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別紙様式3 (博士論文審査等内規第2条関係)

博士論文内容の要旨
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論文題目(外国語の場合は，その和訳を併記すること。)

Studies on the preventive effects of chalcones on obesity and insulin resistance 

fカノレコンの肥満およびインスリン抵抗性予防効果に関する研究】

指導教員 主旦一望

(氏名: 張天順 NO. 1)  

近年、肥満に伴う糖尿病や脂肪肝の患者が増加の一途をたどっており、予防医学の観点

から、肥満によるインスリン抵抗性や高血糖を抑制する食品因子の探索およびその作用機

構の解明が世界的に求められている。本学位論文草稿は、アシタパ、ソウズク、オオパン

ガジュツ、カパなどの植物に多く含まれるカノレコンに注目した。これらのカノレコンは、芳

香族ケトンに分類される有機化合物であり、抗パクテPア性、抗菌性、抗腫蕩性、抗炎症

性などの機能性が示されている。しかし、カノレコン類の抗肥満および抗インスリン抵抗性

効果についてまだ不明である。そこで、本研究では、カノレコン類の未知なる機能解明に注

目し、その肥満、脂肪肝およびインスリン抵抗性の予防・改善作用を検証するとともに作

用機構の解明を実施した。

第1章は三つSectionで構成されている。 SectionAにでは3τ3・Ll脂肪細胞を用いて脂肪

蓄積を抑制するポリフェノールの探索を行った。その結果はアシタパ由来カfレコンである

4・hydroxyderricin(4HD)と xanthoangelol(XAG)、ソウズク由来カノレコンである cardamonin

(CAR)ならびにカパに含まれるf!avokawainBσKB)は細胞毒性を示さず、より高い脂肪蓄積

抑制効果を有する化合物であることが判った。 SectionBにおいて4HDとXAGが脂肪蓄積

を有意に抑制した。その作用機構を調べたところ、これらのカルコンは、脂肪細胞の分化

マーカーである転写因子 CCAAT/enhancer-bindingprotein (c.厄BP)6、αと peroxisome

prolifera旬，r-ac首vatedrecepωr (PPAR)yの発現をmRNAとタンパク質レベルで抑制し、また、

糖輸送担体である GLUT4の発現をタンパク質レベルで抑制した。さらに、これらのカノレコ

ンは、 AMP-activa凶 proteinkin蹴 (AMPK)，ex回cellularsignal-regulated kinase (ERK)および

-c-Jun arninO"旬:rminalkinお飴(刷K)のリン酸化を促進した。 4HDとXAGによる CABP6、qと

PPARyの発現抑制は、AMPK、ERKおよび別Kのリン酸化限害剤によりキャンセノレされた。

これらのことにより、 4HDとXAGは、 AMPK、ERKおよびJNKのリン酸化充進を介して

脂肪細胞の分化に関わる P臥 RyとCABPsの発現を抑制した。その結果より、細胞内の脂

肪蓄積が減少することが判った。 SectionCでCARとF胞の脂肪細胞分化抑制機構につい

て検討した。 CARとF阻は、 ERKの活性化を介して、脂肪細胞の分化に関わる PPARyと

C厄BPaの発現を抑制した。その結果により、細胞内の脂肪蓄積が減少することが判った。

以上の結果から、 4HD、XAG、CARとF阻は肥満の予防・改善に有効な食品因子であるこ

とが示唆された。

第2章では、 HepG2細胞を用いた細胞内の中性脂肪蓄積量を指標とした評価モデ〉レを確

立した。確立したモデルを用いて4HD，XAG， CARとFKBが肝細胞における脂質代謝に及ぼ

す影響を検討した。これらのカルコンは脂肪酸による HepG2細胞内の脂肪蓄積を抑制した。

メカニズムを解明するとこれらのカfレコンは sterolregulatory element binding protein-l 

(SREBN)の発現を抑制し、脂肪酸酸化に関連マーカーPPAR且の発現を促進することが判っ

た。また、これらのカノレコンはAMPKとliv，町kinぉeBl(L阻1)のリン酸化を促進した。以上

の結果から、 4HD、XAG、CARとF阻はAMP肌 KBI伝達経路を介してHepG2細胞内の

脂肪蓄積を抑制することが判った。

第3章では、カノレコンである 4HDとXAGが多く含まれているアシタパ抽出物 (AE)

を用いて30%ラード添加高脂肪食に混餌した飼料をマウスに摂取させ、肥満やインスリン



(氏名: 張天順 NO. 2)  

