イソプ

ロピルアルコール（500 : 3 (v/v)）、流速 1 ml/min で蛍光検出器（JASCO FP-

920 intelligent Fluorescence Detector、Ex.298 nm, Em.325 nm, 日本分光㈱製）

により測定した。標準試薬には、ビタミン E 同族体セット（三菱ケミカルフー

ズ㈱製）を用いた。また、ラット肝臓中の Toc 含量の分析は以下の方法で行っ

た。すなわち、各群の肝臓をまとめてフードミキサーで細かく裁断したもの 10 

g を 140 mL 容ガラス瓶に秤量し、これに海砂 30 g を加えてガラス棒を使用し

てさらに細かく擦り潰した。これを 105℃で 4 時間乾燥させて水分量を求めた。

さらに各乾燥サンプルに対して 30 mL の n-ヘキサンを添加し、室温で 5 分間撹

拌混合し Toc を含む油脂を抽出した。その後、上澄みをフィルター（0.45 m, 

Agilent Technologies Japan, Ltd.）でろ過し、各上澄み液 5 mL を 10 mL メスフ

ラスコに取り、これに内部標準として PMC を 62.5 g 加えて n-ヘキサンでメス

アップし、上述の方法と同様に HPLC を用いて分析することで肝臓中の Toc 含

量を求めた。 

 

2-2-3．動物試験の方法 

1) 動物実験、実験動物および飼育条件 

 試験動物を用いた実験は株式会社ホクドー（札幌）に委託し、 株式会社ホク

ドー動物実験委員会による承認（申請番号：2017-33）および動物実験規定に従

って実施した。4 週齢の雄性 Sprague-Dawley 系ラット（Slc：SD、SPF）18 匹
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を日本エスエルシー株式会社（浜松）より購入した。室温 20-26℃、相対湿度 30-

70％、明暗各 12 時間（照明時間：午前 7 時から午後 7 時）、換気回数 8-10 回

/時間に設定した飼育室で、ラット用プラスチック製ケージ（W27×D44×H19 

cm）に金網床を敷き、各ケージに 1 匹ずつ飼育した。ケージ交換は週 1 回以上

行った。馴化飼育期間中に異常が認められなかったラットについて、各群の平均

体重ができる限り均一になるように、体重層別無作為法にて 3 群（1 群あたり各

5 匹）に振り分けた。馴化期間中の飼料は粉末飼料 CE-2（日本クレア株式会社：

東京）を自由摂取させた。投与開始日以降の飼料は CE-2 に最終濃度 5%含有と

なるよう NaCl を添加した高食塩食を自由摂取させた。また、投与 17 日目から

最終濃度 8％含有となるよう NaCl を添加した高食塩食を自由摂取させた。飲料

水は施設給水除菌装置（MJ25SR、株式会社川本製作所：名古屋）により次亜塩

素酸ナトリウムを残留塩素 0.3-0.4 mg/L になるよう添加して除菌した地下水を、

5 m フィルター濾過後給水ボトルにより自由摂取させた。給水ボトル交換頻度

は週 2 回以上とした。 

 

2) 試験油脂の投与方法 

試験油脂はディスポーザブル経口ゾンデ（有限会社フチガミ器械：京都）およ

びディスポーザブル注射筒（テルモ株式会社：東京）を用いて強制経口投与した。

投与回数は 1 日 1 回、28 日間連日経口投与した。また投与量は各群いずれも 10 

mL/kg とした。 

 

3) 観察、測定および検査項目 

全例について投与開始日（投与 1 日）から剖検日まで毎日、1 日 1 回以上一般

状態を観察した。体重は投与 2、8、15、22 および 28 日（最終投与日）の投与

前および剖検日に電子天秤（FX-1200I、株式会社 A&D：東京）を用いて測定し

た。全例について投与 1、7、14、21 および 27 日に給餌量を測定したのち、そ
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れぞれの翌日（投与当日、投与 2、8、15、22 および 28 日）に残餌量を測定し

た。これらより、投与 2、8、15、22 および 28 日における摂餌量を算出した。

尿量は全例について週 1 回の頻度で代謝ケージ（日本テクノ株式会社：東京）を

使用して 24 時間蓄尿を採取し、その尿量を測定した。代謝ケージセットおよび

採取は原則午前中とした。尿定性検査は、全例について週 1 回の頻度で採取し

た尿を使用し、マルティスティック SG（シーメンスヘルスケア株式会社：東京）

を使用し、pH、蛋白、糖、ケトン体、ビリルビン、潜血、比重、ウロビリノー

ゲンを検査した。尿中 Na、Cl 総排出量および尿中 Na、Cl 総排出量（体重 100 

g 換算）は、全例について週 1 回の頻度で定時に採取した尿を使用し、株式会社

第一岸本臨床検査センター（札幌）に尿中 Na、Cl 量測定を依頼した。尿中の Na、 

Cl 量は、イオン選択電極法（自動分析装置 BM8060、日本電子：東京）を用い

て測定した。尿中 Na、Cl 総排出量（体重 100 g 換算）については、尿中 Na、

Cl 量、尿量および体重測定値をもとに試験施設にて算出した。また、ラットの

Na 摂取量は、食餌量に含まれる NaCl 濃度を基準に算出を行った。すなわち、

15 日までの Na 摂取量は図 2A の飼料摂餌量の 5%として得られた NaCl 量から

モル比で算出した (15 日以降は飼料摂餌量の 8%として同様に算出）。血液生化

学的検査は、全例について、試験終了後 16 時間以上絶食を行った後に下大静脈

より採取した血液から血清を調製し、株式会社第一岸本臨床検査センターに測

定を依頼した。肝臓採取は採血終了後、放血致死させ採取を実施した。肝臓は採

取後、直ちに冷凍条件で保存した。   

 

4) 統計処理 

 動物試験の結果において、体重、摂餌量、尿量、尿中 Na、Cl 量、尿中 Na、

Cl 総排出量、尿中 Na、Cl 総排出量（体重 100 g 換算）、尿中クレアチニン濃度、

血清クレアチニン濃度、クレアチニンクリアランス、血液生化学的検査について

群ごとの平均値および標準偏差を算出し、さらにエクセル統計（株式会社 社会
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情報サービス：東京）を用いて Bartlett により等分散性の検定を行った。等分散

の場合は一元配置分散分析法で解析し、不等分散の場合は Kruskal-Wallis の検

定法で解析した。一元配置分散分析で有意差がみられた場合は Dunnett の多重

比較検定法を用いて対照群との間で平均値の比較を行った。Kruskal-Wallis の検

定法により有意差が認められた場合は、Dunnett のノンパラメトリック多重比

較検定を用いて対照群との間で平均値の比較を行った。有意水準は 5%未満とし

た。 

 

2-3 結果 

2-3-1．試験油脂の分析値 

本研究で用いた各試験油脂の分析値を表 2-1 に示した。コントロールのキャノ

ーラ油の総 Toc 含量は 516 ppm であり、このうち-Toc は 67.8% (350 ppm）

を占めていた。-Toc 高含有油脂 B の総 Toc 含量は 5016 ppm で、コントロー

ルの約 10 倍で、このうち-Toc は 66.3%（3328 ppm）を占めており、Toc 組成

比はコントロールと同程度となっていることを確認した。-Toc 高含有油脂 A の

-Toc 含量は 3371 ppm であり、-Toc 高含有油脂 B と同程度であることを確認

した。 

 

2-3-2．動物試験のスキームおよび飼料摂取量と体重変化 

本研究における動物試験の概略を図 2-1 に示した。また、試験期間中にはキャノ 

ーラ油、-Toc 高含有油脂 A および-Toc 高含有油脂 B 投与群のいずれのラッ

トにおいても、呼吸数の減少、自発的な運動の低下、横臥、腹臥、また、震えな

どの異常は認められなかった。飼料摂取量および体重変化の推移は、それぞれ図

2-2a および 2b に示した。飼料摂取量に関しては、本試験では高食塩食に加えて 

試験油脂を投与したため、各群において通常食摂取 (25-28 g/day)に比べて少な 
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表 2-1．試験に用いた油脂の分析値 

 

 

 

 

 

 

 

 

※ロビボンド法（133.4mm セル）による分析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

水分（%）

色相※

酸価（mg KOH/g)

よう素価

屈折率（25℃）

過酸化物価（meq/kg）

α-Toc 157 [30.4%] 212   [5.8%] 1,497 [29.8%]
γ-Toc 350 [67.8%] 3,371 [92.1%] 3,328 [66.3%]

δ-Toc 9   [1.7%] 76   [2.1%] 190   [3.8%]
総ﾄｺﾌｪﾛｰﾙ （ppm） 516 3,659 5,016

0.05

114.3

1.47171.4712

0 0.46

コントロール
（キャノーラ油）

γ-Toc高含有油脂A

（γ-Toc製剤添加）

γ-Toc高含有油脂B

（特許製法）

0.02

4.0Y, 0.3R

0.03

113.1

1.4711

0

0.03

4.0Y, 0.4R

0.03

113.8

0.04

20Y, 1.2R
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                                                 ※16 時間以上絶食後 

図 2-1．動物試験のフロー図 

 

 

 

 

 

 

 

 

群構成 ： 計3群、各群5匹、計15匹使用（雄） 入手時：4週齢、使用時： 6週齢

SDラット

； 
高責塩食
(5%NaCI含有食）

CE-2飼料（日本クレア（株））
に5%NaCI添加

試験17日目に5%NaCl含有食: 試験試料を28日間連続経口投与
から8%NaCI含有食に切替 （投与量 lOml/ラット体重kg/day)

にロニ~!:由脂Ay-Toc高含有油脂B

検査項目

体重、摂餌量、尿量、尿中Na、Cl量、尿中潜血

尿中クレアチこン濃度、 血清中クレアチこン濃度、 クレアチこンクリアうンス

血液生化学的検査、肝臓中Toe濃度

頻度

1週間毎

2週間毎

試験後※

28日間
(6~9週齢）
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図 2-2. 試験期間におけるラットの飼料摂餌量と体重の推移 

a: 飼料摂取量、b: 体重の推移 

           数値は平均値±標準偏差（n = 5）を示す。 

(*：p < 0.05、**：p < 0.01 キャノーラ油との比較) 
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い傾向であった。また、各群において試験 9 日目までは差は認められなかった

