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緒言 

 我が国の平均寿命は1980年代に世界第 1 位となり、2021年時点で男性は

81.47 歳、女性は 87.57 歳と、現在に至るまで常に上位を維持しており、健康

長寿国として知られている  [1] 。日本が長寿国となった要因として、医学の進

歩や生活水準の向上の他に、日本独自の食文化、すなわち日本食の影響が大き

いと考えられている。日本食は欧米食と比べ、低脂肪、低カロリーであり、植

物性食品や魚介類の構成量が多いと言われている。さらに、発酵食品や緑茶な

ど、健康に有益であると考えられている食品を習慣的に食していることも特徴

の一つである  [2] [3]。 

しかし、近年我が国では食の欧米化が進み、主要な食材が植物性食品から

動物性食品へと変化したことにより、乳製品や肉類などの動物性タンパク質や

油脂類摂取が増加し、肥満者が増加傾向にある。農林水産省の令和 2 年度食料

需給表によると、国民 1 人の 1 年当たりの供給純食料 (1人あたりの年間消費量

に該当 ) を1975年と2020年で比較したところ、野菜の消費量は 110.7kg から

88.5kg に、魚介類の消費量は 34.9 ㎏から 23.4 ㎏と減少しているのに対し、肉類

は 17.9kg から 33.5kg 、牛乳・乳製品は 53.6kg から 94.3kg 、油脂類は 10.9kg から

14.4kg と増加傾向にある  [4] 。加えて、核家族化の進行や共働き家庭の増加を

背景に外食や中食が増加しており  [5] 、このような食生活習慣の変化も肥満者

増加の要因となっている。  

肥満は糖尿病、高血圧、高脂血症などの症状として複合的に見られるメタ

ボリックシンドロームの原因であることから、多くの国々において問題視され

ている  [6] 。肥満度の判定には、国際的な標準指標である BMI(Body Mass 

Index ：体重 (kg)/身長(m)2)が用いられており、統計上肥満との関連が強い糖尿

病・高血圧・高脂血症の罹患が最も低い値とされている。また、体脂肪率に関
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しては、男性で15～ 20% 、女性で20～ 25% で標準、男性 25% 以上、女性 30% 以

上で肥満であると判定される。  

厚生労働省によると、日本国内における20歳以上の男女における肥満者の

割合は、男性は1976年で 15.2% であったのに対し、2020年では 31.3% と増加傾

向にある。また女性の肥満者の割合は1976年で 21.1% であったのに対し、2020

年では 20.6% とわずかに減少したが、若年女性ではBMIは標準値でも、筋肉や

骨と比較して脂肪が多い、つまり体脂肪率が高い状態 ( 隠れ肥満 ) が多いとこ

とが示唆されている  [7] 。 

一方、脂肪細胞とは細胞質に脂肪滴と呼ばれる脂肪の塊を有する細胞で、

脂肪を貯える役割を持つ。脂肪細胞はアディポサイトカインと呼ばれる生理活

性物質を分泌し、糖尿病、高血圧、高脂血症、動脈硬化を引き起こすことが認

められている  [8] 。エネルギーの過剰摂取に伴い大型化した脂肪細胞が増加す

ると、脂肪細胞の機能不全に陥り、健康にマイナスの影響を与えるアディポサ

イトカインの分泌が亢進する。アディポサイトカインの 1 つであるアンジオテ

ンシンⅡは血圧を上げる作用を持ち、高血圧症の原因となる。また、

TNF-α(Tumor Necrosis Factor-α) はインスリン抵抗性を引き起こし、糖尿病の発

症につながり、 PAI-1(Plasminogen Activator Inhibitor type 1) は血液を固めて血栓

を作りやすくすることが明らかにされており  [9] 、これらのアディポサイトカ

インにより生活習慣病と呼ばれる疾患を引き起こすことが認められ、脂肪細胞

の肥大は生活習慣病の発症と密接な関係が深いとされている。我が国において

も肥満者が増加傾向にあり、生活習慣病患者数の増加は現代の重要な社会問題

とになっている。 

このような肥満による健康被害問題を解決する方法として、発酵食品が注

目を集めている。発酵食品とは微生物を利用して食材をより有用な形に変化さ
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せたもので、日本に数多く存在し、代表的な発酵手法である清酒醸造によって

得られる副産物である酒粕も発酵食品の１つである。  

酒粕とは、日本酒の醪 ( もろみ ) を圧搾した後に残る固形物のことを指す。

醪とは日本酒を造る際に、酒母という酒の酛になるものに、麹、蒸米、仕込み

水を混ぜて発酵させたものである。酒粕は我が国において漬物、粕汁や甘酒と

して食され、長い食経験を持つ。「酒は百薬の長」とも言われ、清酒はヒトの

健康に対し何らかのプラスの影響を及ぼしていると考えられ、さらに清酒製造

の副産物に関しても同様な健康効果 ( 機能性 ) を有していると考えられる。  

これまで報告されている酒粕の機能性は、ラットを用いた研究においてコ

レステロール上昇抑制効果  [10] [11]、血圧降下作用  [12] [13]、マウスを用いた

研究において肝障害抑制効果  [14]、ヒトの腸内環境の改善 [15]など、様々な効

果が報告されている。さらに酒粕には食物繊維やレジスタントプロテインなど

が豊富に含まれており、内臓脂肪の低下  [16]、脂質排泄 [16]などの肥満に対す

る抑制効果も認められている。  

このように、酒粕はこれまで報告された以外でもまだ多くの機能性を持つ

可能性が秘められていると考えられ、酒粕に関する研究は未だ発展の途上であ

ると考えられる。よって、本研究では酒粕の新たな機能性を見出し、その詳細

なメカニズムについて解析することを目的として研究を実施した。  

本論文では、第 1-3 章において酒粕素材の脂肪細胞の脂肪蓄積効果の検証、

4 章では酒粕素材の化粧品素材としての有効性の検証を目的とした。  
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第 1 章 . マウス 3T3-L1 細胞における酒粕素材抽出液の脂肪蓄積に対する影響 

緒言 

第 1 章では酒粕素材の肥満抑制効果について検証するために、マウス由来

の前駆脂肪細胞3T3-L1細胞を用いて、酒粕素材抽出液の前駆脂肪細胞3T3-L1細

胞の分化および脂肪蓄積に対する影響について解析した。  

本研究において使用した酒粕素材の試料は20℃、60℃、 100 ℃にて抽出を

行った。20℃での抽出は蒸留水添加、60℃での抽出は60℃に温めた蒸留水を添

加した後、温度を維持しながら抽出を行った。60℃はアミノ酸が最も抽出され

易い温度であるとされている。酒粕には豊富なアミノ酸が含まれており、アミ

ノ酸は脂肪細胞の分化および脂肪蓄積に関与している可能性が示唆されている

ため60℃での抽出を行った。また、 100 ℃での抽出は蒸留水を添加し、オート

クレーブで高温抽出を行った。20℃および60℃よりも高温で抽出を行うことで、

より抽出され易い成分があるのではと考え、 100 ℃での抽出を行った。これら

抽出試料を用いて成分分析を行うことで、脂肪細胞の分化および脂肪蓄積抑制

に関与する成分を検討するため、成分分析を行った。  

一方、 3T3-L1 細胞は脂肪細胞へ分化誘導されることで細胞内に脂肪滴を蓄

積する特徴を有することから、脂質代謝の細胞モデル系として脂質代謝研究な

どに広く用いられている。高グルコース含有の培地中において、

Dexamethasone(DEX)  および 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) で  48 時間刺激

し、インスリン存在下で培養することによって細胞内に脂肪滴を有することが

できるようになる  [17]。 3T3-L1 細胞を用いた先行研究においては、ブルーベリ

ー果皮抽出物における脂肪細胞の分化および脂肪蓄積抑制効果  [18]やミカン科

樹木のキハダにおける脂肪蓄積抑制効果  [19]が報告されている。また、発酵食

品に関しては、緑茶に含まれるEpigallocatechin gallate(EGCG)および  
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(-)-Epigallocatechin 3-(3”-O-methyl)gallate(EGCG3" Me) による脂肪蓄積抑制効果  [20]、

発酵キムチにおける脂肪蓄積抑制効果  [21]、タイのタウジャオ ( みそ様発酵食

品 ) に含まれる1-Methyl-1,2,3,4-tetrahydro-β-carboline-1α-carboxylic acid(MCTA)

の分化抑制効果  [22] など、 3T3-L1 細胞はさまざまな食品成分の脂肪蓄積ま

たは抑制効果の検証なに関する研究において活用されている。  

 よって本研究では、3T3-L1細胞を用いて、酒粕素材から抽出した試料の脂肪

細胞における脂肪細胞分化および脂肪蓄積に与える影響について検討した。  

 

1. 材料および方法 

1-1. 酒粕素材の成分分析および酒粕素材抽出液の成分分析  

1-1-1 ．材料 

 ヤエガキ発酵技研株式会社様より分与いただいた、以下 3 種類の酒粕素材を

粉末化したものを材料として供試した。  

・酒粕を凍結乾燥し粉末化した酒粕パウダー ( 以下、酒粕 )  

・酒粕を再度発酵して得られたエキスから不溶物を抽出し、粉末化した酒粕難

消化成分パウダー ( 以下、難消化成分 )  

・酒粕を再度発酵して得られたエキスを粉末化した酒粕発酵エキス末 ( 以下、

発酵エキス末 )  

 

1-1-2 ．材料の成分分析 

(1)Somogyi-Nelson 法による全糖量の定量 

酒粕、難消化成分、発酵エキス末をそれぞれ直径 25mm 、長さ 200mm の

試験管に 1.0g 精秤し、蒸留水 20ml と 25%HCl( 和光純薬工業株式会社 ) 2ml を

加えて十分に撹拌後、シリコン栓 (25mm×21mm×29mm) の中心に穴を空けてガ
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ラス管 ( 外径 7mm) を通した冷却管を試験管に取り付け、沸騰湯浴中で 2 時間

加熱した。加水分解終了後、冷却管を取り付けたまま流水で冷却した。加水分

解後に得られた分解液全量を 50ml メスフラスコに写し、メスアップ後、No.2

のろ紙 (ADVANTEC) でろ過し、全糖量の定量のサンプルとした。  

グルコースを 5mg/ml となるよう蒸留水で定量し、糖原液とした。糖原液

を蒸留水にて調製し、検量線作成用標準溶液とした。試験管にサンプルまたは

検量線作成用標準溶液を 0.25ml入れ、ソモギー試薬 ( 和光純薬工業株式会社 )

を 0.25ml加え、十分に撹拌した後、試験管にアルミホイルでキャップをし、沸

騰湯浴中で20分間加熱した。加熱後、流水で冷却し、ネルソン試薬 ( 和光純薬

工業株式会社 )0.5ml を加えてよく撹拌し、室温で15分間反応させた。反応後、

蒸留水を 4ml 加えて撹拌し、分光光度計 (GeneQuant 100 ： GE Healthcare 製 )

により波長 500nmにて吸光度を測定した。検量線作成用標準溶液から検量線を

作成し、サンプルの全糖濃度を求めた。  

 

(2)Somogyi-Nelson 法による直糖量の定量 

酒粕、難消化成分、発酵エキス末をそれぞれビオラモ遠沈管 (VIO-50R：

AS ONE 製 ) に入れ、 9 倍量の水温20℃の蒸留水を加えて十分に撹拌し、ロー

タリーミキサー (NRC-30D ： NISSIN) にて30分間抽出した後、遠心分離機

(LC-120 ： TOMY 製 ) にて遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを直糖量

の定量のサンプルとした。直糖量の定量は、 (1)Somogyi-Nelson 法による全糖量

の定量と同様の方法で行った。  

 

(3) ケルダール法による粗タンパク質量の測定  

 酒粕、難消化成分をそれぞれビオラモ遠沈管に入れ、そこに 9 倍量の水温
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20℃の蒸留水を加えて十分に撹拌し、ロータリーミキサーにて30分間抽出した

後、遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを粗タンパク質の定量のサンプ

ルとした。 

サンプルにケルダール用分解促進剤、濃硫酸および過酸化水素水を加え、

420 ℃で 1 時間加熱処理した。処理後のサンプルをケルダール分析装置

(Kjeltec 2300 ：フォス・ジャパン株式会社製 ) に供し、得られた窒素含量に係

数 6.25 を乗じたものを粗タンパク質量とした。  

 

(4) 酵素 - 重量法による食物繊維量の測定  

 酒粕、難消化成分のそれぞれビオラモ遠沈管に入れ、そこに 9 倍量の水温

20℃の蒸留水を加えて十分に撹拌し、ロータリーミキサーにて30分間抽出した

後、遠心分離機で遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを食物繊維定量の

サンプルとした。  

サンプルを 0.08M リン酸緩衝液 (pH6.0) に懸濁し、 α-アミラーゼ ( ターマ

ミル：Novo Nordisk)を加え沸騰水中で30分間反応した。反応後、 pH7.5 に調整

しプロテアーゼ ( プロテアーゼP-5380：Sigma)を添加し、60℃で30分反応させ

た。反応後、 pH4.3 に調整し、アミログルコシダーゼ ( アミログルコシダーゼ

A-9913： Sigma 製 ) を添加し60℃で30分間反応させた。次に酵素処理した液の

4 倍量の95％エタノールを加え、 1 時間静置した後、吸引濾過し、さらにエタ

ノールおよびアセトンで洗浄した。残渣を回収し、 105 ℃で一晩乾燥させた後、

重量を測定した。残渣中の粗タンパク質および灰分を測定し、残渣重量より両

者を減じたものを食物繊維とした。  
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(5) 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) を用いたオルトフタルアルデヒド蛍