抵抗性に及ぼす効果を検討し、その作用メカニズムの解明を行った。脂肪組織と肝臓両方

でAEはAMPKのリン酸化を促進して脂質代謝を制御したことが明らかとなった。脂肪組

織において、 AEは高脂肪食による脂肪合成に関連するマーカーである PPARy、C氾BPaお

よび SREBP・1の発現の上昇を抑制し、白色脂肪組織における脂肪蓄積を低下させた。肝臓

において、 AEは高脂肪食による脂肪合成に関連するマーカーである S胞 BP-lとfattyacid 

synthaseの発現を抑制し、カノレニチンパルミトイルトランスフエラーゼ・lA、アシル・CoAオ

キシダーゼおよび PPARaの発現を促進することを明らかにした。それとともに、 AEは高

脂肪食による肝臓脂質量の構加を抑制した。また、 AEは高脂肪食による血祭グルコースお

よびインスリン量の増加を抑制し、アディポネクチンの低下を促進することを明らかにし

た。これらの結果から、 AEはAMPKリン酸化の促進を介して、高脂肪食摂取による脂肪蓄

積とインスリン抵抗性の予防につながると考察した。

本学位論文に記載の研究の実施により、 4HD，XAG、CARおよび F阻がAMPK、ERK

および JNKの活性化を介した脂肪細胞分化を抑制したことを明らかにした。また、 HepG2

細胞において、これらのカノレコンはAMPKlLKBl伝達経路を介する脂肪蓄積を抑制するこ

とか分かった。さらに、 4HDおよびXAGが多く含まれているアシタパ抽出物はAMPKの

活性化を介した肥満およびインスリン抵抗性を改善した。これらのことにより、カルコン

は脂肪蓄積を抑制するとともに、肝臓の脂肪蓄積およびインスリン抵抗性を改善する効果

を持つという作用機構が明らかとなった。

本学位論文の附章として、以下のことを行った。

黒大豆種皮抽出物 (BE)はポリフェノーノレが多く含まれており、様々な生理機能を持つ

ことが報告されている。本研究では、 BEとBEからのanidin3-g1ucoside (C3G)を除去した

BE (PC-rich BE)、ならびにこれらに含まれている C3Gやプロシアニジンを用いて、 DNA

損傷抑制効果とそのメカニズムを解明した。 BEは変異原性が認められなかったが、それに

含まれる C3Gとプロシアニジン(二量体、三量体、四量体)がbenzo(a)pyrene[B(a)P]および

4-ni仕'oquinolinel-oxide (4NQO)に対して抗変異原性を示すことを見出した。 HepG2細胞にお

いて、 C3GとプロシアニジンはB(a)Pにより誘導された町1hydrocarbon receptor核内移行と

c戸ochromeP4501Alを抑制した。一方、 C3Gとプロシアニジンは nuclearfactor-ery曲roid

2・relatedfactor 2の核内移行と第二素酵素g1utathioneS・甘ansferaseasの発現を促進することが

判った。これらのことを介して B(a)Pによる DNA損傷を抑制したことが明らかとなった。

また 2，2'・位obis(2・amidinopropane) dihydrochloride (AAP町により誘導された

8・.hydroxy-2'-deoxyguanosine (8・OHdG)の生成に対する BEおよびそれに含まれているポリフ

ェノールによる阻害効果を検討した。本研究で細胞系における LC-MSIMSを用いた、

ふOHdGの分析方法を確立し、この方法を用いて、 BEに含まれるプロシアニジン，カテキ

ンおよびエピカテキンが 8・OHdGの生成を抑制することを明らかにした。以上の結果によ

り、BEに含まれているポリフェノーノレがB(吟P、4NQOおよびAAPHにより誘導されたDNA

損傷や変異原性を抑制することが明らかになった。



(別紙1) 論文審査の結果の要旨

氏名 張天順

論文 Studies on 也のe肥p満，rev，おenよtiv，びeeイffeンctスS of cha1cones on ob ω ity and insulin resistance 
題目 (カルコン リン抵抗性予防効果に関する研究)

区分 職名 氏 名

主査 教授 芦田均

審査
副査 教授 白井康仁

員委 副査 教授 上曽山博

副査 准教授 橋本堂史

国l査

要 旨

近年，肥満に伴う結尿病や脂肪肝患者が増加の一途をたどっており，予防医学の観点から，肥満による

インスリン抵抗性や高血糖を抑制する食品因子の探索およびその作用機構の解明が求められている。本学

位論文は，アシタバ，ソウズク，オオパンガジュツ，カパをはじめとする多くの植物性食品に含まれてい

るカノレコンに着目し，その肥満やインスリン抵抗性に対する予防効果と作用機構についての解明を行った i

成果の集積である。これまでに，カルコンは，抗バクテリア性，抗菌性，抗腫蕩性，抗炎症性などの機能|

性を示すことが報告されている。しかし，カルコンの肥満およびインスリン抵抗性予防効果についての研

究は少なく，作用機構は不明であった。

そこで，学位申請者である張天順氏は，不明であった作用機構を解明すベく研究に着手し，成果を積み

重ねた。同氏の研究成果の概要は以下のとおりである。培養細胞および実験動物を用いて，カルコンであ

る4-hydroxyderricin(4HD)， xanthoangelol (XAG)， cardamonin (CAR) ，ならびにf1avokawainB (FKB)が