が、-Toc 高含有油脂 A 投与群は、試験油脂投与 15 日目（p < 0.05）および投

与 22 日目（p < 0.05）において、キャノーラ油投与群に比べて有意な高値を示

した。さらに、-Toc 高含有油脂 B 投与群も試験油脂投与 15 日目（p < 0.05）

および投与 22 日目（p < 0.01）において、キャノーラ油投与群に比べて有意な

高値を示した。一方、体重に関しては-Toc 高含有油脂 A および-Toc 高含有油

脂 B 投与群いずれもキャノーラ油投与群との間に有意差は認められなかった。 

 

2-3-3．尿量、尿中Na, Cl総排出量（体重100g換算）、および尿定性検査 

尿量に関しては、試験前の時点で各群ともに差は認められなかったが、試験15

日目の時点で-Toc高含有油脂AおよびB投与群において、キャノーラ油投与群

に比べて有意（p < 0.05）に増加し（図2-3a）、その増加率は-Toc高含有油脂A

投与群において137.5％、-Toc高含有油脂B投与群において131.3％であった。本

試験において、ラットの飲水量の測定は実施していないため、飲水量からの尿量

への影響は明確ではないが、15日目以降において-Toc高含有油脂摂取群はキャ

ノーラ油摂取群に比べて尿量の増加傾向を示した。 

尿中 Na 総排出量（体重 100 g 換算）に関しても、試験前の時点では各群とも

に差は認められなかったが、試験 15 日目の時点で-Toc 高含有油脂 A（p < 0.05）

および B（p < 0.01）投与群において、キャノーラ油投与群に比べて有意に増加

し（図 2-3b）、その増加率は-Toc 高含有油脂 A 投与群において 116.8％、-Toc 

高含有油脂 B 投与群において 128.3％であった。-Toc 高含有油脂 B 投与群に

関しては、試験 22 日目の時点でもキャノーラ油投与群に比べて有意（p < 0.05）

に高値を示しており、その増加率は 123.2％であった。また、尿中 Cl 総排出量

（体重 100 g 換算）は尿中 Na 総排出量と類似しており、概ね同等なモル比であ 

ることを確認した（図 2-3c）。 
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□キャノーラ油 ■-Toc 高含有油脂 A ■-Toc 高含有油脂 B  

図 2-3. 試験期間におけるラットの尿量と尿中の Na および Cl の総排出量 

a: 尿量、b: 尿中 Na 総排出量（体重 100 g 換算）、c: 尿中 Cl 総排出 

量（体重 100 g 換算）数値は平均値±標準偏差（n = 5）を示す。 

(*：p < 0.05、**：p < 0.01 キャノーラ油との比較) 
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一方で、尿定性検査の各項目（pH、タンパク質、糖、ケトン体、ビリルビン、

潜血、比重、ウロビリノーゲン）については群間で有意差は認められなかった（デ

ータ省略）。本動物試験では飼料を自由摂取させたため、先に述べたように各群

間で摂餌量（Na 摂取量）に差が生じた。そこで、摂餌量の差が尿中 Na 総排出

量に対してどの程度影響しているかを確認するために、摂餌量から換算される

Na 摂取量と尿中 Na 総排出量との関連を比較した。その結果、図 2-4 に示すよ

うにいずれの油脂においても尿中 Na 総排出量は Na 摂取量と数値の関連性が高

く、摂餌量（Na 摂取量）が多い群ほど尿中 Na 総排出量が多くなっていた。し

たがって、本研究においては高食塩食摂取時の-Toc の連続的な摂取において尿

中 Na 排出の促進は見られないものの、尿量の増加が確認された。 

 

2-3-4．血液生化学的検査および肝臓中のトコフェロール含量の比較 

試験終了後16時間以上絶食を行った後に採取した血液から血清を調製し、血

液生化学的検査を実施した。その結果、表2-2に示したように-Toc高含有油脂投

与群において、キャノーラ油投与群に比べて血糖値の有意な低下が認められ、キ

ャノーラ油投与群に対して-Toc高含有油脂AおよびB投与群はそれぞれ13.0％

（p < 0.05）および19.9%（p < 0.01）低下した。特に-Toc高含有油脂B投与群

における血糖値は、表記換算すると6.50 mmol/Lであり、キャノーラ油投与群が

8.11 mmol/Lであるのに対して、Wangらの試験結果の報告における通常食で飼

育したSDラットの正常値5.40 mmol/Lに近い値であった40)。すなわち、空腹時血

糖値の上昇が-Toc摂取によって抑えられ正常レベルが保たれたことが分かっ

た。さらに、-Toc高含有油脂B投与群は、キャノーラ油投与群に対して血中総

コレステロールが上がり有意差（p < 0.01）が見られたが、Ogawaらの報告によ

る通常食での飼育ラットで測定された血中総コレステロール値を上回るもので

はなかった41)。また、その他の項目についてはNaを含めて群間で有意差は認め 
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図 2-4．摂餌量から換算される Na 摂取量と尿中 Na 総排出量との関連性 

      a: キャノーラ油、b: -Toc 高含有油脂 A、c: -Toc 高含有油脂 B 

数値は平均値±標準偏差（n = 5）を示す。 
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表2-2.油脂の投与による血液検壺値への影響

試験群
AST ALT ALP r-GTP Glucose T-Cho TG TP T-Bil UN Crea Na 
(U/L) (U/l) (U/l) (u/L) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (g/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mEq/L) 

キャノーラ油 143土9 38土9 944土305 2土〇 146土16 54士4 42土23 5.6土0.2 0.1土0.0 13.1土1.10.28土0.04 143土1

r-Toc高含有油脂A 130土50 36土21 1,090土299 2土〇 127土12*59土7 61土25 5.7土0.1 0.1土0.0 12.5土1.90.26土0.02 144土1

r-Toc高含有油脂B 119土20 30土6 900土82 2土〇 117土11** 69土9**48土21 5.7土0.2 0.1土0.0 12.7土2.50.26土0.02 144土1

AST: アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、 ALT:アラニンアミノトランスフェラーゼ、 ALP: アルカリ性フォスファターゼ

y-GTP: ガンマグルタミルトランスペプチダーゼ、T-Cho:総コレステロール、 TG:トリグリセリド、TP:血消総たんばく、 T-Bil:総ビリルビン

UN: 尿素窒素、 Crea:クレアチニン

数値は平均値土標準偏差(n=S)を示す。 (* : p < 0.05、**: p < 0.01キャノーラ油との比較）

K Cl 
(mEq/L) (mEq/L) 

4.8土0.3 99土1

4.6土0.2 99土1

4.6土0.2 100土1



31 

 

られなかった。さらに、採血後に採取した肝臓に含まれるToc含量を分析した。

その結果、表2-3に示したように投与した試験油脂のToc組成比はどの群におい

ても-Tocより-Tocの含有割合が多いが、肝臓組織中では比率が逆転し、どの

群においても-Tocの割合が顕著に多くなっていた。肝臓中-Tocは、-Toc高含

有油脂B（30.8 g/肝臓g）＞ キャノーラ油（22.6 g/肝臓g）＞ -Toc高含有油

脂A（15.6 g/肝臓g）の順で多かった。また、-Tocも肝臓中に検出され、-Toc

高含有油脂A（2.6 g/肝臓g）＞ -Toc高含有油脂B（1.6 g/肝臓g）＞ キャノ

ーラ油（0.8 g/肝臓g）の順で含量が多かった。 
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表 2-3．ラット肝臓中の Toc 含量の比較 

 

 

 

 

 

各群（5 匹）の肝臓をまとめてフードミキサーを使用して細かく裁断し、n-ヘキ

サンを使用して Toc を含む油脂を抽出後、HPLC を用いて分析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肝臓中Toe含量 試験油脂

(μg/肝臓g) キャノーラ油 y-Toc高含有油脂A y-Toc高含有泊脂B

a-Toe 22.6 15.6 30.8 

y-Toc 0.8 2.6 1.6 
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2-4. 考察 

本研究では、ラットへの-Toc高含有油脂AおよびBの連続的な投与群において、

キャノーラ油投与群に比べ、尿中Na, Cl総排泄量の増加が確認されたが、食餌か

ら摂取されたNa摂取量との関連を比較した結果、Na摂取量と排泄量が同等であ

り、-TocがNa排泄を促進するか否かは明確でなかった。一方、Utoらは、高塩

食負荷させたラットへの-Toc 20-40 mg/ラット体重kgを単回投与することで、

尿中Naの排泄促進効果が確認されたと報告しており、40 mgの単回投与では、畜

尿の24hモニタリングにおいて、0-6 hの初期時間に尿中の-CEHCの検出量とあ

わせて、Na排泄が多いことを示している23)。また、20 mgの単回投与では、24 h

モニタリングにおける6 hごとにNa排泄量は40 mgの単回投与より小さいが、0-

24 hにおける尿量は最も多い結果であり、尿量の増加に関しては、-Toc高含有

油脂を摂取させた本研究の結果も同様であった。しかし、油脂を介した-Tocの

連続的な摂取において、尿中Na排泄量は増加したように思われたが、食餌より

体内へ取り込まれたNa摂取量と同等であったため、Na排泄促進は明確でなかっ

た。Utoらの試験方法と異なる点は、-Tocの投与方法の違いがあり、さらに試

験結果においては、Utoらの報告では、一定の給餌量は示されているが、一日当

たりの食餌量の実測値が述べられていないため、食餌からのNa摂取量が明確で

ない。また、尿中へのNa排泄量が少ない群では、体内へのNa残存量について不

明であり、試験結果からの血清中のNa含有量と同等な数値で正常にNaバランス

の恒常性が保たれているか明確ではない42)。 

 試験期間終了後に実施した血液生化学的検査の結果において、キャノーラ油

投与群に比べ、-Toc高含有油脂AおよびB投与群では、空腹時血糖値に有意な低

値が確認された。-Toc投与における空腹時血糖値の低下については、Shinらに

よるアロキサン誘導による糖尿病マウスへの-Tocの処理結果と一致するもの

であった37)。一般に食餌から摂取された炭水化物や糖は、消化吸収を受け、血糖
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として放出される。そして、上昇した血糖は各組織や器官で細胞内への取り込み