光法による遊離アミノ酸の測定  

 酒粕、難消化成分、発酵エキス末をビオラモ遠沈管に入れ、そこに 9 倍量の

水温20℃、60℃の蒸留水を添加して十分に撹拌し、ロータリーミキサーにて30

分間抽出 (10 分毎にボルテックスミキサーにより撹拌 ) した後、遠心分離機に

て遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを採取した。また、オートクレー

ブ  (BS-325 ： TOMY 製 ) を用い 100 ℃で20分間処理した後、遠心分離機にて遠

心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを採取しサンプルとした。これらの上

澄み液に 9 倍量の 5% スルホサリチル酸 ( 和光純薬工業株式会社 ) を加えて十

分に撹拌した後、0.22µmのフィルター付きエッペン (Millipore) に入れ、遠心分

離機 (Centrifuge 5417R ：Eppendorf AG製 ) で遠心処理 (10000rpm 、 4 ℃、 5

分 ) を行い、ろ液を遊離アミノ酸分析用のサンプルとした。高速液体クロマト

グラフィー (GL-7400：ジーエルサイエンス株式会社 ) を用いて、オルトフタル

アルデヒド蛍光法により解析した。  

 

1-1-3 ．酒粕素材抽出液の成分分析  

(1) 酒粕素材抽出液の作製 

酒粕、難消化成分、発酵エキス末をそれぞれビオラモ遠沈管に入れ、そこ

に 9 倍量の水温20℃、60℃の蒸留水を添加して十分に撹拌し、ロータリーミキ

サーにて30分間抽出 (10 分毎にボルテックスミキサーにより撹拌 ) した後、遠

心分離機にて遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを採取し20℃抽出およ

び60℃抽出サンプルとした。また、オートクレーブ  (BS-325 ： TOMY 製 ) を用

い 100 ℃で20分間処理した後、遠心分離機にて遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行

い、上澄みを採取し 100 ℃抽出サンプルとした。 
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(2) 固形分量の測定 

各酒粕素材抽出液を凍結乾燥し、得た乾燥物を固形物とした。  

 

(3)Somogyi-Nelson 法による全糖量の定量 

全糖量の定量は、 1-1-2 ．材料の成分分析 (1)Somogyi-Nelson 法による全糖

量の定量と同様の方法で行った。  

 

(4) ローリー法によるタンパク質量の定量  

サンプル 1ml を試験管にとり、アルカリ性銅液 ( 和光純薬工業株式会社 )

を 5ml 加えて、ボルテックスミキサーを用いてよく混合し、室温で10分以上放

置した。放置後、希釈フェノール試薬を 0.5ml 加え、直ちにボルテックスミキ

サーで混合し、室温で30分以上放置して反応させた。牛血清アルブミン ( 和光

純薬工業株式会社 ) を蒸留水と混合して検量線作成用標準液を作製し、サンプ

ルと同様の条件で反応させた。 0 µg/ml の反応液をブランクとし、試料および

検量線作成用標準液を添加した反応液を分光度計 (GeneQuant 100 ： GE 

Healthcare)、波長 750nmで吸光度を測定した。検量線作成用標準液から検量線

を作成し、サンプルのタンパク質含量を求めた。  

 

1-2. マウス3T3-L1細胞の培養 

1-2-1. マウス3T3-L1細胞の培養 

 マウス繊維芽細胞3T3-L1細胞 (JCRB 細胞バンク ) を用いた。細胞は

10%Fetal Bovine Serum ( 以下FBS) (GIBCO)と 1% Antibiotics (GIBCO) ( ペニシリ

ン、ストレプトマイシン、アンホテリシン B を含む ) を含む Dulbecco ’ s 

Modified Eagle ’ s Medium-high glucose (以下DMEM) (Sigma-Aldrich)で培養した。
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脂肪細胞への分化誘導は、コンフルエントに達した当日を 0 日目とし、3T3-L1

細胞を 0.5mM 3-isobutyl- 1-methylxanthine (IBMX) (Wako) 、 0.25µM 

Dexamethasone (DEX) (Wako) 、 10µg/ml Insulin (Wako) 、 10%FBS を含むDMEM

で培養し、分化誘導した。分化誘導48時間後、5µg/ml Insulin、 10%FBS を含む

DMEMで培養し、以降48時間毎に培地交換を行い 8 日間培養し、これをコント

ロールとした。サンプル添加区には分化誘導時培地に各種酒粕素材抽出サンプ

ルを培地に 0.1mg/mlおよび 1mg/ml となるように添加し、以降48時間毎に同じ

組成の培地で培地交換を行い、 8 日間培養した。  

 

1-2-2. Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較  

分化誘導後培養 8 日目の細胞を 10%Phosphate buffered saline (以下

10%PBS) ( ナカライテクス ) で洗浄した後 10% ホルマリンにて細胞を固定し、

0.3%Oil Red O ( 和光純薬工業株式会社 ) にて染色した。染色後、風乾させた後、

イソプロピルアルコール  ( 和光純薬工業株式会社 ) を添加してOil Red Oを溶出

させ、マイクロプレートリーダー  (Thermo Fisher SCIENTIFIC) を用いて 560nm

で吸光度を測定した。コントロールの細胞の吸光度を脂肪蓄積率 100% とし、

各酒粕サンプル添加培養細胞の脂肪蓄積率を算出した。  

 

1-3. 統計処理 

全てのデータは平均 ± 標準偏差で表記し、統計ソフトはエクセル統計

(Ver2.12) を使用した。脂肪細胞における脂肪蓄積率については Dunnett 法によ

る多重比較にて統計処理を行った。なお、P<0.05および <0.01 を有意とした。 

 

 



11 

 

2. 結果 

2-1. 酒粕素材の成分分析および酒粕素材抽出液の成分分析  

2-1-1. 材料の成分分析  

(1) 酒粕素材の成分分析の結果 

 酒粕素材の成分分析結果を表 1 に示した。全糖量については 3 種類の酒粕素

材で分析した。その結果、酒粕で 292.3mg/g 、難消化成分で 219.1mg/g 、発酵

エキス末で 267.7mg/g であり、 3 種類の材料間で有意な差は認められなかった

( 表 1)。 

 酒粕と難消化成分について、直糖量、粗タンパク質量、食物繊維量について

成分分析を行い、表 1 に示した。直糖量については、酒粕は 6.6mg/g 、難消化

成分は 4.3mg/g 、の直糖を含んでいることが明らかになった。粗タンパク質に

ついては、酒粕で 253.0mg/g 、難消化成分で 413.0mg/g であった。また、酒粕

は 76.0mg/g 、難消化成分は 257.0mg/g の食物繊維を含んでいることが明らかに

なった。 

酒粕素材の成分分析の結果、難消化成分には食物繊維が、発酵エキス末に

は遊離アミノ酸が豊富に含まれていることが明らかになった。  

 

(2) 高速液体クロマトグラフィーを用いたオルトフタルアルデヒド蛍光法によ

る遊離アミノ酸の測定  

遊離アミノ酸総量の結果を表 2 に示した。酒粕20℃抽出液では51.4 mg/g、

60℃抽出液では 58.4mg/g の遊離アミノ酸が、難消化成分20℃抽出液では

21.5mg/g 、60℃抽出液では 32.9mg/g 、 100 ℃抽出液では 26.5mg/g の遊離アミノ

酸が含まれていた。また、発酵エキス末20℃抽出液では 200.2mg/g 、60℃抽出

液では 193.0mg/g の遊離アミノ酸が含まれ、20℃抽出、60℃抽出の両方におい
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て、発酵エキス末が遊離アミノ酸が最も多く含まれていた。  

 また、各材料の20℃および60℃抽出液の16種類の遊離アミノ酸量の結果につ

いて図 1 、 2 に示した。難消化成分の 100 ℃抽出液の遊離アミノ酸を測定し、

図 3 に示した。20℃抽出液では、発酵エキス末、酒粕、難消化成分の順で遊離

アミノ酸総含量が高かったが、チロシンについては酒粕よりも難消化成分の方

に多く含まれていた ( 図 1)。また、60℃抽出液においても、同様な傾向を示し

た ( 図 2)。さらに、難消化成分 100 ℃抽出液においては、チロシンが最も多く

含まれていた ( 図 3)。 

 

2-1-2. 酒粕素材抽出液の成分分析 

酒粕素材を20℃、60℃、 100 ℃で抽出した抽出液の成分分析の結果につい

て、酒粕抽出液の結果を表 3 に、難消化成分抽出液の結果を表 4 に示した。 

酒粕と難消化成分の直糖量、粗タンパク質量、食物繊維量の結果を表 3 、

4 に示した。 

固形分量については、酒粕において20℃抽出液で5.08g/100ml、60℃抽出液

で 5.28mg/100ml 、 100 ℃抽出液では5.22g/100mlであった。一方、難消化成分で

は20℃抽出液で0.82g/100ml、60℃抽出液で0.80g/100ml、 100 ℃抽出では

1.01g/mg であった。酒粕抽出液においては抽出温度間で顕著な違いはみられな

かったが、難消化成分においては20℃抽出液および60℃抽出液よりも、 100 ℃

抽出液で溶解量が多かった。 

全糖量の定量の結果については、酒粕では20℃抽出液で1.74g/100ml、60℃

抽出液で1.85g/100ml、 100 ℃抽出液で1.91g/100ml、難消化成分では20℃抽出液

で0.11g/100ml、60℃抽出液で0.13g/100ml、 100 ℃抽出液で 0.22g/mg であった。

酒粕と難消化成分ともに抽出温度の上昇に伴い、全糖量が増加する傾向が見ら
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れた。 

タンパク質量は、酒粕では20℃抽出液で0.21g/100ml、60℃抽出液で

0.20g/100ml、 100 ℃抽出液で0.16g/100ml、難消化成分では20℃抽出液で

0.54g/100ml、60℃抽出液で0.59g/100ml、 100 ℃抽出液で 0.66g/mg であった。難

消化成分では抽出温度の上昇に伴い、タンパク質量が増加する傾向が見られた。  

 

2-2. マウス  3T3-L1 細胞の脂肪蓄積に対する酒粕素材抽出液の影響  

2-2-1. Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較  

コントロールの分化誘導 8 日目の細胞における脂肪蓄積量をコントロール

として、各サンプル添加培養細胞の脂肪蓄積率を算出した。 

蓄積率についてはコントロールの脂肪蓄積率を 100% とした。酒粕抽出液

添加細胞の脂肪蓄積率は、20℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 99.2% 、 1mg/ml 添加

区で 97.6% 、60℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 94.4% 、 1mg/ml 添加区で 89.6% 、

100 ℃抽出液 0.1mg/ml添加区で101.6%、 1mg/ml 添加区では 89.8% であった

( 図 4)。60℃抽出液 1mg/ml 添加区 (p<0.05) および 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加

区 (p<0.01) において、コントロールと比較し脂肪蓄積率の有意な抑制が認めら

れた。 

酒粕難消化成分抽出液添加細胞では、20℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 95.8% 、

1mg/ml 添加区で 96.1% 、60℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 93.9% 、 1mg/ml 添加

区で 90.7% 、 100 ℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 90.6% 、 1mg/ml 添加区で 80.9%

であった ( 図 5)。60℃抽出液 1mg/ml 添加区 (p< 0.05) 、 100 ℃抽出液 0.1mg/ml

添加区 (p<0.05) および 1mg/ml 添加区 (p<0.01) において、有意な脂肪蓄積率の

抑制が認められた。とりわけ、 100 ℃抽出液添加細胞では濃度依存的に脂肪蓄

積が抑制され、 1mg/ml 添加区では 80.9% と最も脂肪蓄積率が低かった。  
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 発酵エキス末抽出液添加細胞では、20℃抽出液 0.1mg/ml添加区で 99.4% 、

1mg/ml 添加区で 97.8% 、60℃抽出液 0.1mg/ml添加区で114.6%、 1mg/ml 添加

区で111.0%であり、コントロールと比較し全ての添加区において有意な違いは

認められなかった ( 図 6)。 

 

3. 考察 

3-1. 酒粕素材の成分分析および酒粕素材抽出液の成分分析 

 酒粕素材の成分分析の結果、酒粕と比較し、難消化成分は食物繊維含量およ

び粗タンパク質量が多く含まれていることが明らかになった ( 表 1)。難消化成

分は、原料の酒粕を再び発酵させ、発酵物の不溶性画分を集めて乾燥させて製

造するため、酒粕に含まれる不溶性食物繊維および不溶性タンパク質の大部分

は難消化成分に含まれていると考えられる。 

酒粕および難消化成分と比較し、発酵エキス末には遊離アミノ酸が多く含

まれていることが認められた ( 表 2)。その理由としては、発酵エキス末は酒粕

を再び発酵させることで酒粕に含まれているタンパク質やペプチドの分解が起

こり、遊離アミノ酸含量が増加したと考えられる。  

酒粕素材抽出液の成分分析の結果においては、酒粕抽出液には全糖が、難

消化成分抽出液にはタンパク質が多く含まれていることが明らかになった。酒

粕素材の成分分析においても、酒粕は難消化成分と比較して全糖含量が高く、

難消化成分は酒粕と比較してタンパク質が多く含まれていた ( 表 3 、 4)。また、

全ての成分において、抽出温度により抽出量や抽出成分に違いがみられること

が明らかとなった。  
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3-2. マウス3T3-L1細胞の脂肪蓄積に対する酒粕素材抽出液の影響 