AMP-activated 阿倍in凶 ase(AMPK)と細m胞ito島の町分トa化ctiをva抑teda pmteh kinぉes(t.仏PKs)のリン酸化充進を介して，
マウス由来の脂肪細胞である 3百・LI 分イ 抑制することを見出した。また，ヒトの肝細胞である

HepG2細胞において，これらのカルコンは，脂肪酸により誘導された脂肪蓄積に対して， ¥iver kin蹴 Bl
(L阻l)/AMPK情報伝達経路の活性化を介して抑制作用を発揮することを明らかにした。さらに， 4HDお

よびXAGが多く含まれているアシタパ抽出物をマウスに 16週間摂取させたところ，肝臓と白色脂肪組織

において，アシタパ抽出物は AMPKのリン酸化を充進させることで，肥満およびインスリン抵抗性を抑

制することが強く示唆された。これらの成果から，カルコンは脂肪蓄積を抑制するとともに，脂肪肝およ

びインスリン抵抗性の発症を予防する作用機構を提唱している。

本学位論文は，緒言と結語，ならびに以下の三つの章と附章から構成されている。

緒言では，肥満，脂肪肝並びにインスリン抵抗性を含む生活習慣病について概説し，これらの生活習慣

病予防に果たす食品の重要性を論じている。特に，多くの生活習慣病の基盤病態となる肥満予防に関して，

ポリフェノールの機能と役割に関する従来の知見を解説している。さらに，ポりフェノールの中で，カノレ

コンに特化して，その生理活性や疾病予防効果の詳細を研究背景として紹介している。

第 1章は， 4HD， XAG， CAR，ならびに FKBの脂肪細胞分化抑制機構について検討した結果を三つの

セクションに分けて述べている。はじめのセクションでは， 49種のポリフェノールを用いて， 3T3-LI脂

肪細胞が分化に伴って蓄積する脂肪滴の形成を抑制する化合物を探索した結果，アシタパ由来カノレコンで

ある 4HDとXAG，ソウズク由来カルコンである CAR，ならびにカパに含まれる FKBが，強い脂肪蓄積

抑制効果を有する化合物であると明らかにした。次のセクションでは， 4HDとXAGによる脂肪蓄積抑制

効果の作用機構を調べている。これらのカルコンは，脂肪細胞特異的な分化マーカーであり，転写因子で

もある CCAAT/，危'enh組anc印er.占泊in叫dingprotein (，にC厄BP)sとa仇，ならぴにp伊erox対i鈎 meprolifc島eraωrト-a'ωctivat匂ed

rωeptor (PPAR)γ の発現を mRNAとタンパク質レベルで抑制し，また，糖輸送担体である glucose

首祖sporter句碑(GLUT)4の発現をタンパク質レベノレで抑制することを見出した。さらに，脂肪細胞の分

化マ}カーの上流で， AMPKと， MAPKsに属する e油 acel1ularsignal・regulatedkinぉe(ERK)およびかJun
醐 ino・termina1kin蹴 s(別 K)のリン酸化が促進されることも見出した。 AMPK，ERK，ならびに応lKのりン

酸化阻害剤を細胞にカルコンと同時処理することにより， 4HDとXAGによる C厄BPs，aとPPAR'Yの発

現抑制がキャンセルされることも確認した。これらのことから， 4HDとXAGは， AMPK， ERKおよび

別 Kのリン酸化充進を介して脂肪細胞の分化に関わるPPAR:yとC氾BPsの発現を抑制し，その結果として，

細胞内の脂肪蓄積が抑制される作用機構が明らかとなった。最後のセクションでは， CARとFKBによる

氏名 | 張天順

脂肪細胞の分化抑制機構の解明を行い， CARとF阻は， 4HDとXAGと同様に， ERKの活性化を介して，

脂肪細胞の分化に関わる C厄BPaとPPAR:γの発現を抑制することで，細胞内の脂肪蓄積が抑制することを明

らかにした。以上の結果から，カノレコンは肥満の予防・改善に有効な食品因子であると考察している。本章

の内容の一部は，Mole，αdarNutri，白Onand Food Rese四'ch，57， 1729-1740， 2013に掲載されている。
第2章では，脂肪酸により誘導された肝細岨の脂肪蓄積抑制に対するカルコンの効果を検討した結果を述
べている。まず， HepG2細胞に各種脂肪酸を添加して，最も細胞内に中性脂肪を蓄積することができる条件
を定めることで評価モデルを確立した。確立したモデルを用いて， 4HD， XAG， CAR，ならびに FKBが，