が行われ、解糖系を通じたATP産生が促され、エネルギー化される。一方、取り

込まれなかった糖は肝臓で多糖類のグリコーゲンとして蓄積され、これらの糖

代謝により血糖値が低下する。細胞内への糖の取り込みにおいては、インスリン

が分泌され、インスリン受容体との結合刺激により、glucose transporter type 4

（Glut4）のグルコース輸送が働く。また、インスリン抵抗性が上がるとGlut4へ

の応答が弱くなり、細胞内への糖の取り込みが低下する。インスリン抵抗性は脂

肪細胞から分泌されるadipokineであるadiponectinの発現に制御されるが、Toc

がadiponectinの発現を誘導させる報告がある。Landrierらは、-Tocおよび-Toc

を給餌させたマウスや3T3-L1細胞への処理において、adiponectinの発現上昇を

報告しており、この現象は、peroxisome proliferator-activated receptor （PPAR）

の発現上昇に依存したものであった43)。さらに、TocはPPARの内因性リガンド

である15-deoxy-Δ12,14-prostaglandin J2を増加させ、PPARの発現促進をもっ

て、adiponectinの発現をアップレギュレートに導くメカニズムを提唱している。

また、糖の取り込みとTocの関連性については、Singhらが酸化ストレス処理を

行ったラット骨格筋細胞L6において、200 M -Tocの処理によりグルコースオ

キシダーゼ処理の酸化ストレスで低下したインスリン抵抗性を改善し、グルコ

ースの取り込みが向上したと報告している44)。さらに、Masterjohnらは糖代謝に

関しての-Tocの作用として、高血糖に伴う糖の代謝副産物であるMGO上昇を

-Tocの摂取で抑制し、心血管疾患のリスクを部分的に低下させる報告をしてい

る39)。また、Tanaka-Yachiらは-Toc処理がラット白色脂肪組織および3T3-L1細

胞において、PPARの発現促進につれて、uncoupling protein 1（UCP1）の発現

を上昇させ、エネルギー産生系の褐色様脂肪細胞に分化を促進させる役割を報

告している45)。このようにいくつかの報告とあわせて、本試験における連続的な

-Toc高含有油脂の摂取がラットの空腹時血糖値の低下を引き起こしたものと

考えられる。この空腹時血糖値の上昇抑制が連続投与のどの時点から起こるか
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は興味ある点で今後の研究課題としたい。 

本試験において、ラットに連続的に摂取した-Toc高含有油脂からのTocが体

内でどのような挙動を示したかを推察するために、肝臓中でのToc含量を測定し

た。その結果、いずれの群においても、-Tocは-Tocより高値を示した。この

現象は肝臓組織に局在する-TTPと-Tocの選択的な関連性や摂取された-Toc

が肝臓内でシトクロムP450を介して-CEHCに速やかに代謝されるためと考え

られる。-Toc含量は-Toc高含有油脂Bが最も高く検出されたが、摂取した-

Tocに相関する値ではなく、肝臓内から-TTPによる血中への運搬が促されてい

ることも考えられる。また、-Toc高含有油脂Bはキャノーラ油と同程度と見な

せるToc同族体の比率であるため、-Tocのみを添加した-Toc高含有油脂Aとは

異なり、肝臓における-Toc/-Tocの値もキャノーラ油摂取群に近い値であった。

すなわち、特許製法により製造された-Toc高含有油脂Bはキャノーラ油摂取と

同様の自然なToc比率であり、安心・安全が求められる食品市場において意味の

ある素材と考えられる。本試験のように、Tocが多く摂取されると肝臓中におけ

る代謝バランスに変化が起こり、一部の-Tocは-CEHCに代謝を受けて排泄さ

れ46,47)、また、-TTPへの非特異的な-Tocの結合が起こり、血中への運搬が促

進されたと推察される48)。よって、血中へ運搬された-Tocが糖代謝関連遺伝子

の発現を変化させ、インスリン応答による細胞内への糖の取り込みの促進、すな

わち、血糖値の低下が生じるのではないかと考えられる。 

本試験結果から、-Toc の連続的摂取による Na 排泄促進は有意に作用するも

のではない可能性が示唆された。しかし、-Toc の連続的摂取により体内での代

謝や輸送に変化が生じて、細胞内への糖の取り込みが促進し、血糖値が低下する

作用が考えられた。今後、これらのメカニズムについては、より詳細な in vitro、

さらに in vivo での検証を行い、他の成分との相乗作用についても解析を進める

必要がある。 
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3. ショウガオイルに含まれる Monoamine oxidase 

(MAO)-A ならびに MAO-B 活性の阻害能について 

 

3-1. 序論 

ショウガ (Zingiber officinale) はショウガ属ショウガ科の多年生草本で、原産

地は熱帯アジアとされている。根茎部は特有の香りおよび味の付与、保存性の向

上を目的に広く利用されている。ショウガは調理用途のほかに、中国、インド、

日本を中心に生薬として利用されてきている。中国最古の本草書である神農本

草経にショウガは体力を補うことを目的として収載され、現在でも漢方医学で

多くの処方に配剤され、甘草に次いで配合頻度が高い重要生薬である 49)。ショ

ウガならびにショウガ抽出物の機能性研究は多数行われており、抗炎症、利胆、

鎮吐、鎮静、抗肥満など種々の生理作用が報告されている 50)。その多くはバニ

ロイドを含むフェノール性化合物であり、特徴的なピリッとするバニリルアセ

トン（zingerone）、gingerol ならびにその脱水物のような刺激化合物の存在が知

られている 51)。ショウガに含まれるこれらの化合物はクルクミン誘導体であり、

ウコンに含まれモノアミン神経系の活性化を介して抗うつ作用を有する

diarylheptanoid curcumin と構造的に類似している 52)。ショウガに含まれる

gingerol などのクルクミン誘導体はインドール類、イソチオシアン類、スルフォ

ラファン類、アリルスルフィド類ならびにイソフラボノイド類とともにフィト

ケミカルと総称され医薬分野だけではなく、機能性食品はじめ通常の食素材と

しても注目されている 53)。これまでの研究では、ショウガオイルが PPAR経由

の脂肪細胞の分化を増進させること 24)、RANKL 誘導性の破骨細胞の分化を抑

制すること 25)を報告している。 

Monoamine oxidase（MAO）はモノアミン神経伝達物質の酸化を触媒する酵

素群で、ヒトでは MAO-A と MAO-B が存在する。両者ともに中枢神経系にお

いて、神経細胞およびアストロサイトのミトコンドリア外膜に局在する。抹消組
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織においては、MAO-A は肝臓、胃腸、胎盤に、MAO-B は血小板に存在する。

モノアミンに対する MAO の基質特異性は、MAO-A は serotonin、noradrenaline

と adrenaline、MAO-B は dopamine をそれぞれ標的とする 54)。MAO はモノア

ミン代謝によるそれら神経伝達の不活性化という作用を持つほか、強い酸化作

用を持つ過酸化水素の産生過程にも関与している 27)。したがって、MAO 酵素の

阻害剤は脳機能の低下を改善する機能性食材という魅力的なターゲットになる

と思われる。 

これまでに私たちは、n-ヘキサン抽出技術を基盤として食用油の製造ならび

に精油など植物素材からのオイル成分の抽出を行ってきた。さらに、オイル成分

などの疎水性化合物の分散性を高めるために欠かせない界面活性作用を持つ大

豆レシチンの開発製造も進めてきた。このような背景を生かして、本研究では日

本食の薬味として愛用される天然物の中からショウガの n-ヘキサン抽出物（シ

ョウガオイル）に着目し、in vitro 発光法を用いて、オイル中に含まれる MAO

阻害化合物をスクリーニングし、本体を単離し、IC50（50%阻害濃度）を測定し

た。 

  

3-2. 実験方法 

3-2-1．実験材料 

ショウガオイルは辻製油株式会社が製造販売する食品素材で、非乾燥のショウ

ガ皮や搾汁粕を原料として Ito らの方法 25)で n-ヘキサン抽出法によって調製し

た。ユズオイルも同様の方法で調製した。標準物質として使用した R-(-)-

deprenyl hydrochloride (deprenyl) と N-methyl-N-propagyl-3-(2,4-

dichlorophenoxy)propylamine hydrochloride（clorgyline）ならびに組換えヒト

MAO-A と MAO-B は Sigma-Aldrich（MO, USA）から購入した。MAO-Glo ア

ッセイキットは Promega（WI, USA）から購入した。citral、6-gingerol と 6-

shogaol は和光純薬から、 phellandrene は Tokyo Chemical Industry（Tokyo, 
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Japan）から、farnecene は Sigma-Aldrich（MO, USA）から購入した。また、

小麦胚芽油は市販品を購入して用いた。 

 

3-2-2．機器分析 

1) NMR ならびに質量分析 

The New Zealand Institute for Plant & Food Research Ltd. 

（https://www.plantandfood.co.nz/page/about-us/）に委託して行った。１H-

NMR および 13C-NMR は 399.74 MHz で操作できる Varian 400 Spectrometer

で行った。試料は重水素化メタノールに溶解し、スペクトルは Standard Varian 

software で、分析は MestreNova software で行った。質量分析は microTOF-Q 

（Bruker, Germany）を用いて行った。 

 

2) 逆相 HPLC 

HPLC analysis system（Hitachi, Tokyo, Japan）を用いて行った：C18 column

（ 4.6 mm × 250 mm; Wako, Osaka, Japan）; UV 検出 228 nm; カラム温度 

40℃; 移動相は A = H2O と B = CH3CN; 勾配 0–20 min（30–90% B）; 20–45 

min（90% B）; 流速 0.6 mL/min。 

 

3-2-3. MAO 活性測定 

試料は dimethylsulfoxide（DMSO）で溶解して保存液として使用した。用量

曲線を求める実験では 5% グリセロールと 1.25%あるいは 10% DMSO を含む

100mM HEPES（pH 7.5）溶液を用いた。ヒト MAO-A ならびに MAO-B 活性

は Promega 社製 MAO-Glo キットを用い同社の Technical Bulletin にしたがっ

て実施した。最大阻害能の 50%値（IC50）は clorgyline ならびに deprenyl を陽

性コントロールとし、Origin Graphing Software（version 8.5）（MA, USA）を用

いてグラフ化して算出した。 

https://www.plantandfood.co.nz/page/about-us/）に委託して行った。１H-NMRおよび13C-NMRは399.74
https://www.plantandfood.co.nz/page/about-us/）に委託して行った。１H-NMRおよび13C-NMRは399.74
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3-3. 結果 

3-3-1．ショウガオイルの MAO 活性阻害能 

粗原料であるショウガオイルについて濃度を変えて MAO 阻害能に対する

IC50 を求めると、MAO-A に対して 0.041 L/mL、MAO-B に対して 0.031 L/mL

とそれぞれ ppb（parts-per-billion）単位での阻害能を有することが示された（表

3-1）。比較対象として、ユズオイルと小麦胚芽油の MAO 阻害活性を測定した。

ユズオイルに含まれる geranylated coumarin（auraptene）が MAO-B に対して

より選択的に阻害活性を示すことが既に報告されている 55)。そこで、ユズオイ

ルのMAO-A とMAO-B に対する IC50を求めると MAO-A に対して0.670 L/mL、

MAO-B に対して 0.057 L/mL であり、MAO-B に対する選択性が認められた。

一方、このような MAO 阻害作用は小麦胚芽油には認められなかった。 

 