3-2-1. マウス3T3-L1細胞における脂肪蓄積  

Oil Red O染色による脂肪蓄積率の比較の結果、無添加のコントロールの細

胞の脂肪蓄積率を 100% として比較した。その結果、難消化成分 100 ℃抽出液

1mg/ml 添加区で 80.9% と最も脂肪蓄積が抑制された ( 図 5)。難消化成分

100 ℃抽出液に脂肪蓄積を抑制する成分が含まれていることが示唆された。 

本研究において脂肪細胞における脂肪蓄積が抑制された要因として、 2 つ

の考え方が推測される。 1 つは、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 培養細胞に

おいて、脂肪細胞の分化には変化がなく、脂肪の蓄積が抑制されたという考え

である。 

脂肪細胞において、脂肪合成に関与する酵素として、 glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase(GPDH)が知られている  [17]。脂肪細胞における脂肪の合成は、グ

ルコースからジヒドロキシアセトンリン酸を経由し、トリアシルグリセロール

が生成される。 GPDH はジヒドロキシアセトンリン酸からグリセロール 3- リン

酸を生成する際に活性化する酵素である。本研究において、脂肪細胞培養時に

難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養することで、 GPDH の活性が抑制さ

れたため、脂肪細胞における脂肪蓄積が抑制された可能性がある。  

また、脂肪細胞やヒトを対象とした肥満における先行研究では、代謝物の

関与が報告されている。肥満・糖尿病モデルマウスの血中代謝物を対象とした

先行研究では、PPARαを活性化した際に、血糖値制御作用がある

lysophosphatidylcholine(LPC)(16:0) と呼ばれる代謝物の血中濃度が特徴的に変動

させ、さらにその代謝物 LPC(16:0) はインスリン抵抗性を生じた脂肪細胞の糖

取込能を一部回復させることが報告されている [23]。また、ヒトの尿および血

漿を対象とした先行研究では、肥満群と標準体重群の代謝物を比較したところ、
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アミノ酸代謝プロファイルが異なることが明らかとなっている  [24]。このこと

から、本研究においても、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞にお

いて、細胞内で何かの成分の代謝の変化が脂肪蓄積抑に関与している可能性が

示唆される。 

2 つ目の考えは、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化が抑制されたため、

脂肪蓄積率が抑制されたという考えである。脂肪細胞は前駆脂肪細胞から脂肪

細胞に分化することで細胞内に脂肪を蓄積することが可能となる。本研究にお

いて、前駆脂肪細胞培養時に難消化成分 100 ℃抽出液を 1mg/ml 添加培養する

ことで、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化が抑制されたため、脂肪蓄積が抑

制された可能性が考えられる。  

これまで脂肪細胞の分化機構において、マスターレギュレーターとして

C/EBPファミリー遺伝子とPPARγが同定されており、これらの遺伝子を中心と

する転写因子カスケードが想定されている。分化誘導直後の脂肪細胞において

は C/EBPβ および C/EBPδ が協調して活性化することで、PPARγおよび

C/EBPα の発現を誘導する。PPARγは、脂肪細胞特有の遺伝子発現を誘導し、

さらに脂肪細胞に脂肪蓄積能を獲得させる  [25]。 C/EBPα はインスリン感受性

の獲得 [26]や増殖と分化の切り替えの機能を持つ  [27]ことが明らかとなってい

る。このことから、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞において、

細胞の分化および脂肪蓄積に関与する遺伝子発現が変化したことにより絞細胞

の分化が抑制された可能性が考えられる。 

以上のことから、第 2 章では第 1 章で明らかとなった難消化成分の脂肪蓄

積抑制効果のメカニズムを明らかにするために、細胞内の代謝物の調べるため

にメタボローム解析を行った。さらに、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加

培養細胞の遺伝子発現の変化を解析するため、 Real-time PCR(Real-time 
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Polymerase Chain Reaction) を行った。 

 

 

第 2 章 . マウス 3T3-L1 細胞における酒粕難消化成分の影響 

緒言 

第 2 章では、第 1 章で明らかとなった酒粕難消化成分の脂肪蓄積抑制効果

について、そのメカニズムを明らかにするために、メタボローム解析および

Real-time Polymerase Chain Reaction (Real-time PCR) を行った。 

メタボローム解析とは、オミックス解析の一種であり、生体内に存在する

代謝物を対象とした解析方法で、生体内の低分子代謝物を包括的かつ網羅的に

とらえる解析方法で、生理・病理機構の発見が可能であることが利点であると

されている [28]。 

肥満・糖尿病モデルマウスの血中代謝物を対象とした先行研究では、

PPARαを活性化した際に、血糖値制御作用がある

lysophosphatidylcholine(LPC)(16:0) と呼ばれる代謝物の血中濃度が特徴的に変動

し、さらにその代謝物 LPC(16:0) はインスリン抵抗性を生じた脂肪細胞の糖取

込能を一部回復させることが報告されている [23]。また、ヒトの尿および血漿

を対象としたメタボローム解析の先行研究では、肥満群と標準体重群の代謝物

を比較したところ、アミノ酸代謝プロファイルが異なることが明らかとなって

いる [24]。 

本研究の第 1 章では、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞で脂

肪蓄積抑制が認められたことを示した。よって、難消化成分 100 ℃抽出液

1mg/ml 添加培養した3T3-L1細胞内の代謝物を解析し、脂肪細胞分化および脂

肪蓄積抑制のメカニズムを代謝物変化の面から明らかにすることを試みた。 
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一方、 Real-time PCR とは定量 PCR(Q-PCR) のひとつで、ポリメラーゼ連

鎖反応による増幅を経時的に測定することで、増幅率に基づいてRNAの発現量

を定量化する方法である。  Real-time PCR では、 PCR 増幅産物をリアルタイ

ムでモニタリングするため、指数関数的増幅域で正確な定量を行うことができ

る。本研究で用いたインターカレーター法は、 PCR によって合成された二本

鎖  DNA に結合し、励起光の照射により蛍光を発することを利用して解析する

方法である。この蛍光強度を測定することにより、増幅産物の生成量をモニタ

ーできるのが特徴である。  

今回実験に用いた3T3-L1脂肪前駆細胞は、前駆脂肪細胞が脂肪細胞に分化

することによって、細胞内に脂肪を蓄積することが可能となる。これまで脂肪

細胞の分化機構において、マスターレギュレーターとして C/EBP ファミリー遺

伝子と PPARγ が同定されており、これらの遺伝子を中心とする転写因子カスケ

ードが想定されている。分化誘導直後の脂肪細胞においては C/EBPβ および

C/EBPδ が協調して活性化することで、 PPARγ および C/EBPα の発現を誘導す

る。 PPARγ は、脂肪細胞特有の遺伝子発現を誘導し、さらに脂肪細胞に脂肪蓄

積能を獲得させる  [25]。 C/EBPα はインスリン感受性の獲得  [26]や増殖と分化

の切り替えの機能  [27]を持つことが明らかとなっている。  

本研究の第 1 章では、難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞で脂

肪蓄積抑制が認められたことを示した。よって、難消化成分 100 ℃抽出液

1mg/ml 添加培養細胞においてどのような遺伝子の発現が上昇、または減少し

ているかを明らかにすることで、脂肪細胞分化および脂肪蓄積抑制のメカニズ

ムを遺伝子発現の面から明らかすることを目的に研究を行った。 

 以上のことから、第 2 章ではメタボローム解析による代謝物の解析および

Real-time PCR による遺伝子発現の解析の 2 つの視点から、脂肪細胞における
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難消化成分の脂肪蓄積抑制効果のメカニズムを明らかにすることを目的とした。  

 

1. 材料および方法 

1-1. Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による細胞生存率の測定 

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分 1mg/ml 添加培養細胞 ( 以下、

難消化成分添加培養細胞 ) の分化誘導後 8 日目をサンプルとし、 Premix 

WST-1 Cell Proliferation Assay System( タカラバイオ株式会社 ) を用いて測定し

た。培地を取り除き、 12well プレートの 1 番上の列に 10%FBS と 0.25% 

Antibiotics を含むDMEM培地を 500µl 添加し、これをコントロールとした。残

りの well は培地を取り除き、 10%FBS と 0.25% Antibiotics を含むDMEM培地と

試薬溶液が10： 1 となるように混合したものを 500µl 添加した。培地交換後、

37℃で15分間反応させた。反応後、 96well プレートに 100µl ずつ分注し、

96well マイクロプレートリーダーにより波長 450nmで吸光度を測定した。無添

加区の細胞の細胞生存率 100% とし、難所化成分添加培養細胞の細胞生存率を

算出した。 

 

1-2. glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH)活性の測定 

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分添加培養細胞を分化誘導後 4 日

目および 8 日目に回収し、  GPDH 活性測定キット ( タカラバイオ株式会社 )

を用いて測定した。細胞を 10%PBS で 2 回洗浄し、 GPDH 活性測定キットに付

属の酵素抽出溶液を添加し、セルスクレーパーにて回収した。回収した細胞を

10,000rpm 、 4 ℃で 5 分間遠心分離して脂肪画分を除去し、上清を実験試料と

した。 

酵素希釈用緩衝液は、使用する量に対して最終濃度が 1mM になるように
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2-メルカプトエタノールを添加した。 2-メルカプトエタノール 5µl を蒸留水

715µl に加えて 0.1M を作り、さらに、酵素希釈緩衝液11mlに対し 0.1M 2- メ

ルカプトエタノールを 111µl 加えて 100 倍希釈して最終濃度 1mM とした。 

反応基質は GPDH 基質全量を11mlの蒸留水で溶解し使用した。あらかじめ

基質液を 96well プレートに 100µl ずつ分注し、30℃でインキベートした。

96well プレートに実験試料を 25µl添加して撹拌後、マイクロプレートリーダー

(Multiskan FC，Thermo Fisher SCIENTIFIC)により波長 340nmにて吸光度の減少

を測定し、 1 分当たりの吸光度の変化を求めた。カイネティックス測定プログ

ラムを用い、測定時間15分、測定インターバル60秒 ( 測定16ポイント ) 、 OD

リミット -0.5 に設定した。以下の式を用いて、 GPDH 活性値を算出した。  

GPDH 活性 (unit / ml) ＝ ΔOD340×0.125ml× 検体希釈倍率  / 6.22×0.025ml×0.39  

※ ΔOD340 ＝測定した吸光度の最も高い値－最も低い値  

 

1-3. 酒粕難消化成分抽出液の分画  

第 1 章 1-1-3. (1) 酒粕素材抽出液の作製の方法において各温度で調製した難

消化成分抽出液を下記に示す条件で HPLC により分画した。  

カラム： CAPCELL PAK C18 UG120, 4.6 x 250mm (SHISEIDO) 、カラム温

度：40℃ 

流速： 1 ml/min 、溶媒： A; 0.05 M TFA, B; アセトニトリル、組成： 0 min – 10 

min; 95% A, 10 min – 30 min; 95% A →40% A 、検出： 280 nm  

 

 

 



21 

 

1-4. メタボローム解析による代謝物の解析  

1-4-1. メタボローム解析による代謝物の解析  

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分添加培養細胞を分化誘導後 4 日

目および 8 日目に回収し、混合溶媒  (MeOH (富士フイルム和光純薬株式会社 ) 

/ H2O/ CHCl3 ( 富士フイルム和光純薬株式会社 ) = 2.5 /1 /1)を加えて十分に混合し、

超音波処理により細胞を破砕した。内部標準物質として、 1.0mg/mlの 2-イソプ

ロピルリンゴ酸  (Sigma-Aldrich)およびリビトール  ( 富士フイルム和光純薬株式

会社 ) を 6µl 添加し、37℃、 1200rpm で30分間振とうインキュベートした後、

4 ℃、 16000rpm で 3 分間遠心処理した。上清を新しいチューブに移し、

Milli-Qを添加し、 4 ℃、 16000rpm で 3 分間遠心処理した。上清 800µl を新し

いチューブに移し、 2 時間の濃縮遠心処理後、一晩かけて凍結乾燥した。これ

らの乾燥試料に 60µl の 20mg/ml メトキシアミン (Sigma-Aldrich) 含有ピリジン溶

液 ( 富士フイルム和光純薬株式会社 ) を添加し、20分間超音波処理した。30℃

で90分間、 1200rpm でインキュベートし、 MSTFA( ジーエルサイエンス株式会

社 ) を 30µl添加した後、37℃で30分間インキュベートした。20℃、 15000rpm

で 3 分間遠心処理し、上清をサンプルとし、ガスクロマトグラフィ質量分析  

(GCMS-TQ8040 ：島津製作所 ) にて解析を行った。 

 

1-4-2. 細胞培養培地中の遊離アミノ酸の定量 

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分添加培養細胞の細胞培養培地を

分化誘導後 4 日目と 8 日目に回収し、各細胞培養培地に対し、 9 倍量の 5% ス

ルホサリチル酸 ( 和光純薬工業株式会社 ) を加えてよく撹拌した後、遠心分離

機で遠心処理 (2500rpm、10分 ) した後、そのろ液を0.22µmのフィルター付きエ

ッペンに入れ、遠心分離機で遠心処理 (10000rpm 、 4 ℃、10分 ) を行い、ろ液
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を HPLC サンプルとした。第 1 章 1-1-2.(5) HPLC を用いたオルトフタルアルデ

ヒド蛍光法による遊離アミノ酸量の測定と同様の方法により分析した。  

 