HepG2細胞内への脂肪蓄積を抑制することを明らかにした。また，作用機構として，これらのカルコンは
sterol regulaωry element binding protein-l (SREBP-l)の発現を抑制じ，脂肪酸酸化に関わる転写因子であ

るPPARα の発現を促進すること，さらに，これらの上流でカルコンはLKBlとAMPKのリン酸化を促進さ

せることを見出した。以上の結果から， 4HD， XAG， CARヲならびに FKBは， LKBlIAMPK伝達経路を活
性化させ，脂肪酸による HepG2細胞への脂肪蓄積を抑制すると考察している。本章の内容は，Food and 
Functionに投稿中である。

続く第3章では，カルコンである 4HDとXAGが多く含まれているアシタバ抽出物の脂質代謝改善効果を

動物実験で検証している。アシタパ抽出物を， 30%ラードからなる高脂肪食と対照食に混餌した飼料をマウ

スに 16週間摂取させ，食餌誘導性の肥満やインスリン抵抗性に対する抽出物の効果を確認するとともに，

作用機構も検討している。その結果，アシタパ抽出物が，脂肪組織と肝臓のいずれにおいても A阻 Kの活

性化を促進することを見出した。白色脂肪組織においては， AMPKの活性化が高脂肪食により誘導された脂

肪合成に関連タンパク質である PPAR'Y， C厄BP払ならびに SREBP-lの発現抑制を介して脂肪蓄積を低下さ

せることが判った。一方で，肝臓におけるAMPKの活性化は，高脂肪食により誘導される SREBP-lとfa町民id

m泊蹴の発現を抑制し，逆に，脂肪政分解に関わるカルニチンパルミトイルトランスフエラーゼ・lA，アシ
ルーCoAオキシダーゼ，ならびにPPARaの発現を促進させることで，高脂肪食が惹起した肝脂質量の増加を

抑制することが判った。さらに，アシタパ抽出物は高脂肪食による血策グルコース量およびインスりン量の

網加を抑制し，アディポネクチン量の低下を改善することも判った。これらの結果から，アシタパ抽出物は，

AMPKの活性化促進を介して，高脂肪食摂取による脂肪蓄積と分解に関わる因子の機能異常を改善させ，肥

満やインスリン抵抗性発症の予妨につながると考察している。本章の内容は，投稿準備中である。

結語では，カルコンの脂質代謝改善効果に関する研究成果を取り纏めるとともに，解決すべき残された課

題と今後の展望について論じている。

最後に，本学位論文の附章として，黒大豆種皮抽出物とこの抽出物に含まれるポリフェノールによる DNA

損傷抑制作用機構を調べた成果を示している。まず，黒大豆種皮抽出物と句anidin3・glucoside(C3G)を除去

した黒大豆種皮抽出物，ならびに抽出物に含まれている C3Gやプロシアニジン類(二量体，三量体，四量体)

は， benzo(a)pyrene [B(吟Pjおよび4-nitroquinoline1-0明ide(4NQO)に対して抗変異原性を示すことを明らかにし

た。また， HepG2細胞において， C3Gとプロシアニジン類は， B(a)Pにより誘導された小核形成を抑制し，

また， arylhy合ocarbonrecep加の核内移行とその下流の薬物代謝第I栂酵素 cytωhromeP4S01Alの発現を抑
制した。一方，これらのポリフェノールは， nucl叩 factoトeη世lroid2・m加edfactor2の核内移行を促進し，下

流の薬物代謝第E相酵素g1噸thioneS司加nsferas白の発現促進を介してDNA損傷を抑制することを見出した。

さらに， 2，2' -azobis(2-翻 idinopropane) dihydrochloride (AAPH)により誘導されたらhy命oxy-2'-

deoxy忽Iallosine(8・OHdG)の生成に対する泉大豆種皮抽出物とそのポリフェノ円ノレの阻害効果を検討して

いる。細胞系における LC-MSIMSを用いた 8-οHdGの分析方法を確立し，この方法を用いて，プロシアニジ

ン類と単量体であるカテキンおよびエピカテキンがふOHdGの生成を抑制することを見出した。以上のこと

から，黒大豆種皮抽出物とそのポリフェノーノレ