3-3-2．ショウガオイルの分画 

ショウガオイル中の gingerol などの主要成分については既にいくつかの報告

が見られ、全て疎水性の高い化合物であることが知られている。ショウガオイル

の分析では、主なピークは溶出順に 6-gingerol、neral（cis-citral）、geranial（trans-

citral）、phellandrene、farnesene で既に報告したクロマトグラムと一致した 25)。

なお、shogaol は n-ヘキサン抽出法で得られるショウガオイルでは検出されな

い。6-gingerol 以外の主成分の MAO 阻害能が弱いことから、含量の低い成分で

強い MAO-B 阻害能を示す化合物が存在すると想定して逆相クロマトグラフィ

ーで単離精製を進めた。図 3-1 にその全操作の流れを示した。 

 

1) [第 1 段階] シリカゲルクロマトグラフィー 

ショウガオイル 3 g をシリカゲルカラム（30 g）に加え、n-ペンタンと酢酸

エチル混液（4:1）で溶出操作を行った。得られた 8 画分（Z12-Z19）につい 

て MAO 阻害能を測定した（図 3-2）。MAO 活性は比較的広い範囲の画分で 
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表 3-1. MAO の活性阻害におけるショウガオイルの作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

サンプル IC50: MAO-A IC50: MAO-B MAO-A/MAO-B 

(μL/ml) (μL/ml) 阻害比率

ショウガオイル 0.041 0.031 1.32 

ユズオイル 0.670 0.057 11.57 

小麦胚芽油 阻害なし 阻害なし 該当なし
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図 3-1. ショウガオイルの分画スキーム 

＊は次の分別に選択された高活性画分のサンプルを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

I First step: Silica gel I 
1 Crude sample 

▼ 

↓ ↓ I l I l ↓ ↓ 
Z12 Z13 Z14 I *ZlS *Z16 II *Z17 I Z18 Z19 

Third step: HPLC 

Z21 222 I *223 I 224 Z25 Z26 
1 I Second step: HPLC I 
• 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

Final step: HPLC I 

I *Z28 I Z29 I *Z30 I Z31 I *Z32 I 

會

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
234 Z35 236 Z37 238 Z39 I *Z40 I Z41 Z42 243 
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阻害されたが、なかでも Z17 が MAO-A に強い阻害能を示すことがわかった。

一方、MAO-B に対する阻害能については、10 g/mL の阻害能の結果から Z15

と Z16 に焦点を絞った。 

 

2) [第 2 段階] MAO-A 阻害能の高い Z17 画分の逆相 HPLC 

Z17 画分を逆相 HPLC で精製し、得られた 5 成分（Z28-Z32）について阻害

能を測定した。その結果、Z28、Z30、Z32 が 10 g/mL 濃度で MAO-A に対し

て同程度の強い阻害能を持つことが分かった。この内、Z28 は既報 7)の HPLC

クロマトグラムの保持時間とピーク形状が一致したことから 6-gingerol である

と推測され、夾雑物が少ないことがわかった。この結果から、Z30 と Z32 も

gingerol 誘導体であると推測し、１H-NMR スペクトルと質量分析を行った。そ

の結果、Z28、Z30、Z32 画分が質量 317.1721 の 6-gingerol（[M+Na] 計算値

317.1723 C17H26NaO4）、質量 345.1972 の 8-gingerol（[M+Na] 計算値 345.2042 

C19H30NaO4）ならびに質量 373.2339 の 10-gingerol（[M+Na] 計算値 373.2349 

C21H34NaO4）であることが推定された。これら 3 種の gingerol の１H-NMR ス

ペクトルは Fleming らの報告 56)と一致した。 

 

3) [第 3 段階] MAO-B 阻害能の高い画分 Z15 と Z16 の逆相 HPLC 

MAO-B に対して強い阻害能を持つ画分 Z15 と Z16 を合わせた Z20 を C18

逆相 HPLC で分離し、得られた 6 画分の MAO 阻害能を調べた。その結果、

Z23 画分が１ g/mL 濃度で MAO-A ならびに MAO-B に対して最も強い阻害

能を示すことがわかった。そこで、Z23 画分を再度 HPLC で分画したところ、

10 画分（Z34-Z43）が得られた（図 3-1, Final step）。これらの MAO 活性阻害

能を調べたところ、MAO-A に対しては幅広い画分で弱い阻害能を示した。一

方、MAO-B に対しては Z40 が１ g/mL 濃度でも顕著な阻害能を示すことが

わかった（図 3-3）。Z40 画分は２つのピークが検出され、クロマトグラムの挙 
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図 3-2. MAO-A および MAO-B 活性に対するショウガオイルから 

分離した画分の阻害作用 

MAO の阻害率は 10 g/mL と 100 g/mL の処理濃度で測定した。 

clorgyline と deprenyl は MAO-A と MAO-B 阻害の陽性コントロールとした。 
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図 3-3. Z23 から分離した各フラクションにおける MAO-B 活性に 

対する阻害作用 

MAO の阻害率は 10 g/mL と 100 g/mL の処理濃度で測定した。 

deprenyl は MAO-B 阻害の陽性コントロールとした。 
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動から gingerdione と gingerdiol の誘導体と推定された。さらに各成分を溶出

分画し、1H-NMR、13C-NMR、および質量分析により解析した結果、一つは質

量 313.1383 の 1-dehydro-[6]-gingerdione （ [M+Na] 計 算 値 313.1416 

C17H22NaO4）（化合物 1）で、他方は質量 403.2076 の diacetoxy-[6]-gingerdiol 

（[M+Na] 計算値 403.2097 C21H32NaO6）（化合物 2）であることが推定され

た。化合物 1 の 1H-NMR スペクトルは Charles らの報告 57)と一致し、また化

合物 2 の 1H-NMR スペクトルは Kikuzaki らの報告 58)と一致した。参考までに

化合物 1 の 1H-NMR および 13C-NMR データを表 2 に示し、NMR スペクトル

および質量分析により推定された化合物 1 と 2 の構造を図 3-4 に示した。 

 

3-3-3. MAO に対する IC50 測定 

ショウガオイルから分離された 5 種の化合物について IC50 を測定した。1H-

NMR スペクトルによる純度測定によりこれら 5 種の化合物の純度は 98%以上

と算出され IC50 測定に問題はないと判断した。また各化合物のモル濃度は純度

と分子量から算出した。5 種の化合物の MAO に対する IC50 を表 3-3 に示した。

MAO-A に対する IC50 は 8-gingerol が最も強く 54.6±2.0 M であった。また、

化合物 1 と化合物 2 の IC50 を陽性コントロールである clorgyline ならびに

deprenyl と比較すると、i)化合物 1 は MAO-B に対して IC50 が 6.77±0.45 M

の強い阻害能を示し、MAO-A に対するよりも 10 倍の差があること、ii)化合物

2 は MAO-A と MAO-B に対して弱い阻害能を示すことがわかった。化合物 1

と 2 は溶解度が低く高濃度での値が得られなかったので、推定値を示した。化

合物 1 および 2 の MAO-A と MAO-B に対する阻害曲線を図 3-5 および 3-6 に

示した。 
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表 3-2. 化合物 1 の 1H-NMR と 13C-NMR のスペクトルデータ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Position 紺 (JinHz) 0c;b HMBC0 

1 7.49 d (16.0) 145.3 CH 3 
2 6.61 d (16.0) 123.5 CH 1' 
3 193.3 qC 
4 3.77 s 55.9 CH2 3, 5 
5 205.0qC 
6 2.54 t (7.4) 43.4 CH2 5, 7, 8 
7 1.57 tt (7.3, 7.4) 23.1 CH2 5, 6, 8 
8 1.26 m 31.2 CH2 ， 1.26 m 22.5 CH2 
10 0.86 t (7.2) 13.9 CH3 ， 
1' 126.6 qC 
2' 7.03 d (1.6) 109.6 CH 6' 
3' 146.8 qC 
4' 147.7 qC 
5' 6.90 d (8.2) 114.8 CH 
6' 7.09 dd (1.6, 8.2) 124.1 CH 
OCH3 55.9 CH3 
a Data were measured in MeOH-d4 (600 MHz). 
b Data were measured in MeOH心 (150MHz). 
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化合物 2 

 

図 3-4. ショウガオイルから単離した化合物 1 と 2 の推定の化学構造 
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表 3-3. ショウガオイルから精製された各化合物(>98%)の MAO 阻害作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

溶解度が低いために推定値を示したアスタリスクが付いた値を除いては、結果 

は全て平均±標準誤差で表した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

化合物 IC50: MAO-A IC50: MAO-B 

6-Gingerol 175.7士 11.0μM

8-Gingerol 54.6土 2.0μM

10-Gingerol 113.4士 4.?μM

1-Dehydro-[6]-gingerdione >60μM* 6.77土0.45μM

(Compound 1) 

Diacetoxy-[6]-gingerdione >150μM* >250μM* 

(Compound 2) 

Clorgyline (MAO-A control) 15.08土 0.69nM

R-(-)Deprenyl (MAO-B control) 338士 24nM
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図 3-5. 1-dehydro-[6]-gingerdione（化合物 1）と diacetoxy-[6]- 

gingerdiol（化合物 2）の MAO-A に対する阻害曲線 

(a) は化合物 1、(b)は化合物 2 の濃度における応答曲線。上の破線は阻害 

剤なしでの MAO-A の最大酵素活性値であり、下の破線は MAO-A な 

しでのバックグランド値を示す。Y 軸は相対発光単位 (RLU) を示す。 
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図 3-6. 1-dehydro-[6]-gingerdione（化合物 1）と diacetoxy-[6]- 

gingerdiol（化合物 2）の MAO-B に対する阻害曲線 

(a)は化合物 1、(b)は化合物 2 の濃度における応答曲線。上の破線は阻害 

剤なしでの MAO-B の最大酵素活性値であり、下の破線は MAO-B な 

 しでのバックグランド値を示す。Y 軸は相対発光単位 (RLU) を示す。 
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3-4. 考察 