1-5. 脂肪蓄積関連遺伝子の発現の解析および LPL活性の測定 

1-5-1. Real-time PCR による遺伝子発現の解析 

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分添加培養細胞を分化誘導後 2 日

目、  4 日目および  8 日目に回収し、遺伝子発現を Real-time PCR で解析し

た。回収した細胞から、 NucleoSpin RNA® Kit ( タカラバイオ株式会社 ) を用い

てmRNAを抽出した。抽出した mRNAは， PrimeScript RT reagent kit ( タカラバ

イオ株式会社 ) とリアルタイムPCR用プライマーセット ( マウス脂肪細胞

用 )( コスモバイオ株式会社 ) を用いて DNA を合成した。遺伝子発現量の変化

は⊿⊿Ct法を用いて解析し、内部コントロールであるグリセルアルデヒド -3-

リン酸デヒドロゲナーゼ (GAPDH)mRNA で補正した。  

 

1-5-2. lipoprotein lipase (LPL) 活性の測定 

第 1 章 1-2-1. の方法で培養した難消化成分添加培養細胞を分化誘導後 2 日

目、  4 日目および  8 日目に回収し、リパーゼ活性測定キット (Cayman 

Chemical, Michigan, USA)を用いて測定した。 LPL活性は、励起波長 385 nm ，

発光波長 515 nm を用い、37℃で30秒ごとに15分間細胞の蛍光を分析した。

LPL活性の 1 単位は、 1 分間に 1nmol のトリグリセロールを形成する酵素量と

した。 

 

1-6. 統計処理 

全てのデータは平均 ± 標準偏差で表記し、統計ソフトはエクセル統計

(Ver2.12) を使用した。脂肪細胞における脂肪蓄積率および GPDH 活性について
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は Dunnett 法による多重比較を、メタボローム解析、 Real-time PCR による遺

伝子発現の解析および LPL活性の測定については t 検定にて統計処理を行った。

なお、P<0.05および <0.01 を有意とした。  

 

2.結果 

2-1.  Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1)による細胞生存率の測定  

無添加区の分化誘導後 8 日目の細胞をコントロールとして、難消化成分添

加培養細胞の細胞生存率を算出した。その結果、コントロール区と比較し、難

消化成分添加培養細胞における細胞生存率は 115.1%であり、難消化成分の細胞

に対する毒性は認められなかった ( 図 7)。 

 

2-2. glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH)活性の測定 

難消化成分添加培養細胞における、脂肪細胞の分化誘導後 4 日目と 8 日目

の GPDH 活性を測定し、比較結果を図 8 に示した。分化誘導後 4 日目において

は、コントロール区と難消化成分添加区の GPDH 活性に有意な違いは見られな

かったが、分化誘導後 8 日目  GPDH 活性においてコントロール区と比較し、

難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加区で有意に低くなっており (p<0.01) 、難

消化成分添加培養細胞の GPDH 活性の低下が認められた。  

 

2-3. 酒粕難消化成分抽出液の分画  

最も脂肪蓄積の抑制効果がみられた各温度で抽出した難消化成分抽出液に

ついて、 HPLC による分画を行い、その結果を図 9 に示した。チャートのピー

クを比較したところ、20℃抽出液と60℃抽出液では顕著な違いは見られなかっ

たが、 100 ℃抽出液において、 5.849 分、 7.334 分、 10.036 分で、20℃抽出液
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と60℃抽出液では見られないピークが観察された。  

 

2-4. メタボローム解析による代謝物の解析  

2-4-1. メタボローム解析による代謝物の解析  

無添加培養細胞および難消化成分添加培養細胞の分化誘導後 4 日目と 8 日

目の脂肪細胞の代謝物についてメタボローム解析を行った。その結果、80種類

の代謝物が検出され、それらのうち有意な変動を示した代謝物を表 5 に示した。 

コントロール区と比較し、難消化成分添加区で有意に高かった代謝物は分

化誘導 4 日目では 7 種類、 8 日目では68種類であり、それに対し、有意に低か

った代謝物は 4 日目で36種類、 8 日目では見られなかった。  

メタボローム解析の結果、難消化成分添加細胞のバリン、ロイシン、イソ

ロイシンはコントロール区と比較し 4 日目で有意に低く、 8 日目では有意に高

い値を示した。これら 3 種類のアミノ酸は分岐差アミノ酸、 Branched chain 

amino acid (BCAA)と称され、 BCAA は体タンパク質の構成だけではなく、種々

の代謝系を調整する因子としても機能し、インスリン抵抗性を抑制すること  

[29] [30] から、肥満に関係が深いことが想定される。  

コントロール区と難消化成分添加区の細胞内の BCAA の分化誘導 4 日目、

8 日目の変動について図10に示した。コントロール区では、分化誘導後 4 日目

から 8 日目にかけて、 BCAA の有意な低下が見られたのに対し ( 図 10a,b,c) 、

難消化成分添加区では、 BCAA は分化誘導後 4 日目から 8 日目にかけて、顕著

な変動は見られなかった ( 図10d,e,f)。さらに、分化誘導 4 日目の BCAA におい

ては、難消化成分添加区と比較してコントロール区で高かったのに対し、 8 日

目の BCAA ではコントロール区よりも難消化成分添加区で高い値を示した。  
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2-4-2. 細胞培養培地中の遊離アミノ酸の定量  

無添加培養細胞 ( コントロール ) および難消化成分添加培養細胞の分化誘

導後 0 日目、 4 日目、 8 日目の培地中の BCAA について高速液体クロマトグラ

フィーにより解析し、その結果を図11に示した。コントロール区 ( 図 11a,b,c)

および難消化成分添加区 ( 図11d,e,f)とも、培地中 BCAA は分化誘導後 0 日目で

高く、 4 日目にかけて急激に低下し、 8 日目は 4 日目とほぼ同じ値を示した。  

 

2-5. 脂肪蓄積関連遺伝子の発現の解析および lipoprotein lipase(LPL) 活性の測定 

2-5-1. Real-time PCR による遺伝子発現の解析 

Real-time PCR を行い、分化誘導 2 、 4 、 8 日目の培養脂肪細胞における

遺伝子発現を解析した。コントロール区における遺伝子の発現を 1.0 とした場

合の難消化成分添加培養細胞の脂肪合成関連遺伝子の発現比を表 6 に示した。 

IL-6 の発現については、無添加区と比較し、難消化成分添加区の分化誘導

後全ての日程において発現が有意に低下していることが明らかとなった ( 図

12) 。 

 

2-5-2. lipoprotein lipase(LPL)活性の測定 

コントロール区と比較し、難消化成分添加細胞の分化誘導後全ての日程に

おいて活性が高くなっていることが明らかとなり、とりわけ分化誘導後 4 日目

と 8 日目においては有意に活性が高くなったことが認められた ( 図9 3 ) 。 
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3.考察 

3-1. マウス3T3-L1細胞の脂肪蓄積に対する酒粕難消化成分素材の影響 

3-1-1. マウス3T3-L1細胞における脂肪蓄積率の抑制  

第 1 章においてOil Red O染色による脂肪蓄積率の比較の結果、難消化成分

100 ℃抽出液 1mg/mL 添加区において最も脂肪蓄積が抑制されたことを示した

( 図 5)。 

さらに、 GPDH 活性は、分化誘導後 4 日目においては、コントロール区と

難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加区に有意な違いは見られなかったが、分

化誘導後 8 日目においてコントロール区と比較し、難消化成分 100 ℃抽出液

1mg/ml 加区で有意に低くなっており (p<0.01) 、難消化成分 100 ℃抽出液

1mg/ml 添加により、細胞の GPDH 活性が低下することが認められた ( 図 8)。

GPDH 活性は、分化誘導後 4 日目よりも分化誘導後 8 日目で活性が高かったこ

とから、脂肪細胞は分化誘導後 4 日目から分化誘導後 8 日目にかけて、前駆脂

肪細胞から成熟脂肪細胞へ分化が促進すると考えられる。 GPDH 活性は、前駆

脂肪細胞が脂肪細胞に分化する際に急増することが知られており、難消化成分

100 ℃抽出液添加区では、分化誘導後 4 日目から分化誘導後 8 日目の間で

GPDH 活性が抑制され、脂肪細胞の分化および脂肪蓄積が抑制されたと考えら

れる。 

また、難消化成分抽出液の脂肪細胞の分化および脂肪蓄積に対する機能性

を有する成分を解析するため、 HPLC による難消化成分抽出液の分画を行った。

その結果、20℃抽出液と60℃抽出液においては顕著な差はみられなかったが、

100 ℃抽出液において、 5.85 分および 7.33 分、 10.04 分の 3 か所において、

20℃、60℃抽出液においてはみられなかったピークが確認された ( 図 9)。また

100 ℃抽出液のみで確認されたピークであったため、これらのピークはより高
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温で抽出する難溶性成分であると考えられたが、今回の実験では具体的な成分

については特定することはできなかった。  

WST-1 による細胞生存率の確認では、脂肪細胞の抑制が認められた難消化

成分 100 ℃抽出液添加 1mg/mL においても細胞毒性が認められないことを確認

した。難消化成分の 100 ℃抽出液添加による脂肪細胞の分化抑制および脂肪蓄

積抑制は、細胞毒性によるものではないと考えられた。 

 

3-1-2. メタボローム解析による代謝物の解析  

分化誘導後 4 日目および 8 日目の脂肪細胞についてメタボローム解析を行

った結果、コントロール区の細胞と比較し、難消化成分添加区の細胞では代謝

物に相違が見られ、特にアミノ酸で違いが認められた ( 表 5)。 

前駆脂肪細胞および成熟脂肪細胞についてのメタボローム解析の研究では、

BCAA の代謝は脂肪生成および成熟脂肪細胞において強くコントロールされ、

BCAA が脂肪細胞の分化および脂肪蓄積に関わっており  [31]、 BCAA は脂肪細

胞の分化と成熟に深く関係していることが示されている。  

本研究において、コントロール区の細胞内 BCAA は分化誘導後 8 日目と比

較し、 4 日目で高値を示し ( 図 10a,b,c) 、コントロール区における培地の

BCAA は 0 日目から分化誘導後 4 日目にかけて減少した ( 図 11a,b,c) 。 4 日目

の細胞は、前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化準備期であり、分化に必要な

BCAA を培地から細胞内に取り込み、溜め込んでいる状態であると考えられ、

そのために細胞内 BCAA 濃度が高かったと推察された。次に、細胞中の BCAA

は 4 日目から 8 日目にかけて減少したのに対し ( 図 10a,b,c) 、培地中の BCAA

は変化がみられなかった ( 図 10a,b,c) 。これは、前駆脂肪細胞が脂肪細胞へと

分化し脂肪蓄積のために、脂肪合成に必要な BCAA を再度培地から細胞内に取
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り込んだ後、脂肪合成のために利用されたため、 8 日目に減少したと考えられ

る。 

Halama et al. の培養脂肪細胞のメタボローム解析によると、 BCAA のロイ

シンは分化誘導後 4 日目から代謝されコレステロールを合成し、またイソロイ

シンは代謝後に脂肪酸の鎖の付加反応に寄与することが示され、この 2 つのア

ミノ酸は脂肪合成に深く関与することが示されている  [31]。本研究でもコント

ロール区の細胞内のロイシンとイソロイシンは分化誘導後 4 日目から代謝され

て 8 日目にかけて減少したことから、ロイシンとイソロイシンが脂肪合成に関

与したことが示唆された。  

脂肪細胞の数は小児期および青年期に確立すると考えられており、体重の

増減または栄養状態とは無関係に、成人ではその数は一定であることが明らか

となっている [32]。また、肥満の小児および若年では、健常者と比較して細胞

内の BCAA 濃度が高いのに対し、肥満の成人では細胞内の BCAA 濃度が低いこ

とが認められている  [29] [33]。 

本研究におけるコントロール区の培養脂肪細胞では、分化段階である培養 4 日

目の培養細胞の BCAA 濃度が高かったことから、 4 日目の細胞は小児期および

青年期の脂肪細胞の状態を反映し、また成熟期である 8 日目の細胞の BCAA 濃

度は低かったことから、 8 日目の細胞は成人の脂肪細胞の状態を反映している

と考えられた。  

一方、難消化成分添加区では、培地中の BCAA は分化誘導前の 0 日目から

分化誘導後 4 日目にかけて減少することが確認された ( 図 11 d 、 e 、 f) 。これ

は、コントロール区と同様に、前駆脂肪細胞が脂肪細胞へと分化するために必

要な BCAA を培地から細胞内に取り込んだためであると考えられる。しかし、

難消化成分添加区の細胞内の BCAA 濃度は 4 日目と 8 日目で大きな違いは見ら
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れず、コントロール区と異なる結果を示した ( 図10d,e,f)。 

アミノ酸はタンパク質合成に関与するだけではなく、余剰な体脂肪を減少

させ、食事による肥満を抑制するための重要な役割も担っている  [34]。マウス

の実験において、ロイシンのグルコースおよびコレステロール代謝の改善や肥

満症の抑制効果が確認され [35]、またイソロイシン摂取がUCPやPPARα、

CD36 の発現を上昇させ、脂肪蓄積や高血糖症を抑制することが認められてい

る [36]。 

さらに BCAA 以外のアミノ酸では、マウス実験においてスレオニン摂取が

UCPなどの遺伝子発現をコントロールし、体重増加抑制や脂肪細胞の脂肪蓄積

抑制および肥大化を抑制していることが示唆され  [37]、グルタミン摂取による

マウスの体重増加抑制や高血糖および高インスリン血症の改善効果が確認され

ている [38]。これらアミノ酸の脂肪合成抑制や肥満抑制効果の詳細なメカニズ

ムについてその詳細は明かされていないが、インスリン抵抗性の改善や脂肪酸

の酸化亢進によるエネルギー消費増加によるものではないかと考えられている 

[38] 。 

本研究のメタボローム解析においても、先行研究で脂肪蓄積抑制や肥満抑

制効果が報告されている BCAA 、スレオニン、グルタミンは、コントロール区

と比較して難消化成分添加区の細胞で高値を示すことが確認された ( 表 5)。こ

のことから、難消化成分が脂肪細胞のアミノ酸の代謝に影響を及ぼし、脂質代

謝に関わるUCPやPPARαなどの脂肪合成に関係する遺伝子発現を調節したこと

により、脂肪蓄積が抑制されたと考えられる。  

 