ショウガオイルの MAO 活性阻害能に焦点を当て、逆相クロマトグラフィー

を駆使して 5 種の化合物を単離精製した。単離された成分のうち 3 種の gingerol

について、ショウガ根茎中に存在することについては報告されている 58)。しか

し、ショウガオイル中に存在し、弱い MAO-B 阻害能と、強い MAO-A 阻害能

を持つことについてはこれまでに知られていない。ショウガオイル中の微量成

分について詳細に調べ、化合物 1 と 2 を単離した。化合物 1、2 ともにショウガ

根茎での存在については知られているが 57)、ショウガオイル中での存在と生理

作用についてはこれまでに報告されていない。ショウガ根茎の n-ヘキサン抽出

物の MAO-A 阻害活性については、geraniol と(-)-terpinen-4-ol が 125 g/mL

でそれぞれ 44.1%および 42.5%阻害することが報告されているが 59)、MAO-B

阻害活性についてはこれまでに報告されていない。一方、本研究ではショウガ根

茎の n-ヘキサン抽出オイルを各種クロマトグラフィーにより分画し、最も MAO

阻害活性が強い画分から既報の 2 成分とは異なる 5 種類の MAO 阻害活性成分

を単離精製した。また、新たに MAO-B に対して強い選択的阻害能を有する化

合物 1 を構造解析した。化合物 1 はパーキンソン病治療薬である陽性コントロ

ールである deprenyl の MAO-B 阻害能（IC50）と比較して約 20 分の 1 の阻害作

用を有することから、特異的かつ強力な MAO-B 阻害作用を有することが示唆

された。したがって、ショウガオイルは機能性素材としてだけではなく、MAO-

B 阻害による dopamine 神経系活性化を作用機序とする医薬品のリード化合物

としての有用性が期待される。このように化合物 1 の MAO-B 阻害に関しては、

興味ある知見が得られた。この化合物は 6-gingerol の生合成前駆体なので、栽

培条件を検討することで収量を高めることができる可能性がある。いずれにし

ても、ショウガオイル中の化合物 1 の含量は全ピーク面積の約 1.5%と微量であ

った 60) 特に化合物 1 の MAO-B に対する阻害様式に注目しており、そのため

には、まず(1)血液脳関門について in vitro アッセイ法 61,62)で確認の上、(2)ミト



52 

 

コンドリア膜に組み込まれた状態の MAO 活性の阻害様式の比較、(3) dopamine

神経系で入手可能なモデルマウスを調査した上で行動薬理実験、という順序で

進めていく必要がある。 
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4. 柑橘類ヘキサン抽出物における抗肥満作用の評価 

       

4-1. 序論 

肥満者は世界中で増加しており、約 7 億 1200 万人が肥満であり、これは世界

人口の約 10％に相当する 64)。肥満は深刻な健康問題であり、2 型糖尿病、冠状

動脈性心臓病、高血圧、脂肪肝、癌などの多くの病気の危険因子である 65-67)。過

度のカロリー摂取量が増加すると、脂肪細胞はトリアシルグリセロールの形で

エネルギーを蓄積し、その結果、脂肪生成が促進され、脂肪組織の量が増加し、

肥満となる 68)。それゆえに、生活習慣病の予防には肥満の回避と改善が必要で

あり、脂肪の生成を調節することが重要である。脂肪の生成は、各段階による分

化プロセスのいくつかの転写因子によって厳密かつ協調的に調節されている

69,70）。例えば、protein kinase A（PKA）を活性化する細胞内 cAMP の濃度の増

加は、脂肪合成の開始に必要である 71,72）。PKA の活性化に続いて、主要な脂肪

生成転写因子である peroxisomal proliferator-activated receptor （PPAR）およ

び C /EBPの発現が促進されることで脂肪細胞への分化が促進される 73）。 そ

して、PPARおよび C /EBPの発現の増加は脂肪滴を形成させ、sterol regulatory 

element binding protein 1（SREBP1）や脂肪細胞の成熟のマーカーとされる fatty 

acid binding protein 4 / adipocyte protein 2（FABP4/aP2）、fatty acid synthase

（FAS）、perilipin A、および adiponectin の発現の促進に関連している 74,75）。こ

のように、前駆脂肪細胞 3T3-L1 を用いての脂肪細胞の分化から脂肪生成まで

のメカニズムに関するさまざまな研究の情報が得られ、薬物や天然成分が脂肪

生成の促進、または、抑制を引き起こすことが明らかになりつつある 69,70,75-77)。 

 古くから柑橘類は日本も含めて、世界中で食用にされている。果実を生食で利

用する他、果汁やジャムやペースト加工して食品素材となっている。日本では温

州みかん以外にも、地域の特産な柑橘類が存在し、それぞれが食用にされている。
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しかし、可食部や搾汁される部位以外は、ほとんど利用されず廃棄物となってい

る。ここ近年では、果皮などの未利用資源の活用が進められ、食品への再利用や

バイオアルコール生産によるエネルギー変換などが実施され、廃棄物量の削減

が行われている 78)。さらに、最近の研究では、柑橘系の果物に含まれる成分が

骨代謝の改善、神経細胞への有効性、メラニン生成の阻害、皮膚の老化の抑制、

抗腫瘍性、そして、抗肥満作用などの生理学的機能を持っていることが報告され

ている 30,79-85)。そのなかでもポリメトキシフラボン類（PMFs）が多くの機能性

にかかわる成分として知られている。柑橘類は、ノビレチンの他にも多くの

PMFs を含んでおり、Li らはスイートオレンジ（Citrus sinensis）から 15 種以

上の PMFs の存在を報告している 86)。PMFs は柑橘類の可食部や果汁よりも果

皮に多く含まれている。脂肪細胞の分化や生成において、細胞内の cAMP が PKA

に結合し、PKA が活性化されると AMP-activated protein kinase（AMPK）を活

性化して、その下流の acetyl-CoA carboxylase（ACC）が調節される 87,88)。この

ように、PKA による標的分子のリン酸化が PKA シグナルの伝達とそれらの活

性化において不可欠と考えられる。Heptamethoxyflavone（HMF）およびヒドロ

キシル化 PMFs は細胞内の phosphodiesterase E（PDE）の活性を阻害すること

で、cAMP を過剰に増加させ、PKA を活性化して脂肪生成を抑制することが報

告されている。すなわち、PKA シグナル伝達の活性化因子は、肥満を予防する

可能性がある 89,90)。 

これまでに私たちは柑橘類の果皮を利用して、有機溶剤を用いた抽出物の調

製を行ってきた。また、調製した抽出物には、天然香料としての柑橘系の香り成

分だけでなく、皮からの油溶性成分も多く含まれていると考えている。本研究で

は、調製した柑橘類のヘキサン抽出物の抗肥満作用について、前駆脂肪細胞 3T3-

L1 を用いて評価を行った。また、抗肥満作用が確認されたかぼすヘキサン抽出

物（CSHE）において、関連遺伝子の発現への影響、抑制メカニズム、有効性を

示す成分の探索を試みた。 
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4-2. 実験方法 

4-2-1．サンプルの調製  

これまでに報告したとおり、かぼす、ゆず、すだちの柑橘類の抽出物は、それ

ぞれの搾汁後の果皮から調製した 25)。すなわち、果皮に n-ヘキサンを加え、10℃

以下で抽出を行った。抽出液をろ過した後、減圧下で n-ヘキサンを除去して、

それぞれの抽出物が得られた。抽出物の収率は約 0.5%であった。抽出物はスト

ック溶液として、25-100 mg/mL の濃度で DMSO に溶解させ、細胞培養には

DMSO でさらに希釈して適切な濃度で使用した。また、細胞培養の培地への

DMSO の最終濃度は 0.1%とした。 

 

4-2-2．シリカゲルカラムクロマトグラフィー 

シリカゲルカラムクロマトグラフィーは、ガラスカラム（HARIO Science : 20 

mm×300 mm）に Wakogel C-300（Fujifilm Wako Pure Chemicals）30 g を n-

ヘキサンに懸濁させて充填した。シリカゲルカラムクロマトグラフィーには 2 g

の CSHE を使用した。分画は n-ヘキサン、n-ヘキサン:酢酸エチル=90:10 (v/v)、

n-ヘキサン:エタノール=90:10 (v/v)、n-ヘキサン:エタノール=50:50 (v/v)、エタ

ノールの順で行った。各溶出溶媒で溶出した画分は 25-35 mL ずつ 50 mL チュ

ーブ（TPP）に回収した。回収した各画分は薄層クロマトグラフィーにより成分

を確認した。各画分を遠心エバポレーター（CVE-3100; EYELA）で濃縮後、重

量を測定し収率を求めた。 

 

4-2-3．LC/MS 解析 

LC/MS システムは HPLC（Dionex UltiMate 3000; Thermo Fisher Scientific）

と H-ESI ソース（Thermo Fisher Scientific）を備えたオービトラップ質量分析

計（LTQ Orbitrap Velos; Thermo Fisher Scientific）で構成した。Acclaim™ 120 

C18 カラム（2 mm I.D. × 150 mm, 3 m; Thermo Fisher Scientific）と移動相 
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A（0.1% ギ酸、水）および移動相 B（0.1% ギ酸、アセトニトリル）を使用し

た。クロマトグラフィーのグラジエント条件設定は、B 20%（0 min）→ 80% 

（45 min）→ 95% （75 min）→ 20 % （90 min）とし、流速は 0.2 mL/min と

した。カラム温度 40℃、キャピラリー温度 230℃、ソース温度 450℃、電圧 3.5 

kV、分解能 15000、質量走査範囲 m/z 80-1000 の条件下においてポジティブイ

オンモードで MS 分析を行った。 

 

4-2-4．細胞培養、脂肪細胞への分化とサンプル処理 

 マウス胎仔由来線維芽細胞株 3T3-L1（JCRB, lot: 07232012）は、24 ウェルプ

レート（TPP）に 1.2×105 cells/well となるように播種し、500 L ずつの 10% 

FBS（Biowest）/DMEM（Nacalai tesque）で 37℃、5% CO2 インキュベーター

で培養した。 

 3T3-L1 細胞がコンフルエントになったのを確認して培地交換を行い、さらに

2 日後に 10 g/ml の Insulin（Sigma-Aldrich）、0.25 M の Dex（Sigma-Aldrich）、

500 M の IBMX（Sigma-Aldrich）を添加した培地に交換することで分化誘導処

理を行った（分化誘導初日）。分化誘導後 2 日目、4 日目、 6 日目にそれぞれ 5 

g/ml の Insulin を添加した培地に交換し、分化誘導後8日目まで培養を続けた。

柑橘類ヘキサン抽出物は 25-100 g/mL の濃度になるように培地に添加し、分

化誘導初日から分化誘導後 8 日目まで処理した。 

 