3-2-3. 脂肪蓄積関連遺伝子の発現の解析および LPL活性の測定 

 今回の結果において、無添加区と比較し、難消化成分添加区の分化誘導後全
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ての日程において IL-6 の発現が有意に低下していることが明らかとなった。

IL-6 は脂肪組織において複数の影響を及ぼすとされている。慢性的に高いレベ

ルの IL-6 は、遺伝子やタンパク質の発現を変化させ、基礎的な脂肪分解に影響

を与えると考えられている [39]。さらに、局所的に高濃度の IL-6 は、ヒトの脂

肪組織におけるレプチン産生および脂質代謝を調節に関与している  [40] [41]。

また、 3T3-L1 脂肪細胞を用いた研究において、IL-6 は  LPL 活性を低下させ

ることにより、ヒトの脂肪細胞代謝に直接影響を与える可能性があるとされて

いる  [42] [43]。 

本研究では、難消化成分添加区において無添加区と比較し、脂肪細胞にお

ける IL-6 の発現が減少し ( 図 12) 、 LPL活性が増加した ( 図 13) 。このように、

難消化成分関連因子は IL-6 の発現を抑制し、間接的に LPL活性に影響を及ぼし

ている可能性が示唆された。また、IL-6 はレプチンの産生を増加させることに

より  LPL 活性を抑制するため、肥満のヒトの脂肪組織において、パラクライ

ン調節因子であると考えられている  [44]。 

本研究ではレプチンについての遺伝子解析は行っていないが、IL-6 の発現

は、レプチンレベルの低下と関連し、それによって LPL活性を増加させた可能

性が考えられる。 

 

 

第 3 章 . マウス 3T3-L1 細胞の脂肪蓄積に対するコウジ酸および酒粕の影響 

緒言 

第 1 章で示したように、難消化性成分を培地に添加することにより、脂肪

蓄積抑制効果が認められた。よって、第 3 章では、脂肪細胞分化および脂肪蓄

積抑制に寄与している特定の機能性成分を明らかにするため、難消化性成分を
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含み一般的に私たちが口にすることができる酒粕および酒粕に含まれるとされ

ている機能性成分であるコウジ酸 (5-hydroxy-2-hydroxymethyl-4-pyrone) に焦点を

当て、実験を実施した。  

コウジ酸は1907年に斉藤賢道により米麹中から発見された化合物であり、

麹菌がグルコース等の糖を発酵させることによって生成されることが知られて

いる [45]。コウジ酸は、シミやそばかすの原因となるメラニンの合成に関与す

るチロシナーゼ活性を阻害することで、肌における美白効果を有することは広

く認められている [46]。 

コウジ酸の機能性として、ラットを用いた研究において、コウジ酸の摂取

により、膵リパーゼ活性を阻害することで、肝臓重量増加の抑制や血清トリセ

リグリドを減少させる可能性が示唆されている  [47]。高脂肪食摂取のラットに

Aspergillus oryzae 抽出物を投与した結果、膵リパーゼを阻害したことにより肝

臓重量増加の抑制や血清トリセリグリドの有意な減少が認められた [47]。  

Aspergillus oryzae 由来のコウジ酸も膵リパーゼを阻害することが明らかとなっ

ており、 Aspergillus oryzae と同様の効果が得られると考えられている  [48]。 

よって、第 3 章では酒粕に含まれているコウジ酸および、 1 、 2 章で用い

た酒粕関連物質の抽出した材料である酒粕に焦点をあて、コウジ酸および酒粕

を培地に添加して培養した3T3-L1脂肪細胞の分化および脂肪蓄積に対する影響

を調べ、さらにそのメカニズムを明らかにするため、 Real-time PCR によって

細胞の遺伝子発見について解析を行った。  

 

1.方法 

1-1. マウス3T3-L1細胞の培養 

第 1 章 1-2-1. マウス3T3-L1細胞の培養と同様の方法で培養した。  
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1-2.Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較  

 第 1 章 1-2-2. Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較と同様の方法で行った。 

無添加区の細胞から抽出した脂肪の吸光度を脂肪蓄積率 100% とし、コウ

ジ酸添加区および酒粕添加区の細胞から抽出した脂肪の吸光度から、細胞の脂

肪蓄積率を算出した。  

 

1-3. Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による細胞生存率の測定 

第 1 章 1-2-1. マウス3T3-L1細胞の培養と同様の方法で培養した脂肪細胞の

分化誘導後 4 日目および 8 日目をサンプルとし、第 2 章 1-1. Water Soluble 

Tetrazolium 1(WST-1)による細胞生存率の測定と同様の方法で細胞の生存率を測

定した。 

無添加区の細胞生存率を 100% とし、コウジ酸添加区および酒粕添加区に

おける細胞生存率を算出した。  

 

1-4. glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH)活性の測定 

第 1 章 1-2-1. マウス3T3-L1細胞の培養と同様の方法で培養した脂肪細胞の

分化誘導後 4 日目および 8 日目に回収し、第 2 章1-2. glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase (GPDH) 活性の測定と同様の方法でGPDH 活性を測定した。  

 

1-5.  Real-time PCR による遺伝子発現の解析 

第 1 章 1-2-1. マウス3T3-L1細胞の培養と同様の方法で培養した脂肪細胞の

分化誘導後 4 日目および 8 日目に回収し、第 2 章 1-5-1. Real-time PCR による遺

伝子発現の解析と同様の方法で、コウジ酸添加区および酒粕添加区における遺

伝子発現を解析した。 



33 

 

1-6. 統計処理 

全てのデータは平均 ± 標準偏差で表記し、統計ソフトはエクセル統計

(Ver2.12) を使用した。脂肪細胞における脂肪蓄積率および細胞生存率の測定、

GPDH 活性については Dunnett 法による多重比較を用いて解析し、遺伝子発現

の解析については t 検定にて統計処理を行った。なお、 p<0.05 および p<0.01を

有意とした。 

 

2. 結果 

2-1. マウス  3T3-L1 細胞に対するコウジ酸の影響 

2-1-1. Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較   

無添加区の分化誘導後 4 日目および 8 日目の細胞における脂肪蓄積量をコ

ントロールとして、コウジ酸添加区の脂肪蓄積率を算出した。 

コウジ酸 0.01mg/ml 添加区において、分化誘導後 4 日目では 111.8%、分化

誘導後 8 日目で 104.9 ％、 0.1mg/ml添加区では、分化誘導後 4 日目で108.5%、

分化誘導後 8 日目で 94.5 ％、 1mg/ml 添加区では、分化誘導後 4 日目で 58.7% 、

分化誘導後 8 日目で 52.2% であった ( 図 14) 。分化誘導後 4 日目および 8 日目

のコウジ酸 1mg/ml 添加区において、脂肪蓄積が最も抑制され、コントロール

と比較し蓄積率の有意な抑制が認められた (p<0.01) 。 

 

2-1-2.Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による細胞生存率の測定  

無添加区の分化誘導後 4 日目および 8 日目の細胞をコントロール (100%)と

して、コウジ酸添加区の細胞生存率を算出した。その結果、 0.01mg/ml 添加区

において、分化誘導後 4 日目で103.5%、分化誘導後 8 日目で 99.4% 、 0.1mg/ml

添加区において、分化誘導後 4 日目で105.1%、分化誘導後 8 日目で101.8%、
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1mg/ml 添加区において、分化誘導後 4 日目で106.9%、分化誘導後 8 日目で

105.7%であり ( 図 15) 、コウジ酸の細胞毒性は認められなかった。  

 

2-1-3. glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH)活性の測定 

 コウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞の分化誘導後 4 日目と 8 日目の GPDH 活性の

比較結果を図16に示した。コウジ酸添加培養細胞において GPDH 活性は分化誘

導後 4 日目および 8 日目においてコントロール区と比較して活性の低下が見ら

れ、特に分化誘導後 4 日目においては有意に活性が低下した (p<0.01) 。以上の

ことから、コウジ酸を 1mg/ml 添加することにより、脂肪細胞の GPDH 活性の

低下することが確認された。  

 

2-1-4. Real-time PCR による遺伝子発現の解析 

コウジ酸 1mg/ml 添加区において、 Real-time PCR による脂肪合成関連遺

伝子の発現を解析した結果を表 7 に示した。 

分化誘導後 4 日目において、脂肪細胞の分化因子である CEBP/β および

PPARγの発現が有意に減少していることが認められた ( 図 17) 。また、脂肪蓄

積の抑制に関わると考えられる IL-6 の発現が分化誘導 4 日目および 8 日目に有

意に低下していることが明らかとなった ( 図 17,18) 。 

 

2-2. マウス  3T3-L1 細胞に対する酒粕の影響 

2-2-1.Oil Red O 染色による脂肪蓄積率の比較  

無添加区の分化誘導後 4 日目および 8 日目の細胞における脂肪蓄積量をコ

ントロールとして、酒粕添加区の脂肪蓄積率を算出した。酒粕添加区の

0.1mg/ml添加区において、20℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目で 98.1% 、分
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化誘導後 8 日目で 98.9% 、60℃抽出液添加区の分化誘導後 4 目で104.3%、分化

誘導後 8 日目で 96.1% 、 100 ℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目103.5%、分化

誘導後 8 日目で 89.6% であった ( 図 19) 。 

酒粕 1mg/ml 添加区においては、20℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目で

103% 、分化誘導後 8 日目で 93.6% 、60℃抽出液添加区の分化誘導後 4 目で

102.4%、分化誘導後 8 日目で 91.6% 、 100 ℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目

96.8% 、分化誘導後 8 日目で 79.5% であった ( 図 20) 。 

本実験において、酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加区の分化誘導後 8 日目に

おいて、脂肪蓄積が 79.5 ％とコントロールと比較し最も抑制され、有意な脂肪

蓄積の抑制が認められた (p<0.05) 。 

 

2-2-2.Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による細胞生存率の測定 

 無添加区の分化誘導後 4 日目および 8 日目の細胞における脂肪蓄積量をコン

トロールとして、酒粕添加区の細胞生存率を算出した。その結果、 0.1mg/ml添

加区において、20℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目で103.7%、分化誘導後 8

日目で105.4%、60℃抽出液添加区の分化誘導後 4 目で105.1%、分化誘導後 8 日

目で104.1%、 100 ℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目100.7%、分化誘導後 8 日

目で102.5%であった ( 図 21) 。 

1mg/ml 添加区においては、20℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目で

108.3%、分化誘導後 8 日目で100.7%、60℃抽出液添加区の分化誘導後 4 目で

105.1%、分化誘導後 8 日目で103.6%、 100 ℃抽出液添加区の分化誘導後 4 日目

103.3%、分化誘導後 8 日目で100.6%であり ( 図 22) 、各酒粕抽出液の細胞毒性

は見られなかった。  
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2-2-3.glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) 活性の測定 

 酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞の分化誘導後 4 日目と 8 日目の

GPDH 活性の比較結果を図23に示した。酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細

胞において分化誘導後 4 日目および 8 日目においてコントロール区比較し、有

意な差はみられなかった。分化誘導後 4 日目においてはコントロール区と比較

し大差はみられなかったが、分化誘導後 8 日目おいて GPDH 活性が低下し、分

化誘導後 8 日目において、酒粕 100 ℃抽出液添加により、 GPDH 活性が低下す

る可能性が示された。  

 

2-2-4.Real-time PCR による遺伝子発現の解析 

酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞において、 Real-time PCR で脂肪

合成関連遺伝子の発現を解析した結果を表 8 に示した。分化誘導 4 日目および

8 日目ともに、酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞においては、 IL-6 の発

現が有意に低下していることが明らかとなった ( 図 24) 。 

 

3. 考察 

3-1. マウス3T3-L1細胞の脂肪蓄積に対するコウジ酸および酒粕の影響 

コウジ酸は1907年に日本で米麹中に存在することが発見され，  1924 年に

その化学構造が決定された、麹菌の二次代謝産物である  [49]。コウジ酸は、

1995年の食品衛生法改正に伴う既存添加物として現在食品添加物としての使用

が認められており、メラニンの合成においてチロシナーゼ活性を阻害する能力

を有する [50]。また、コウジ酸は多くの医学的用途を有し、抗菌、抗ウイルス、

抗腫瘍、抗糖尿病、抗癌、抗寄生虫、抗酸化、抗増殖、および抗炎症活性など

の効果が認められている [50]。  
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コウジ酸添加培養細胞の分化誘導後 4 日目および 8 日目の細胞のOil Red O

染色による脂肪蓄積率を調べた結果、コウジ酸添加培養細胞 1mg/ml 添加培養

細胞 ( 以下、コウジ酸添加培養細胞とする ) において、分化誘導後 4 日目で

58.7% 、 8 日目で 52.2% と最も脂肪蓄積が抑制された ( 図 14) 。 

コウジ酸添加培養細胞 1mg/ml 添加において、 GPDH 活性は分化誘導後 4

日目および分化誘導後 8 日目で活性が低下しており、特に分化誘導後 4 日目で

は有意な GPDH 活性の低下が認められた。 GPDH 活性は、前駆脂肪細胞が脂肪

細胞に分化する際に急増することが知られており、コウジ酸添加培養細胞にお

いては、とりわけ分化誘導後 4 日目で有意な GPDH 活性を抑制し ( 図 16) 、脂

肪細胞の分化および脂肪蓄積を抑制したと考えられる。  

さら に、 Real-time PCR で脂肪合成関連遺伝子の発現を解析した結果、分

化誘導後 4 日目において、脂肪細胞の分化因子である Cebpβ およびPPARγの発

現が有意に低下していることが認められた。また、 IL-6 の発現が分化誘導 4 日

目および 8 日目に有意に低下していることが明らかとなった ( 表 7)。 

Cebpβ およびPPARγは脂肪細胞において分化因子とされており、これらの

遺伝子発現によって前駆脂肪細胞から脂肪細胞へと分化することが知られてい

る [51]。本研究において、コウジ酸添加培養細胞の分化誘導後 4 日目において

Cebpβ およびPPARγの発現の低下が認められたことから、コウジ酸添加により

脂肪細胞の分化が抑制されたことが示唆された。さらに、第 2 章で示したよう

に、 IL-6 は脂肪蓄積に関与していると考えられており  [42] [43]、コウジ酸の添

加において IL-6 の発現が低下していたことから、コウジ酸 1mg/ml を添加する

ことにより IL-6 の発現が低下し、脂肪蓄積が抑制されたと考えられる。  

 以上のことから、本研究ではコウジ酸 1mg/ml 添加することにより、分化誘
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導後 4 日目において GPDH 活性が低下し、 Cebpβ およびPPARγの発現が低下し、

脂肪細胞の分化が抑制され、さらに分化誘導後 4 日目および 8 日目に IL-6 の発

現が抑制されていたことから脂肪蓄積が抑制されることが認められ、コウジ酸

は脂肪分化および脂肪蓄積の両方を抑制することが示唆された。  

一方、酒粕添加培養細胞においては、Oil Red O染色による脂肪蓄積率の比

較の結果、 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞 ( 以下、酒粕添加培養細胞とす

る ) の分化誘導後 8 日目において最も脂肪蓄積が抑制された ( 図 20) 。 GPDH

活性は、分化誘導後 4 日目ではコントロールと比較し大差はみられなかったが、

分化誘導後 8 日目おいて GPDH 活性の低下が見られた。  

さらに、 Real-time PCR で脂肪合成関連遺伝子の発現を解析した結果、酒

粕添加培養細胞において分化誘導後 4 日目および 8 日目に IL-6 の発現が有意に

低下した ( 図 24) 。 IL-6 は第 2 章で示したように脂肪蓄積に関与していると考

えられ  [42] [43]、本研究において IL-6 の発現が抑制されていたことから、酒粕

を培地に添加したことにより IL-6 の発現が低下し、脂肪蓄積が抑制されたと考

えられる。 

麹菌を添加して作成する清酒の副産物である酒粕にも微量であるがコウジ

酸は含まれていると考えられる。酒粕添加培養細胞においても分化誘導後 8 日

目の脂肪蓄積の抑制が認められ、また GPDH 活性も低下傾向がみられたことか

ら、これらの脂肪蓄積抑制効果は酒粕に含まれるコウジ酸の寄与が関係してい

ることが推察される。しかしながら、脂肪蓄積抑制に対する他の成分の関与に

も考えられ、さらなる解析が必要であると考えられる。  
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第 4 章 . 酒粕素材の美容効果 

緒言 

近年では酒粕は食品素材としてだけでなく、酒粕抽出液などを配合した化

粧品が多く提案され、その美容効果にも注目されている。  

先行研究では、マウス試験において酒粕に含まれる α-グルコシルグリセロ

ール ( 以下 αGC) を皮膚に塗布することによるコラーゲン濃度の増加  [52]や、

ヒト介入試験において αGCを含む化粧水の塗布による肌の弾力性の増加  [53]、

また酒粕に含まれるスフィンゴ脂質による肌状態の改善  [54]などが報告され、

酒粕による肌状態の改善効果が期待されている。  

肌における美容効果の検証は、正常ヒト皮膚繊維芽細胞を用いた方法やチ

ロシナーゼ活性阻害についての方法が確立されている。  

皮膚線維芽細胞は、保湿、弾力性維持、細胞外基質の産生等の皮膚の基本

的な機能を担う重要な細胞である。人の皮膚は表皮、真皮、皮下組織の 3 層構

造となっており、皮膚線維芽細胞はこのうち真皮に多く存在しており、コラー

ゲンやエラスチンなどを生成する。これらの成分は肌の新陳代謝やハリ、弾力、

潤いなどに影響していることから、線維芽細胞を用いて、美肌効果を検証でき

ると考えられている。皮膚繊維芽細部を用いた先行研究では、サケ皮由来のコ

ラーゲンペプチドによる皮膚繊維芽細胞の増殖効果  [55]や HES1 の活性化が皮

膚線維芽細胞の細胞老化を緩和することが明らかとなっている  [56]。 

また、チロシナーゼはシミやそばかすの原因となるメラニンが生成される

際にはたらく酵素である。表皮細胞が紫外線などによって刺激を受けると、メ

ラノサイト活性化因子が分泌される。このメラノサイト活性化因子によって、

シグナルが色素細胞に伝えられ、シグナルを受けた色素細胞では、細胞内にあ

るチロシンが徐々に変化してドーパ、そしてドーパキノンとなり、やがてメラ
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ニンとなる。その過程に作用するのがチロシナーゼである。  

よって、第 4 章では、酒粕素材の美容効果を検証するため、正常ヒト皮膚

線維芽細胞の培地に酒粕抽出物を添加し、線維芽細胞の増殖率について調べ、

さらに酒粕抽出物チロシナーゼ活性阻害活性を検証し、酒粕素材の美容効果に

ついても明らかにすることを目的とした。  

 

1.材料および方法 

1-1. 正常ヒト皮膚繊維芽細胞の培養  

1-1-1. 材料 

酒粕、難消化成分、発酵エキス末をそれぞれビオラモ遠沈管に入れ、そこ

に 9 倍量の水温20℃、60℃の蒸留水を添加して十分に撹拌し、ロータリーミキ

サーにて30分間抽出 (10 分毎にボルテックスミキサーにより撹拌 ) した後、遠

心分離機にて遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行い、上澄みを採取し20℃抽出およ

び60℃抽出サンプルとした。また、オートクレーブ  (BS-325 ： TOMY 製 ) を用

い 100 ℃で20分間処理した後、遠心分離機にて遠心処理 (2500rpm、10分 ) を行

い、上澄みを採取し 100 ℃抽出サンプルとした。  

 

1-1-2. 正常ヒト皮膚繊維芽細胞の培養  

正常ヒト皮膚繊維芽細胞 ( 倉敷紡績株式会社 ) を用いた。細胞は

10%Fetal Bovine Serum (FBS) (GIBCO) と 1% Antibiotics (GIBCO) ( ペニシリン、

ストレプトマイシン、アンホテリシン B を含む ) を含む RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich) 、および2%FBSと 1%Antibiotics を含む RPMI-1640 で培養した。 

RPMI-1640(10%FBS と 1% Antibioticsを含む )10ml 入れた 100mm ディッシ

ュ (IWAKI) に正常ヒト皮膚線維芽細胞を播種し、 3 日間培養した。培地を取り
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除いて細胞を回収し、 RPMI-1640(10%FBS 含む ) と混合して2×10 ⁴ cells/ml に

調整し、 96well プレート (IWAKI) に 100μl ずつ播種し、37℃、 5%CO ₂ 下で 3

時間培養した。RPMI-1640(2%FBSと 1% Antibioticsを含む ) にて培地交換を行い、

3 日間培養した。サンプル添加区には RPMI-1640 (2%FBS と 1% Antibioticsを含

む ) と各サンプルが10： 1 となるように混合した培地にて培地交換を行い、 3

日間培養した。  

 

1-1-3. Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による皮膚線維芽細胞増殖率の測定 

1-1-2. の方法で培養した細胞を用い、  Premix WST-1 Cell Proliferation 

Assay System(タカラバイオ株式会社 ) にて細胞増殖率を測定した。培地を取り

除き、 RPMI-1640(10%FBS 、 1% Antibioticsを含む ) で洗浄し、

RPMI-1640(10%FBS 、 1% Antibioticsを含む ) と試薬溶液が 9 ： 1 の割合で混合

した溶液をブランク以外の well に 100μl ずつ加え、37℃、 5%CO ₂ 下で 1 時間

インキュベートした。ブランクには RPMI-1640(10%FBS 、 1% Antibioticsを含

む ) を 100µl 添加した。反応後、マイクロプレートリーダー (Thermo Fisher 

SCIENTIFIC) により波長 450nmで吸光度を測定した。無添加区の細胞の吸光度

を細胞生存率 100% とし、各種酒粕サンプル添加区の細胞生存率を算出した。  

 

1-2. 酒粕抽出液のチロシナーゼ活性の測定  

1-2-1. 材料 

第 1 章 1-1-3 ．酒粕素材抽出液の成分分析 (1) 酒粕素材抽出液の作製と同

様の方法で酒粕抽出液を作製した。この抽出液を50ｍMリン酸バッファー

(pH6.8) を用いて10倍、 100 倍、1000倍に希釈し、実験に用いた。  

 さらに、酒粕1gに各濃度(20%、 40% 、 60% 、 80% 、 100%) に調製したエタノ
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ール溶液を 9ml 添加して十分に攪拌し、遠心分離機にて遠心処理 (2500rpm、10

分 ) を行い、上澄みを採取し、原液サンプルとした。50ｍMリン酸バッファー

(pH6.8) を用いて原液サンプルを 100 倍および1000倍に希釈し、実験に用いた。  

 

1-2-2. チロシナーゼ活性の測定 

 マッシュルーム由来チロシナーゼ (Sigma-Aldrich) を 50mM リン酸バッファー

に溶解して50U/mlに調製し、酵素液として用いた。  

基質には3,4-Dihydroxy-L-phenilalanine(L-DOPE)(和光純薬工業株式会社 ) を

50mM リン酸バッファーに溶解し 0.03 ％に調製した。比較対象として、代表的

なチロシナーゼ活性阻害物質であるコウジ酸 ( 和光純薬工業株式会社 ) を蒸留

水で 1mg/ml となるよう溶解し、比較した。 96well マイクロプレートに、

0.03%L-DOPE、酵素液、各酒粕サンプルまたはアスコルビン酸溶液を各 50µlず

つ加えて攪拌後、25℃で15分インキュベートした。反応後マイクロプレートリ

ーダーにより波長 340nmにて吸光度を測定した。以下の式を用いて、チロシナ

ーゼ阻害率を算出した。  

チロシナーゼ阻害率 (%) ＝ 100 － {(sample － blank) / (control －blank)}×100 

※sample：基質、酵素液、各酒粕サンプルを加えた際の吸光度  

 blank ：基質、 50mM リン酸バッファー、各酒粕サンプルを加えた際の吸光

度 

 control：基質、酵素液、 50mM リン酸バッファーを加えた際の吸光度  

 

1-3. 統計処理 

全てのデータは平均 ± 標準偏差で表記し、統計ソフトはエクセル統計

(Ver2.12) を使用した。正常ヒト皮膚繊維芽細胞における増殖率およびチロシナ
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ーゼ活性については Dunnett 法による多重比較にて統計処理を行った。なお、

P<0.05および <0.01 を有意とした。  

 

2.結果 

2-1.   Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による皮膚線維芽細胞増殖率の測定   

無添加培養細胞をコントロールとし、酒粕および難消化成分、発酵エキス

末を添加した際の正常ヒト皮膚線維芽細胞における細胞増殖率を示した。  

酒粕添加培養細胞においては、60℃抽出液と 100 ℃抽出液の 0.5mg/ml添加

培養細胞でそれぞれ119.6%、143.3%と有意な増殖が見られた ( 図 25) 。難消化

成分添加培養細胞においては、20℃抽出液および60℃の 0.1mg/ml添加培養細胞

において、それぞれ119.7%と 123.5 ％と有意な細胞増殖が見られた ( 図 26) 。

発酵エキス末添加培養細胞においては、20℃抽出液では 0.1mg/mlおよび

0.5mg/ml添加培養細胞でそれぞれ 122.0 ％、 146.3 ％、60℃抽出液では

0.1mg/ml、 0.5mg/ml、 1mg/ml 添加培養細胞でそれぞれ 124.5 ％、 114.4 ％、

116.5 ％、 100 ℃抽出液では 0.1mg/mlおよび 0.5mg/ml添加培養細胞でそれぞれ

124.5 ％、 119.0 ％と有意な細胞増殖が見られた ( 図 27) 。 

 

2-2.  酒粕のチロシナーゼ活性の測定 

0.2M リン酸バッファーを添加した場合の吸光度をコントロール ( 阻害率

0%) とし、酒粕の水抽出液およびエタノール抽出液のチロシナーゼ活性阻害率

を示した。 

 酒粕水抽出液においては、60℃抽出液で阻害率が高くなっており、原液で

28.2 ％と最も高く、10倍希釈液では 15.5% 、 100 倍希釈液では 18.3% 、1000倍

希釈液では 14.8 ％と濃度依存的に増加し、全ての処理区で 10% 以上の阻害率を

示した。特に原液と 100 倍希釈液はコントロールと比較し、有意なチロシナー
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ゼ活性阻害が認められた ( 図 28) 。 

 エタノール抽出液においては、 60% エタノール抽出1000倍希釈液で 11.8 ％、

100 倍希釈液で 14.3% と有意なチロシナーゼ活性阻害が認められた ( 図 29) 。 

 