4-2-5．細胞毒性の評価 

細胞毒性の評価は MTT 法によって行った。1.3×104 cells/well となるよう

に 24 ウェルプレートに 3T3-L1 細胞を播種し、24 時間培養した。その後、さ

まざまな濃度の柑橘類果皮ヘキサン抽出物を添加した培地に交換し、48 時間

培養した。各ウェルに 0.5% MTT 溶液（nacalai tesque）を 50 L ずつ添加し、

37℃で 4 時間インキュベートした。生成されたホルマザンは酸性 2-プロパノ
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ールにより抽出し、抽出液をマイクロプレートリーダー（MPR-A4i; 東ソー）

で 550 nm の吸光度を測定することによって細胞毒性を算出した。 

 

4-2-6．オイルレッド O 染色 

 分化誘導後 8 日目まで培養した細胞を PBS で 2 回洗浄した後、10%のホルマ

リン溶液を加え室温、遮光で 10 分間固定した。細胞を超純水で 2 回、60% 2-プ

ロパノールで 1 回洗浄した後、フィルターろ過をした 0.2%オイルレッド O

（Merck）/60% 2-プロパノール溶液を加え、室温、遮光で 30 分間染色した。細

胞を 60% 2-プロパノールで 1 回、超純水で 2 回洗浄した。超純水を張ったまま

光学顕微鏡（CKX41/IX2-SL; OLYMPUS）で細胞を撮影した。超純水を除去し、

60℃の乾燥機でプレートを完全に乾燥させた後 100% 2-プロパノールで色素を

抽出した。抽出液はマイクロプレートリーダーで 550 nm の吸光度を測定した。 

 

4-2-7．RNA-seq ライブラリーの調製とシークエンシング 

 対数増殖中の細胞、分化誘導後 8 日目まで培養した細胞、分化誘導処理と

CSHE 処理を行った 8 日目の細胞から TRIzol（Invitrogen）を使用し、プロトコ

ールにしたがって total RNA を抽出した。次世代シークエンシングとデータ解

析は㈱理研ジェネシスに依頼した。RNA-seq ライブラリー調製には Illumina 

TruSeq Standard mRNA Library Prep Kit（Illumina）を使用した。磁気ビーズが

付いた oligo dT により total RNA からｍRNA を精製した。精製したｍRNA を

断片化した後、ランダムプライマーを用いた逆転写により cDNA を合成した。

さらにこの cDNA を鋳型とし、PolymeraseⅠにより 2 本鎖 cDNA を合成した。

合成した 2 本鎖 cDNA の 3’末端に dATP を付加した後、Index アダプターを付

加した。これを PCR により増幅させ、RNA-seq ライブラリーを調製した。調製

したライブラリーは Illumina NovaSeq. 6000（Illumine）により 150 bp のペアエ

ンドで配列を読んだ。 
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4-2-8．トランスクリプトーム解析（RNA-Seq） 

 付加した Index アダプター配列およびクオリティーの低い配列は cutadapt ソ

フトウェア（v1.2.1）を使用してリードから取り除いた 91)。さらに、3’末端が poly-

A/T である配列も PRINSEQ ソフトウェア（V0.19.2）を使用してリードから取

り除いた 92)。TopHat ソフトウェア（v2.0.13）を使用してマウス GRCm38/mm10

リファレンスゲノムにリードをマッピングし 93)、Cufflinks ソフトウェア（v.2.2.1）

によりリードカウントと遺伝子発現量を求めた 94)。なお、遺伝子発現量の定量

は、既存アノテーションと新規アノテーションを Cuffmerge コマンドでマージ

したデータを使用して行った。さらに Cuffquant コマンドでFPKM値を算出し、

Cuffdiff コマンドで発現変動遺伝子を検出した。パスウェイ解析は log2FC > 1.6

を満たす遺伝子を発現変動遺伝子（DEG: differentially expressed gene）とし、

iPathwayGuide（Advita Bioinformatics）ソフトウェアを使用して行った 95)。Venn

図の作成および DEG のオーバーラップの算出は VennDiagram ソフトウェア

（v1.6.20）と統計ソフト“R”（v4.1.0）を用いて実施した。 

 

4-2-9．統計処理 

 数値は平均値と標準偏差（SD）で記載した。数値は一元配置分散分析に基づ

いて、Tukey-Kramer の多重比較解析を統計ソフト”R”を用いて実施した。それ

ぞれの処理群における p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありとした。 
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4-3. 結果 

4-3-1．柑橘類のヘキサン抽出物の細胞生存率への影響 

柑橘類ヘキサン抽出物の細胞生存率への影響を調べるために、終濃度 25-100 

g/mL の柑橘類ヘキサン抽出物で処理時の細胞生存率を MTT アッセイ法によ

り評価した。その結果、C. sudachi を除くその他の抽出物においては、100 g / 

mL まで細胞毒性は観察されなかった（図 4-1A）。その後の実験は、すだちヘキ

サン抽出物は 50 g/mL を処理の上限とし、その他は 100 g/mL 処理を上限と

して実施した。 

 

4-3-2．CSHEの脂肪細胞の分化における脂肪滴蓄積の影響 

柑橘類のヘキサン抽出物が脂肪細胞の分化におよぼす影響を調べた。コンフル

エント後の3T3-L1細胞を、最終濃度50、または100 g/mLの柑橘類ヘキサン抽

出物で8日間処理を行った。その結果、図4-1Bに示すようにCSHEの処理では、

オイルレッドO染色によって赤く染色された脂肪滴はほとんど確認されなかっ

た。さらに、オイルレッドOの定量化を行った結果、CSHE処理のみで脂肪細胞

の分化における脂肪滴の蓄積が抑制されたことが明らかになった（図4-1C）。さ

らに、CSHEには処理濃度依存的（25-100 g/mL）に脂肪滴の蓄積を抑制する

作用があった。 

 

4-3-3．CSHEは脂肪細胞の分化における遺伝子発現の変動 

3T3-L1細胞の脂肪細胞への分化において、CSHEは脂肪滴の蓄積を抑制する

ことが明らかとなった。そこで、分化誘導後8日目の細胞から、total RNAを抽出

し、これを用いたRNA-Seq解析を実施し、CSHE処理の有無における遺伝子発現

の差異を評価した。その結果、3T3-L1細胞の脂肪細胞への分化において、4,669

遺伝子の発現変動が観察された。そして、CSHE処理により1,838遺伝子の発現

が変動し、脂肪細胞への分化誘導と共通した1,180遺伝子発現の増減変化が確認 
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図4-1. 柑橘類ヘキサン抽出物の処理による細胞生存率と脂肪細胞の

分化への作用 

A: それぞれの抽出物処理後に細胞生存率はMTTアッセイで評価した。CSHE, 

    CJHEとCSuHEは、それぞれかぼす、ゆず、すだちヘキサン抽出物を示す。 

B: それぞれの抽出物の処理における3T3-L1脂肪細胞での脂肪滴の蓄積を示し 

たイメージ。スケールバーは200 m。 

C: BのイメージとCSHEの濃度依存的処理における脂肪滴の蓄積の定量解析。 

  全ての値は、平均値と標準偏差で示した（n=3）。MTTアッセイとオイルレ 

ッドO染色における統計処理は、Tukey-Kramer法で評価した。異なる文字は 

各処理群において、有意差あり（p < 0.05）を示す。 
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された（図4-2A）。さらに、CSHE処理は脂肪細胞の分化や糖代謝に影響するい

くつかのパスウェイに変化を与えた（図4-2B, C）。脂肪細胞の分化にもかかわら

ず、CSHE処理はphosphoenolpyruvote carboxykinase（PEPCK1）の発現を著し

く減少させた。さらに、cAMPを5’-AMPに変換するphosphodiesterase 3B

（PED3B）の発現が減少し、インスリンシグナル経路の上流に位置し、

phosphatidylinositol diphosphate を3リン酸に変換するphosphatidylinositol-3 

kinase（PI3K）の発現を増加させた。また、脂肪の酸化において、アシルCoA

を carnitine と 結 合 さ せ 、 ミ ト コ ン ド リ ア 内 に 輸 送 す る carnitine palmitoyl 

transferase 1（CPT1）の発現が増加し、転写コアクチベーターであり、エネル

ギー生産の制御を行うperoxisome proliferators-activated receptor  coactivator-

1（PGC-1）の発現の増加が確認された。 

 

4-3-4．n-ヘキサン/エタノールで溶出したCSHE画分の成分分析 

 候補化合物を特定するために、シリカゲルカラムクロマトグラフィーによる

CSHE の分画を行い、得られた画分を 3T3-L1 脂肪細胞でオイルレッド O アッ

セイを実施した。得られた各画分の溶出溶媒と収量を表 4-1 に示した。図 4-3A

に示すように、他のフラクションと比較して、n-ヘキサン/エタノール= 9：1（v/v）

で溶出した画分 C（No. 17〜26）は、3T3-L1 での脂肪滴の蓄積を抑制した。続

いて、フラクション No.17〜26 の詳細分析において、フラクション No.21〜23

で抑制効果が観察され、最終的にフラクション 23 が脂肪滴の蓄積を強く抑制し

ていることが確認された（図 4-3B, C）。また、フラクション 23 に含まれる成分

は、抽出物全体の約 2.5-3.0％を占めていた。これらの結果から、フラクション

23 には、揮発しやすい化合物に比べて極性の高い化合物が含まれており、それ

らが 3T3-L1 脂肪細胞への脂肪滴の蓄積を抑制していると推定した。 
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図4-2. トランスクリプトーム解析によるCSHEの脂肪細胞の分化へ

の影響 

遺伝子発現のlogFCは、未分化系と分化系コントロール（0.1%DMSO処 

理）および分化コントロールと50 g/mLのCSHE処理を行った分化系で 

算出した。下流解析において、logFC > 1.6の絶対値を遺伝子の発現変化 

（DEG）と定義した。 

A: 比較した群から得られたDEGの重なりを示したVenn図。  

B: CSHE処理において、検出されたDEGの割合が高く、iPathwayGuide 

による解析から検出されたパスウェイの一覧。 

C: iPathwayGuideより検出され、脂質代謝に関連性が高いパスウェイに 

おけるCSHE処理による遺伝子の発現の変化。 
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表4-1. CSHEから溶媒により分画された各フラクションの収量 

 

 

 

 

 

 

＊CSHE 2.0 gを処理した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fr. Group (No.) 溶出溶媒 抽出物の収率：mg 

A (1-6) n-Hexane = 100 1448 (72.4 %) 

B (7-16) n-Hexane: Ethyl acetate= 90: 10 (v /v) 280 (14.0 %) 

C (17-26) n-Hexane: Ethanol= 90: 10 (v/v) 70 (3.5 %) 

D (27-30) n-Hexane: Ethanol= 50: 50 (v/v) 20 (1.0 %) 

E (31-34) Ethanol = 100 n.d. 
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4-3-5．CSHEに含まれるヒドロキシル化PMFsの分析 

 候補成分を探索するために、脂肪滴の蓄積を抑制する成分が含まれるフラク

ション 23 を LC/MS を用いて、解析を行った。その結果、フラクション 23 の

TIC クロマトグラムには、破線で囲った CSHE に含まれる化合物のピークが検

出され、主な３つのピークを確認した。P1、P2、および P3 のリテンションタイ

ムは、それぞれ 28.26、29.95、31.14 であった（図 4-4A）。さらに、P1、P2 お

よび P3 に対応するこれらの主要なイオンピークに関する情報は LC/MS 分析に

よって取得された。P1、P2 および P3 のプレカーサーイオンピーク[M+H]+は、

それぞれ m/z 415、419 および 359 の陽イオンモードで検出された（図 4-4B）。

それゆえに、P1、P2 および P3 の分子量は、過去の柑橘類の成分としての報告

86)と ChemSpider（www.ChemSpider.com）や FooDB（www.foodb.ca/）の化学

データベースを照らし合わせて 414、418、358 とそれぞれを決定し、これら 3

つの化合物の構造を決定また推定を行った。 まず、P1 は Citrus. junos および

C. sudachi のヘキサン抽出物でも検出され、本実験の Citrus. Sphaerocarpa ヘキ

サン抽出物に特異的なピークではないため、-シトステロールと断定した。次に、

P2 と P3 は、それぞれテトラ（P3）とヘキサメトキシ型（P2）のヒドロキシル

基を持つ PMF であると推定した（図 4-4C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.chemspider.com/
http://www.foodb.ca/
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図 4-4. LC/MS 解析による CSHE とフラクション 23 の TIC クロマ

トグラムと推定された P1,P2,P3 化合物 

A: CSHE とフラクション 23 の TIC クロマトグラム。P1, P2, P3 の３つの 

ピークのリテンションタイムは、それぞれ 28.26, 29.95, 31.14min 

（フラクション 23 の灰色の点線内)。 

B: P1, P2, P3 それぞれのマススペクトル ; 検出された生成ポジティブイオ 

ンは、P1... m/z 203, 271, 415、P2... m/z 233, 301, 419、 P3... m/z 233,  

301, 359 

C: P1, P2, P3 の推定化学構造 

P1 は-sitosterol で、多くの植物体に含まれるステロール化合物 

である。 

P2 はヒドロキシル化ヘキサメトキシフラボンで一つのヒドロキシル基

と 6 つのメトキシ基を持った PMF 構造である。 

P3 はヒドロキシル化テトラメトキシフラボンで一つのヒドロキシル基 

と 4 つのメトキシ基を持った PMF 構造である。 
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4-4. 考察 

本研究において、日本を代表する柑橘類であるゆず、すだち、かぼすの果皮か

らn-ヘキサン抽出物を調製し、脂肪細胞の分化における抗肥満作用の評価を行

った。その結果、脂肪細胞に分化誘導した3T3-L1細胞において、CSHEが特異的

かつ濃度依存的に脂肪滴の蓄積を抑制することを発見した（図4-1B, C）。CSHE

の主な成分は、D-limonene、-myrcene、-terpineneなどの低極性で揮発性の高

い成分が検出され96)、約85％以上を占めていた（データ省略）。一方、CSHEの脂

肪滴の蓄積の抑制作用はこれらの主な成分ではなく、シリカゲルカラムクロマ

トグラフィーにおいてn-ヘキサン：エタノール＝9:１（v/v）で溶出される極性

を持つ化合物であった（図4-3）。柑橘類の果皮に含まれる脂溶性成分として、ト

リアシルグリセロール、脂肪酸、植物ステロール、カロチノイド、トコフェロー

ル、そしてフラボノイド類が知られている。フラボノイド化合物では、メトキシ

基がフラボン骨格に結合しているPMFが報告されており、例えば、nobiletin、

tangeretin、およびsinensetinが含まれる30,97-99)。最近の研究では、nobiletinが脂

肪分解を促進し、cAMP response element binding protein（CREB）の活性化と

PPARのダウンレギュレーションを通じて3T3-L1の脂肪細胞への分化を抑制

し、高脂肪食誘発性肥満マウスの肥満とインスリン抵抗性を改善することが報

告されている 100-102)。また、同様にtangeretinは3T3-L1において、C/EBP, 

C/EBP, そして PPARの発現をダウンレギュレートさせ、脂肪生成を阻害す

る報告もある103)。さらに、SawamotoらはHMFによる脂肪生成の阻害のモデルを

提案として、7つのメトキシ基が結合したHMFが、細胞内でcAMPを5'-AMPに

変換するPDE3Bを阻害し、cAMPの濃度を増加させることによってPKA/AMPK

シグナル伝達経路を活性化させ、そして、C/EBPやPPARなどの脂質生成の転

写因子を減少させ、adiponectinやperilipinなどの脂肪生成マーカーの発現も低下

させて、脂肪生成が抑制されることを提案した89)。以上の報告をもとに、CSHE

から分画されたフラクション23には抗肥満作用を示すPMFsが含有されている
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と予測していた。しかしながら、フラクション23には、nobiletinやtangeretinは

含まれず、ヒドロキシル基が結合して極性がさらに高いPMFsが含まれている結

果が得られた。過去の報告と今回の結果から、フラクション23に含まれるヒド

ロキシル化PMFsは、ヒドロキシル基がフラボン骨格のR3またはR5位に結合し、

さらにR3’-R8の位置に4つと6つのメトキシ基が結合した化学構造であると考え

られた（図4-4C）。Laiらは、nobiletinがほとんど含まれていないヒドロキシル化

PMFs のサンプルを用いて、3T3-L1細胞におけるAMPK シグナル伝達経路の

活性化を確認し、さらに、高脂肪食誘導させた肥満マウスの試験において、体重

および内臓脂肪の減少や脂肪肝の抑制を報告している90)。本研究において、同様

にヒドロキシル化PMFsを含むフラクション23が3T3-L1の脂肪滴の蓄積を抑制

し、Laiらの処理濃度 (> 10 g/mL)より低濃度 (< 2 g/mL)で作用が確認され

た90)。今後の検討において、フラクション23に含まれる活性成分をそれぞれ単離

して、成分の同定と細胞評価を進めていく必要がある。さらには、同定された成

分が単独で、または、相乗して抗肥満作用を発現しているのかを明確にする必要

もある。 

 脂肪細胞の分化と脂肪滴の蓄積の抑制に関連する遺伝子発現の変化を分析す

るために、3T3-L1 脂肪細胞でトランスクリプトーム解析を実行した。分化誘導

3T3-L1 脂肪細胞と 3T3-L1 前駆脂肪細胞を比較すると、4669 遺伝子の発現の

変化が検出された。そして、分化誘導に CSHE 処理を行うと 1180 遺伝子の発現

変化が確認された（図 4-2）。CSHE 処理による遺伝子の発現変化から、図 4-5 に

脂肪生成の抑制に関するモデルを提案した。このモデルでは、カスケードの上流

に位置する PI3K の発現増加と下流の PEPCK1 の発現低下を示している。

PEPCK1 は糖新生の調節の主要な律速点であり、TCA cycle から産生される

oxaloacetic acid（OAA）から phosphoenolpyruvate（PEP）の形成を触媒するこ

とが知られる 104)。すなわち、PEPCK1 の発現が大幅に減少すると、OAA から 

PEP への変換が停滞し、解糖/糖新生が阻害されることになる。さらに、脂肪生 
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図 4-5. CSHE 処理による脂肪生成の抑制の提案モデル 
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成の抑制における PMF の分子標的として知られている PDE3B の発現も減少し

ていた 89,90 ）。cAMP の 5'-AMP への変換の減少による cAMP の増加は、

PKA/AMPK シグナル伝達経路の活性化を引き起こし、さらに、AMPK からの

リン酸化による ACC の不活性化が malonyl CoA の産生を減少させ、酸化を促

進する CPT1 の発現を増加させると予測した。そして、酸化により生成され、

malonyl CoA に変換されない acetyl CoA が TCA 回路に取り込まれ、OAA との

反応によりクエン酸が合成されると考えられる。さらに、インスリンシグナル伝

達経路における PI3K の発現の増加は、phosphatidylinositol diphosphate （PIP2）

から phosphatidylinositol 3-phosphate（PIP3）への変換を促進し、PI3K/Akt シ

グナル伝達経路は Akt の PIP3 によるリン酸化により活性化されると推測され

た。糖新生は Akt のリン酸化による forkhead box protein O1（FOXO1）の不活

性化により阻害されると報告されてきた 105)。つまり、活性化された Akt によっ

てリン酸化された FOXO1 は、核から細胞質に移行されるので PEPCK1 の発現

を増強できない。さらに、PGC1-は主に CREB によってアップレギュレーシ

ョンされ、CPT1 の発現の増加を引き起こすと考えた 106)。この分析では、精製

された個々の成分の代わりにかぼす由来のいくつかの成分を含む未精製の抽出

物を使用して、脂肪生成の抑制にかかわる遺伝子発現の変化と関連する伝達経

路の一連の情報を取得できた。それゆえ、他の天然物やそれらの抽出物について

も同様に分析することで、このような情報を得ることができると思われる。私た

ちの結果を裏付けるために、将来的には、関連する個々の遺伝子の発現の変化、

カスケードでのリン酸化による調節、および下流に位置する脂肪生成関連因子

などの発現を解析する必要がある 75,89)。そして、得られた結果が作用機序や

CSHE、言い換えればヒドロキシル化 PMF が作用する分子標的を明らかにする

であろう。 

現在、食生活と生活習慣病との関連性は非常に密接である。そのため、食事に

よる病気の予防が不可欠であり、食経験のある植物を原料とした天然物由来の
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成分は、毒性が少なく安全に摂取できる機能性成分として需要が高まっている。