3.考察 

3-1. Water Soluble Tetrazolium 1(WST-1) による皮膚線維芽細胞増殖率の測定   

先行研究において、 αGC や αEG 、アミノ酸による皮膚線維芽細胞の増殖効果

が報告されている  [57] [58] [59] 。  

α-GCは知覚神経を刺激して IGF-Ⅰを増加させることが明らかとなっており  

[60] 、 IGF-Ⅰは皮膚線維芽細胞で産生され、皮膚線維芽砂防自体の増殖分化に

も作用するとこが明らかとなっている  [53]。  

また、α-EGは分子量 208Da の配糖体である。先行研究において、α-EGを添加

培養した正常皮膚線維芽細胞においてα-EGを添加せずに培養した細胞に比べて、

正常皮膚線維芽細胞増殖因子 I および VII の mRNA の発現が上昇したことによ

り、正常ヒト皮膚線維芽細胞が増殖したことが明らかとなっている  [61]。また、

I 型コラーゲン遺伝子である COL1A1 および COL1A2 の発現が上昇し、コラー

ゲン I 生成量がすることが明らかとなっている  [61]。  

さらにアミノ酸では、プロリンが皮膚線維芽細胞の増殖および皮膚細胞内の

ヒアルロン酸合成の増強  [62]、バリンやグルタミンが皮膚線維芽細胞を増殖さ

せることが明らかとなっている  [63]。  

また、これらの成分は酒粕にも含まれていることから、本研究において酒粕

素材抽出液には αGC や αEG 、アミノ酸などが含まれており、これらの働きによ

ってこれらのはたらきによって皮膚線維芽細胞が増殖したのではないかと考え

られる。 
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3-2. 酒粕のチロシナーゼ活性の測定 

人の皮膚は大きく分けて 3 層構造となっており、上から表皮、真皮、皮下

組織の 3 層から構成されている。このうち真皮に多く存在している線維芽細胞

は、コラーゲンやエラスチンなどを生成しており、これらの成分は肌の新陳代

謝やハリ、弾力、潤いなどに影響している  [64]。また、表皮細胞においては、

シミやそばかすの原因となるメラニンが生成されている。表皮細胞が紫外線な

どによって刺激を受けることにより、メラノサイト活性化因子と呼ばれる情報

伝達物質が分泌され、このメラノサイト活性化因子によって、そのシグナルが

色素細胞に伝えられる。シグナルを受けた色素が徐々に変化してドーパ、そし

てドーパキノンとなり、やがてメラニンとなる。この過程に作用するのがチロ

シナーゼであり、チロシナーゼの活性を阻害することで、シミやそばかすの生

成が抑制され、美白につながると考えられている。  

 水抽出の酒粕において、メラニン合成阻害成分の１つとしてアルブチンが広

く知られている [65]。アルブチンとはコケモモなどの植物に含まれている成分

で、酒粕にも含まれていることが報告されている  [15]。アルブチンはチロシン

とチロシナーゼの結合を防ぐことにより、メラニンの合成を阻害すると考えら

れている。アルブチンは20℃の水にも溶解するが、一般的に植物体からのアル

ブチン抽出には熱水が用いられることが多く、アルブチンは高温での抽出効率

が高いと考えられる。このことから、本研究においても高温抽出でアルブチン

が効率的に抽出され、60℃または 100 ℃抽出液での阻害率が高くなったのでは

ないかと考えられる。  

 しかし、 100 ℃抽出液では60℃抽出液程の阻害率がみられなかったことから、

アルブチン以外の成分も関与していると考えられる。アルブチン以外のメラニ

ン合成阻害成分としては、L-システインやグルタチオンが知られている。L-シ
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ステインはアミノ酸の一種である。また、グルタチオンはアルブチン、L-シス

テイン、グリシンから成るトリペプチドで、 DOPA キノンに結合することでメ

ラニンの合成を抑制すると考えられている  [66] [67]。このことから、60℃水抽

出液においてはアルブチン、L-システイン、グルタチオンなどのチロシナーゼ

活性阻害成分が含まれ、それらの総合的なはたらきによってチロシナーゼ活性

が阻害されたと考えられる。  

 エタノール抽出では、先行研究において、酒粕のエタノール抽出液添加がマ

ウスメラノーマ細胞において、チロシナーゼ活性およびメラニン合成を阻害  

[68] 。また、酒粕粉末のヘキサン抽出に含まれるトリアシルグリセロールが強

いチロシナーゼ活性阻害を示すことが明らかとなっている  [69]。このことから、

本研究において、酒粕のエタノール抽出液に含まれるトリアシルグリセロール

などの疎水性成分がチロシナーゼ活性を阻害したのではないかと考えられる。

また、先行研究において、酒粕のメタノール抽出液には疎水性成分であるフェ

ルラ酸が含まれており、チロシンと拮抗することでメラニンの生成を抑制する

ことが報告されている [70]。さらに酒粕を40％エタノールで処理し、低温で 1

日 ~ 数日浸漬することで効率よくグルタチオンが抽出されること、また麹の

75％エタノール抽出液にはフェルラ酸が含まれることが明らかとなっている  

[71] [71] 。このことから、本研究では60％エタノールで酒粕を処理することで、

チロシナーゼ活性を阻害するトリアシルグリセロール、フェルラ酸、グルタチ

オンなどの成分が抽出され、チロシナーゼ活性の阻害に寄与したのではないか

と考えられる。  

以上のことから、酒粕を摂取することによりヒト皮膚繊維芽細胞の増殖や

チロシナーゼ活性が阻害され、酒粕を塗布したり、経口摂取したりすることで

肌のハリの改善やメラニン生成の抑制などの美肌効果も期待できることが推察
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された。 

 

 

総括 

本研究は、近年増加傾向にある肥満や肥満が引き起こすメタボリックシン

ドロームの予防・改善のために、わが国で古くから食されてきた発酵食品の 1

つである酒粕素材活用の可能性を検証することを目的に研究を行った。また、

肥満防止効果以外にも酒粕素材の機能性が期待されており、酒粕素材の美容効

果についても検証を行った。  

第 1 章では酒粕素材の組成成分を分析し、その特徴をまとめた。また、マ

ウス由来の前駆脂肪細胞3T3-L1細胞を用い、酒粕素材抽出液の前駆脂肪細胞分

化および脂肪蓄積に対する影響について解析した。その結果、食物繊維が豊富

に含まれていた酒粕難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml を培地に添加した場合、

細胞の脂肪蓄積が最も抑制された (80.9%) 。 

第 2 章では第 1 章で脂肪蓄積抑制効果が確認できた酒粕難消化成分 100 ℃

抽出液 1mg/ml 添加培養細胞に焦点を当て、脂肪合成に関わる酵素活性の測定、

メタボローム解析および Real-time PCR による遺伝子発現の解析を行った。  

その結果、分化誘導後 8 日目でコントロール区と比較し、酒粕難消化成分

100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞の GPDH 活性が低下することが認められた。

またメタボローム解析において、酒粕難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培

養細胞ではコントロールと比較し、 BCAA の代謝に変化が見られた。バリン、

ロイシンは脂肪合成に関与していることが報告されており、 BCAA の代謝変化

が脂肪蓄積抑制に関与していることが示唆された。  

また、 Real-time PCR による遺伝子発現の解析では、酒粕難消化成分
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100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞において IL-6 の有意な発現量の低下が見ら

れた。 IL-6 の発現が低下することでLPL 活性が高まることが報告されており、

このメカニズムにより脂肪蓄積が抑制される可能性が示唆され、 IL-6 の発現低

下が脂肪蓄積抑制に関与していることが示唆された。  

第 3 章では、第 1 章において酒粕難消化成分 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加培

養細胞で脂肪蓄積抑制が確認できたため、その抑制効果に関与している成分の

特定を試みた。本章では実際に食されている酒粕と、酒粕に含まれている成分

であるコウジ酸をサンプルとして用い、3T3-L1細胞の脂肪蓄積、 GPDH 活性、

Real-time PCR による遺伝子発現の解析を行った。  

その結果、コウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞の脂肪蓄積率は、分化誘導後 4

日目で (58.7%) および 8 日目で (52.2%) と顕著に抑制されることが明らかとな

った。また、コウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞においては、分化誘導後 4 日目で

有意に GPDH 活性の低下がみられ、 Real-time PCR による遺伝子発現の解析で

は脂肪細胞の分化因子とされる CEBP/β およびPPARγの発現低下が認められ、

コウジ酸は脂肪細胞分化抑制に強く影響することが示唆された。さらに、コウ

ジ酸添加により IL-6 の発現低下も確認され、 IL-6 の発現低下から LPL活性が上

昇し、脂肪蓄積を抑制したことが推察された。3T3-L1細胞を用いた実験におい

て、コウジ酸の脂肪蓄積抑制および脂肪細胞分化抑制に関する知見はこれまで

に報告が見られず、本研究で認められたコウジ酸の脂肪蓄積抑制効果は初めて

報告された知見であり、新規性がある研究結果であると考えられる。 

一方、酒粕では酒粕 100 ℃抽出液 1mg/ml 添加細胞で最も脂肪蓄積が抑制

された ( 79.5%) 。 GPDH 活性では、有意な結果ではなかったが、分化誘導後 8

日目において低下する傾向がみられ、 Real-time PCR における遺伝子発現の解

析では IL-6 発現が有意に低下した。  
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酒粕に含まれるコウジ酸は非常に微量であると考えられ、コウジ酸添加と

比較して、酒粕添加による脂肪蓄積抑制効果は低かったが、 Real-time PCR で

は、コウジ酸と同様に IL-6 の発現低下が認められ、同様のメカニズムで脂肪蓄

積が抑制されたと考えられる。以上の結果から、酒粕摂取により肥満を抑制で

きる可能性が示唆された  

 第 4 章では、酒粕素材の新たな機能性の探索のため、正常ヒト皮膚線維芽細

胞の培養やチロシナーゼ活性を測定することにより、酒粕の美容効果について

検討した。正常ヒト皮膚線維芽細胞の培養においては、酒粕、発酵エキス末、

酒粕難消化成分の各温度抽出液添加培養細胞において、細胞の増殖がみられた。

チロシナーゼ活性においては、酒粕を水およびエタノールで抽出し、チロシナ

ーゼ活性への影響について検討した。その結果、酒粕の水抽出およびエタノー

ル抽出の両方において、チロシナーゼ活性の抑制がみられた。  

 以上のことから、酒粕を摂取することによりヒト皮膚繊維芽細胞の増殖やチ

ロシナーゼ活性が阻害され、酒粕を塗布したり、経口摂取したりすることで肌

のハリの改善やメラニン生成の抑制などの美肌効果も期待できることが推察さ

れた。 

 本研究の結果から、酒粕素材は肥満や肥満が引き起こすメタボリックシンド

ロームの予防・改善のために活用できる可能性が示唆され、また肌状態改善に

関しても有効である可能性が示唆された。  

本研究で明らかにすることができた酒粕の機能性を社会に広く知ってもら

うことで、酒粕が人々の健康維持や増進、生活の質の向上に活用されることを

期待したい。 
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表 1 酒粕素材の成分分析結果 

 酒粕 難消化成分 発酵エキス末 

全糖量(mg/g) 292.3 219.1 267.5 

直糖量(mg/g) 6.6 4.3 - 

粗タンパク質(mg/g) 253 413 - 

食物繊維(mg/g) 76.0 257.0 - 

※-は未測定 

表 2 HPLC 法による酒粕素材の遊離アミノ酸総量の比較 

  酒粕 難消化成分 発酵エキス末 

20℃抽出液(mg/g) 51.4 21.5 200.2 

60℃抽出液(mg/g) 58.4 32.9 193 

100℃抽出液(mg/g) - 26.5 - 

※-は未測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 各材料の 20℃抽出液の遊離アミノ酸含量の比較 
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図 2 各材料の 60℃抽出液の遊離アミノ酸含量の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 難消化成分の 100℃抽出液の遊離アミノ酸含量 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

ア
ス
パ
ラ
ギ
ン
酸

ト
レ
オ
ニ
ン

セ
リ
ン

グ
ル
タ
ミ
ン
酸

グ
リ
シ
ン

ア
ラ
ニ
ン

バ
リ
ン

メ
チ
オ
ニ
ン

イ
ソ
ロ
イ
シ
ン

ロ
イ
シ
ン

チ
ロ
シ
ン

フ
ェ
ニ
ル
ア
ラ
ニ
ン

オ
ル
ニ
チ
ン

リ
シ
ン

ヒ
ス
チ
ジ
ン

ア
ル
ギ
ニ
ン

遊
離
ア
ミ
ノ
酸
含
有
量(

㎎

/

g)

酒粕 難消化成分 発酵エキス末

0

5

10

15

20

25

30

ア
ス
パ
ラ
ギ
ン
酸

ト
レ
オ
ニ
ン

セ
リ
ン

グ
ル
タ
ミ
ン
酸

グ
リ
シ
ン

ア
ラ
ニ
ン

バ
リ
ン

メ
チ
オ
ニ
ン

イ
ソ
ロ
イ
シ
ン

ロ
イ
シ
ン

チ
ロ
シ
ン

フ
ェ
ニ
ル
ア
ラ
ニ
ン

オ
ル
ニ
チ
ン

リ
シ
ン

ヒ
ス
チ
ジ
ン

ア
ル
ギ
ニ
ン

遊
離
ア
ミ
ノ
酸
含
有
量(

㎎

/

g)

難消化成分



61 

 

表 3 酒粕抽出液(10g/100ml)の成分分析の結果 

抽出温度(℃) 20℃ 60℃ 100℃ 

固形分(g/100ml) 5.08 5.28 5.22 

全糖量(g/100ml) 1.74 1.85 1.91 

タンパク質量(g/100ml) 0.21 0.20 0.16 

 

表 4 難消化成分抽出液(10g/100ml)の成分分析の結果 

抽出温度(℃) 20℃ 60℃ 100℃ 

固形分(g/100ml) 0.82 0.80 1.01 

全糖量(g/100ml) 0.11 0.13 0.22 

タンパク質量(g/100ml) 0.54 0.59 0.66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 酒粕抽出液添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 
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図 5 難消化成分抽出液添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 発酵エキス末抽出液添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 
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図 7 難消化成分添加培養細胞における細胞生存率 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 難消化成分添加培養細胞における 

分化誘導後 4 日目と 8 日目の GPDH 活性の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 難消化成分 20℃、60℃、100℃抽出液における HPLC による分画結果 
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表 5 メタボローム解析による脂肪細胞内代謝物の測定結果 

代謝物名 
分化誘導後 4日目   分化誘導後 8日目 

p 値 半定量値   p 値 半定量値 

Pyruvic acid 0.0055 0.76  0.3270 1.11 

Lactic acid 0.0002 0.67  0.1753 1.19 

Glycolic acid 0.2290 0.91  0.0019 1.38 

Alanine 0.1153 0.63  0.0358 3.06 

2-keto-isovaleric acid 0.8862 0.96  0.0436 2.81 

Glycine 0.8704 1.07  0.0371 2.99 

2-Hydroxybutyric acid 0.2360 0.84  0.0003 1.84 

Sarcosine 0.4409 1.09  0.0076 1.54 

2-Aminoisobutyric acid 0.0167 1.21  0.00002 1.51 

3-Hydroxybutyric acid 0.0025 0.69  0.0507 1.36 

3-Aminopropanoic acid 0.0080 0.26  0.1166 2.78 

Acetoacetic acid 0.1156 0.80  0.0169 1.69 

3-Hydroxyisovaleric acid 0.1585 0.91  0.0152 1.56 

Valine 0.0192 0.68  0.0070 1.67 

Dihydroxyacetone 0.0024 0.56  0.1078 1.47 

2-Aminoethanol 0.1878 0.87  0.0003 1.79 

Glycerol 0.0036 0.84  0.0021 1.38 

Leucine 0.0327 0.57  0.0225 1.60 

Octanoic acid 0.0417 1.29  0.1766 1.32 

Phosphoric acid 0.9007 1.01  0.0067 1.64 
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Isoleucine 0.0075 0.59  0.0043 1.92 

Proline 0.0151 0.52  0.0080 2.54 

Succinic acid 0.0011 0.56  0.0452 1.53 

Glyceric acid 0.0019 0.58  0.5820 1.13 

Uracil 0.0023 0.73  0.0786 1.29 

Serine 0.0129 0.41  0.0022 2.39 

Fumaric acid 0.5168 0.95  0.0037 1.65 

Homoserine 0.1694 1.14  0.0272 1.95 

Nonanoic acid 0.0633 1.14  0.0063 1.47 

Threonine 0.0232 0.63  0.0010 2.73 

Glutaric acid 0.0992 0.77  0.0347 1.74 

Citramalic acid 0.1531 0.89  0.0114 2.03 

Threitol 0.0383 0.79  0.0498 1.83 

Malic acid 0.0428 0.78  0.0492 1.83 

meso-Erythritol 0.0023 0.81  0.0374 1.84 

Aspartic acid 0.0231 0.56  0.0001 2.04 

3-Aminoglutaric acid 0.0252 0.56  0.0001 2.03 

4-Hydroxyproline 0.0102 0.61  0.0128 2.51 

Methionine 0.0153 0.59  0.0027 2.31 

4-Aminobutyric acid 0.0670 1.15  0.0056 2.75 

5-Oxoproline 0.1823 0.88  0.0206 2.30 

Cysteine 0.0100 0.53  0.0011 2.18 

Creatinine 0.1297 0.78  0.0026 1.61 
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2-ketoglutaric acid 0.7964 1.04  0.0071 1.99 

Glutamic acid 0.0148 0.55  0.0041 1.75 

5-Aminovaleric acid 0.3171 1.18  0.0010 2.03 

Xylose 0.0136 0.85  0.0268 2.05 

Phenylalanine 0.0030 0.63  0.0077 2.33 

Lyxose 0.8255 0.98  0.0004 1.46 

Arabinose 0.0074 0.80  0.0164 1.84 

Ribulose 0.6849 0.93  0.0118 1.39 

Lauric acid 0.0909 1.08  0.0062 1.41 

Ribose 0.5429 1.05  0.0007 1.48 

Homocysteine 0.0041 0.63  0.0285 2.02 

Asparagine 0.0864 0.65  0.0045 2.04 

Xylitol 0.0292 0.72  0.0095 1.85 

Arabitol 0.2740 1.04  0.0001 1.42 

2-Deoxy-glucose 0.5964 1.03  0.00004 1.42 

Orotic acid 0.0001 0.72  0.0005 1.74 

Isocitric acid 0.0440 1.40  0.0623 2.95 

2-Aminopimelic acid 0.0256 1.50  0.0350 3.09 

Citric acid 0.0306 1.50  0.0343 3.16 

Ornithine 0.7128 0.88  0.0249 1.84 

Glycyl-Glycine 0.1939 0.90  0.0045 1.54 

Cadaverine 0.0463 0.84  0.0039 1.47 

Mannose 0.0048 0.73  0.0174 1.78 
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Glucose 0.0015 0.47  0.3026 2.10 

Galacturonic acid 0.1774 0.87  0.0058 1.84 

Glucuronic acid 0.1764 0.87  0.0069 1.84 

Tryptamine 0.0584 0.82  0.0219 1.85 

Glucaric acid 0.0272 0.72  0.0077 1.71 

Palmitoleic acid 0.0024 2.13  0.0508 1.41 

Inositol 0.2936 0.91  0.0014 1.43 

Margaric acid 0.0337 1.14  0.0023 1.38 

Kynurenine 0.0583 0.73  0.0002 1.54 

2,3-bisphosphoglyceric 

acid 

0.0936 0.77  0.0005 1.58 

Cystamine 0.0408 0.78  0.0091 1.43 

Elaidic acid 0.9684 0.98  0.0328 1.29 

Stearic acid 0.9072 1.01  0.0042 1.37 

Maltose 0.0141 0.78   0.1247 1.67 

※太字は有意な違い( p<0.05) が認められたもの 
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図 10 メタボローム解析による脂肪細胞における BCAA の測定結果 
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図 11 HPLC による脂肪細胞培養培地の BCAA 濃度 
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表 6 Real-time PCR による分化誘導 2、4、8 日目の難消化成分添加培養細胞における遺

伝子の発現比 

遺伝子名 分化誘導後 2日目 分化誘導後 4日目 分化誘導後 8日目 

Adipoq 1.09 0.86 1.35 

Adrb3 0.33 1.48 1.21 

Cebpa 1.09 1.63 2.25 

Cebpb 0.69 1.31 0.75 

Cebpd 3.48 0.32 0.33 

Fabp4 0.63 1.34 0.85 

Il10 0.00 0.00 0.00 

Il1b 0.00 0.00 1.30 

Il6 0.40 0.23 0.65 

Insr 1.06 1.11 1.37 

Irs1 0.92 0.71 0.92 

Irs2 1.57 0.56 0.68 

Lep 0.00 0.00 1.03 

Ccl2 0.51 1.47 1.13 

Serpine1 1.80 1.20 1.32 

Plin1 1.41 2.09 1.30 

Pparg 0.98 1.32 1.13 

Rbp4 0.00 0.00 1.64 

Retn 0.95 1.23 0.92 

Slc2a1 1.11 0.44 1.51 

Slc2a4 1.13 1.16 1.72 

Tnf 0.00 0.00 0.70 

Ucp1 0.00 0.64 1.47 

Ucp2 1.40 0.86 1.41 

Ucp3 0.00 3.12 1.26 

Ppargc1a 1.43 0.62 1.39 

Lipe 0.99 1.08 1.27 

Hsd11b1 1.07 0.56 1.01 

Prdm16 0.00 0.83 1.31 
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図 12 難消化成分添加培養細胞における Real-time PCR による IL-6 の発現比の比較 

 

 

 

 

 

 

 

図 13 難消化成分添加培養細胞における LPL 活性の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 コウジ酸添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 
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図 15 コウジ酸添加培養細胞における細胞生存率 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 コウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞における 

分化誘導後 4 日目と 8 日目の GPDH 活性の比較 
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表 7 Real-time PCR によるコウジ酸添加培養細胞における遺伝子の発現比 

遺伝子名 分化誘導後 4 日目 分化誘導後 8 日目 

Adipoq 3.79 0.38 

Adrb3 4.43 0.19 

Cebpa 0.86 0.41 

Cebpb 0.25 0.44 

Cebpd 0.00 0.46 

Fabp4 1.44 0.48 

Il10 0.00 0.00 

Il1b 0.00 0.00 

Il6 0.42 0.45 

Insr 1.41 1.36 

Irs1 4.93 0.45 

Irs2 0.16 0.16 

Lep 0.00 1.23 

Ccl2 0.99 0.78 

Serpine1 0.75 0.66 

Plin1 2.01 0.80 

Pparg 0.16 0.45 

Rbp4 0.00 0.00 

Retn 3.20 0.77 

Slc2a1 1.22 1.02 

Slc2a4 0.00 1.01 

Tnf 0.00 0.00 

Ucp1 0.00 0.00 

Ucp2 1.60 0.78 

Ucp3 0.00 0.00 

Ppargc1a 0.70 0.32 

Lipe 1.35 0.45 

Hsd11b1 1.70 0.69 

Prdm16 0.33 0.00 
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図 17 分化誘導後 4 日目のコウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞における 

Real-time PCR による遺伝子発現比の比較 

 

 

 

 

 

 

 

図 18 分化誘導後 8 日目のコウジ酸 1mg/ml 添加培養細胞における IL-6 の発現比の比較 

 

 

 

 

 

 

 

図 19 酒粕 0.1mg/ml 添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 
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図 20 酒粕 1mg/ml 添加培養細胞における脂肪蓄積率の比較 

 

 

 

 

 

 

図 21 酒粕 0.1mg/ml 添加培養細胞における細胞生存率 

 

 

 

 

 

 

 

図 22 酒粕 1mg/ml 添加培養細胞における細胞生存率 
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図 23 酒粕 100℃抽出液 1mg/ml 添加培養細胞における 

分化誘導後 4 日目と 8 日目の GPDH 活性の比較 

 

表 8 Real-time PCR による酒粕添加培養細胞における遺伝子の発現比 

遺伝子名 分化誘導後 4 日目 分化誘導後 8 日目 

Adipoq 3.05 1.59 

Adrb3 3.95 3.60 

Cebpa 1.30 1.47 

Cebpb 1.45 0.82 

Cebpd 0.00 1.14 

Fabp4 2.44 0.82 

Il10 0.00 0.00 

Il1b 0.00 0.00 

Il6 0.35 0.43 

Insr 4.30 1.98 

Irs1 1.64 0.98 

Irs2 0.24 0.32 

Lep 0.00 1.14 

Ccl2 0.36 2.17 

Serpine1 1.02 2.01 

Plin1 1.21 2.43 

Pparg 1.79 0.58 

Rbp4 0.00 0.00 

Retn 3.24 1.90 
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Slc2a1 0.46 1.35 

Slc2a4 0.12 0.99 

Tnf 0.00 0.00 

Ucp1 0.00 0.00 

Ucp2 1.79 1.94 

Ucp3 0.00 0.79 

Ppargc1a 0.40 2.44 

Lipe 1.59 1.74 

Hsd11b1 2.42 1.65 

Prdm16 0.22 0.45 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 酒粕添加培養細胞における IL-6 の発現比の比較 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 酒粕添加培養細胞における正常ヒト線維芽細胞の増殖率 
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図 26 難消化成分添加培養細胞における正常ヒト線維芽細胞の増殖率 

 

 

 

 

 

 

 

図 27 発酵エキス末添加培養細胞における正常ヒト線維芽細胞の増殖率 

 

 

 

 

 

 

 

図 28 酒粕水抽出液添加培養細胞におけるチロシナーゼ活性の比較 
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図 29 酒粕エタノール抽出液添加培養細胞におけるチロシナーゼ活性の比較 

 

表 9 論文中の単語略称および正式名称 

略称 正式名称 

BMI Body Mass Index 

TNF-α Tumor Necrosis Factor-α 

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor type 1 

DEX Dexamethasone 

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthine 

EGCG Epigallocatechin gallate 

EGCG3" Me (-)-Epigallocatechin 3-(3”-O-methyl)gallate 

FBS Fetal Bovine Serum 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose 

10%PBS Phosphate buffered saline 

GPDH glycerol-3-phosphate dehydrogenase 

LPC lysophosphatidylcholine 
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C/EBP CCAAT/enhancer binding protein 

PPARγ per- oxisome proliferator-activating receptor gamma 

Real-time PCR Real-time Polymerase Chain Reaction 

LPL lipoprotein lipase 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

BCAA Branched chain amino acid 

IL-6 Interleukin-6 

UCP uncoupling protein 

PPARα peroxisome proliferator-activated receptor alpha 

αGC alpha-galactocylceramide 

HES1 hairy and enhancer of split 1 

L-DOPE 3,4-Dihydroxy-L-phenilalanine 

αEG ethyl α-D-glucoside 

 

 

 

 

 