このような背景のもと、さらに研究を進め、研究成果を反映した天然素材を提供

していく必要がある。 
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5. 総括 

食品産業から発生する未利用資源の活用を目的とし、製油工程および農産物加

工における未利用資源を用いて、新たな食品・食品素材の創出を行った。また、

これらの外観や嗜好性だけでなく、秘められている生理機能性についての評価

を実施した。 

 本研究において、まずは辻製油株式会社の根幹事業である食用油脂製造の精

製工程から発生する脱臭スカムの有効利用を検討し、評価した。油脂の脱臭工程

から発生する脱臭スカムは、油糧植物原料由来の油溶性化合物として、Toc（5-

10%）をはじめ、植物ステロール（18-25%）、脂肪酸（30-35%）、炭化水素族（10-

15%）などで構成される。微量栄養素である Toc が濃縮されて多く含まれるこ

とから、一部はビタミン E の製造原料としての販売もあった。また、食品の一

次機能として、植物油脂はビタミン E を効率よく摂取する食品として知られる

が、実際は製造工程で過半数以上のビタミン E が除去されている。そこで、脱

臭スカムを回収し、原油に添加循環させて、精製条件の検討を重ねた結果、通常

の製品と比較して Toc の同族体組成比を変えずに 3 倍以上高含有されるキャノ

ーラ油を開発製造することが可能となった。植物油に含まれる Toc は、生体内

での抗酸化活性が高いとされる体よりも体が組成的に多く含まれる。ビタミ

ン E としての生体機能性の価値は体のみとされていたが、近年の研究報告など

で、体の特異的な機能性として体内から Na 排泄の促進作用が報告されていた

21-23)。そこで、Toc 含有量を高めたキャノーラ油を高塩分食で飼育を続けたラッ

トに 28 日間摂取させ、-Toc の長期摂取においても過剰に摂取された食塩を尿

中排泄させることが可能であるか評価を行った。しかし、過去に報告されたラッ

トへの-Toc の単回投与（44.4 mg/kg）の結果とは異なり、尿量の増加は見られ

たものの、過剰に摂取された食塩の体内外への出納量はほぼ同量であり、排出が

亢進される結果ではなかった。Toc の摂取形態などの実験手法の違いはあるが、

詳細に見直し再評価をすることも必要であると思われる。しかし、Toc を連続
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的、長期間摂取したラットの血液検査から高食塩の影響で上昇したと考えられ

る血糖値の低下が見受けられる結果が得られた。食餌からの消化吸収により血

中で上昇する血糖はインスリン刺激応答により細胞内に取り込まれるが、応答

性が低下すると高血糖状態が維持され、糖尿病への疾患となる。解釈が複雑では

あるが、インスリン応答と細胞内への糖の取り込みに関する研究報告をあわせ

て考察するに 43,44)、食塩ストレスで上昇した血糖が Toc の摂取効果によりイン

スリン応答性を改善し、細胞内への糖の取り込みを促進させた可能性が考えら

れた（図 5-1）。今後さらなる検証やメカニズムの解明が必要であるが、Toc が

食生活の乱れから生じる高血糖状態を改善し、糖尿病の予防に有効である作用

が期待される。また、Toc だけでなく、脱臭スカムを活用したこの油脂は、-

sitosterol をはじめとする植物ステロールや squalene などの炭化水素も多く含ま

れる。これらの成分についても、植物ステロールの摂取による中性脂肪や総コレ

ステロールの低下作用や神経変性疾患への改善報告などの機能性が報告され、

また、squalene の皮膚や肌への保湿・潤いのエモリエント効果や生体内での活

性酸素消去能によるパーキンソン病に対する作用が研究されている 107-110)。本研

究では、Toc の機能性に注目して評価を進めたが、植物由来の他の成分による作

用や Toc との相乗効果などが生体でいくつかの機能性作用を発現する可能性が

ある。現在、脱臭スカムは辻製油㈱の油脂製造からは約 10 t/月が排出されてお

り、脱臭スカムをさらに利活用した製品の研究開発を実施し、さまざまな機能性

を評価した結果を報告していくことは興味深い。 

 次に製油業で培った抽出技術用いて、農産物加工で発生する未利用資源から

天然抽出物の創出を行った。得られたショウガ由来と柑橘類由来のヘキサン抽

出物は、それぞれの原料に由来して特徴的で力価の強い香気を有するので、食品

の風味や香りの付加向上としての用途需要はあるが、香気に係る成分以外の成

分も多く抽出されているため、これらの機能性の探索評価を実施した。その結果、

ショウガヘキサン抽出物では、中枢神経系において脳機能に係るモノアミン神 
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図 5-1. インスリン受容体を介した細胞内への糖の取り込みにおけ

る-Toc の推定作用 

      食塩ストレスによりインスリン抵抗性が上がるが、血流を流れる-Toc 

の作用によりインスリン抵抗性が改善される。-Toc がインスリン受容 

体に直接作用するか、または、間接的に脂肪細胞から adiponectin の産生 

を促進させることで細胞内への糖の取り込みが増加すると考えられる。 
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経伝達物質の酸化を触媒する酵素群 MAO に対する強い阻害活性が見出された。

2 つの酵素 MAO-A と MAO-B における活性阻害能が見られたが、MAO-A 阻

害については抽出物に含まれる gingerol 類の作用であり、柑橘類に含まれる

auraptene も同様の阻害能を有することが報告されている 55)。また、MAO-B に

対しては、MAO-A に作用せずに特異的に作用する成分が確認され、構造解析の

結果、1-dehydro-[6]-gingerdione と diacetoxy-[6]-gingerdiol の成分が決定され

た。特に前者はきわめて低い濃度においても、MAO-B への阻害作用を持ち、基

質特異性が高いため、選択的な作用として有効性が期待できる。この結果は、in 

vitro における酵素反応への直接阻害を確認したものであるため、今後は、神経

細胞を用いた培養系における評価、さらにマウスなどの試験動物を用いた in 

vivo 評価系での作用発現の確認が必要である。また、この化合物の含有量は微

量であるが、gingerol から派生する化合物であるため、抽出物に含まれる 6-

gingerol の炭素鎖の脱水反応さらに 2 級水酸基を酸化してケトン基に変換し 111-

113)、目的化合物の含有量を高める食品または創薬への加工技術の検討も進めた

い（図 5-2）。さらに、柑橘類の果皮を含む未利用資源から同様なヘキサン抽出

法でいくつかの柑橘類抽出物を調製し、抗肥満作用の評価を実施した。その結果、

かぼす抽出物において、分化誘導系脂肪細胞 3T3-L1 の脂肪滴蓄積の抑制が見

出された。柑橘類には、特に果皮部に多種のフラボノイド化合物が存在するとい

う研究報告がされており 86)、nobiletin や tangeretin、そして HMF のようにい

くつかのメトキシ基を有する化合物の抗肥満作用の報告が有る 83,89)。化合物の

骨格となるフラボン自体は作用を持たないが、この骨格にメトキシ基が結合し、

さらにヒドロキシル基が結合することでより抗肥満作用が高まる化合物も同定

された 90)。また、これら化合物の作用機序は、PKA を介した AMPK の活性化に

ともない、その下流へのシグナル伝達による脂肪分解経路の促進と報告されて

いる 88,89)。本研究の結果において、かぼす抽出物に見られた抗肥満作用における

有効化合物はヒドロキシルキ基を有する PMFs が候補となった。さらに、粗抽 
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図 5-2. 6-gingerol から 1-dehydro-[6]-gingerdione への変換 

抽出物に多く含まれる 6-gingerol の炭素鎖へ脱水反応による二重 

結合を付加し、さらに二級アルコールとしてのヒドロキシル基を酸 
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出物での評価であるため、単一成分が一つの分子標的のみをターゲットとして

いるものではない。RNA-Seq 解析の結果より、いくつかの関与する因子が繋が

るパスウェイが導かれたとおり、抽出物に含まれるいくつかの成分がそれぞれ

異なる箇所に作用して、抗肥満作用を発現させたことが考えられる。このように

食品素材の評価においては、いくつかの成分が合わさり、主要となる、または、

その他の機能性作用が相乗的効果として発現することが期待できる。それゆえ

に有効性を示す成分の単離、そして、構造決定も重要な検討ではあるが、他の成

分と共存した際の機能性作用を評価し、解析を進めることも食品化学・食品機能

学の観点からは大切ではないかと考えている。かぼす抽出物に含まれ、抗肥満作

用を持つ成分の最終的な決定は、未だ行えていないが、抽出物全体として機能性

の発現と作用機序を捉えたアプローチは食品の三次機能を追求するうえでも不

可欠なものであると思われる。そして、この研究結果の活用の側面として、例え

ば、さまざまな柑橘類の未利用資源を用いて、抽出物を同様に調製し、これらの

機能性を評価スクリーニングすることで、ある種の柑橘類では抗肥満作用が期

待でき、また他種のものでは、骨代謝改善や神経機能の活性化などが期待できる

有用性を示した機能性評価マップを作成し、それぞれが特産物として得られる

地域に情報還元することで、各地域社会の活性化の一助となれば面白い（図 5-

3）。また、天然物から機能性成分を発見することは、その成分の特徴だけを捉え

るものではなく、構造活性相関などの情報が引き出され、食品素材から創薬分野

にも繋がる価値を持つものと考えられる。 

本研究における機能性評価は、食品加工から排出される未利用資源のもつ秘

めたる有効性成分を既存製品に添加し、加工を行うことで付加価値を向上させ

た製品、または、有効成分を含む抽出物として調製し、機能性食品への素材とし

て利活用を目的としたものであった。近年、私たちは第二創業として、社内や県

内で発生する食品産業だけに留まらない未利用資源の活用を積極的に進める開

発に取り組んでいる。その中で三重県を含む東紀州の山林業・木材加工業から発 
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図 5-3. さまざまな柑橘類と期待される生理機能性 
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生するヒノキの間伐材や木工加工未利用材を使用して、バイオマスボイラーに 

よる熱エネルギー変換により食品加工と農業栽培への光熱エネルギーとして使

用している。さらに、ボイラーで木材チップ燃焼を行う前にヒノキの香りを蒸留

し精油として得る多段階活用も進めている。そして、得られたヒノキ精油の香り

の用途をアピールするだけでなく、ヒノキ成分に秘められた機能性作用の探索

についても研究を実施している。先にも述べたが、日本の食糧自給率は 40%未

満であり、高度な加工技術を有する先進国であるにもかかわらず国内資源は非

常に乏しい。国連サミットより SDGs の宣言により取り組みが推奨される中、

あらゆる企業や団体が実践に取り組んでいる 114,115)。本研究が食品産業における

ゴール 1：「貧困をなくそう（需要を満たす食品の供給を）」はもとより、ゴール

3：「すべての人に健康と福祉を(食素材に含まれる成分の探求を行い、三次機能

としての提供を)」、そして、ゴール 12：「つくる責任、つかう責任（持続可能な

消費と生産_未利用資源の最大・最適な活用を図る）」この目標達成のため、短絡

的な未利用資源の活用にとどまらず、多段階的かつ最大限の未利用資源の活用

計画を図り、その計画をもとに基礎研究からの製品開発、製造技術による付加価

値の高い製品の創出や転換につながるものと考えている。 
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