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１．はじめに
アディポネクチンは脂肪細胞から分泌されるホルモン

で，インスリン感受性の亢進や抗炎症作用などの作用が言
われている1）．そのため，血中アディポネクチン濃度の上
昇により，２型糖尿病や動脈硬化などの生活習慣病の効果
的な予防が出来ることが期待できる．

我々は，かつお本枯れ節より抽出しただしの摂取によ
り，ヒト血清中におけるアディポネクチン濃度が上昇する
ことを再現性良く確認している2-4）．アディポネクチンの増
加に関わる食品成分としては，大豆に含まれるタンパク質
β-conglycinin がラットにおいて血中アディポネクチン濃
度を高めるという報告がある5）．また，シークヮーサーな
どの柑橘類の果皮等に多く含まれるフラボノイドであるノ
ビレチンも，アディポネクチン分泌を亢進することが報告
されている6）．β-conglycinin による血中アディポネクチン
濃度の上昇には，β-conglycinin の消化産物の寄与が考え
られているが，未だその正体は明らかにされていない．か
つおだしにおいても，現在までのところ，かつおだし中の
どのような成分が血中アディポネクチン濃度の上昇に関与
しているのかは不明である．そこで，かつおだし中に含ま
れるどのような成分が，アディポネクチンの発現を亢進さ
せるのか，そして，どのようなメカニズムで発現を亢進さ
せているのかを明らかにするためのアッセイ系の確立が必
要である．そこで，マウス胎児線維芽細胞株3T3-L1を用

いた系の検討を行うことを考えた．
3T3-L1細胞は，マウスの株化線維芽細胞 Swiss/3T3か

らクローニングされた細胞で，増殖期には線維芽細胞と差
異はないが，細胞がコンフルエントになると細胞質に脂肪
滴を蓄積するようになるという性質を有している．そのた
め，3T3-L1細胞は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．そして，dexametha-
sone，isobutyl-methylxanthine，insulin による刺激で効率
よく脂肪細胞に分化することが明らかとなっている7）．

そこで今回は，3T3-L1細胞を用いた培養細胞系におい
ても，培地中へのかつおだしの添加によりアディポネクチ
ン産生が亢進するかを調べることにした．

２．方法
細胞培養

マウス胎児線維芽細胞株3T3-L1は，JCRB 細胞バンクよ
り購入した．脂肪細胞への分化誘導前の3T3-L1細胞は，
3T3-L1脂肪前駆細胞用培地（株式会社ケーエーシー）を
用いて，37℃，5％ CO2で培養を行った．脂肪細胞への分
化誘導は，3T3-L1細胞がコンフルエントな状態に達した
のちに，培地を3T3-L1脂肪前駆細胞分化培地（株式会社
ケーエーシー）に交換し，２日間行った．分化誘導後の培
養は，3T3-L1脂肪細胞培養用培地（株式会社ケーエー
シー）を用いて行い，２日おきに培地交換を行った．
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かつおだしによるアディポネクチンの産生亢進機構を明らかにするため，細胞培養系での検討を行った．培養上清中のアディポ
ネクチン濃度は ELISA 法により測定し，脂肪細胞への分化は Oil Red O 染色による脂肪滴の形成で確認した．マウス胎児線維芽
細胞株3T3-L1細胞を分化誘導すると，培養上清への顕著なアディポネクチンの分泌亢進及び脂肪滴形成が確認された．脂肪細胞に
分化した3T3-L1細胞の培地中にかつおだしを添加しても，培養上清へのさらなるアディポネクチンの分泌亢進は観察されなかった
が，分化誘導により形成された脂肪滴は，かつおだし添加により小型化していた．分化誘導していない3T3-L1細胞の培地中へのか
つおだしの添加は，分化誘導時と比べるとはるかに少ないが，有意な培養上清中へのアディポネクチン分泌量の増加が見られた．
しかしながら，明らかな脂肪滴形成は観察されなかった．
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培地中への10×かつおだしの添加は，脂肪細胞培養用培
地への交換と同時に開始し，培地量の10分の１量を加え
た．コントロールには，かつおだしの抽出，調製に用いた
蒸留水を用い，分化誘導後12日目の培養上清をアディポネ
クチンの定量に使用した．10×かつおだしを添加した培地
での未分化の3T3-L1細胞の培養では，かつおだしの添加
後７日目の培養上清をアディポネクチンの定量に使用し
た．

Oil Red O 染色
脂肪細胞への分化の確認は，Oil Red O 染色による脂肪

滴の形成を確認することにより行った．染色には，Oil 
Red O 染色キット（株式会社バイオ未来工房）を用いた．
染色は，まず，培養液を除去後，PBS にて１回洗浄し，
OR 固定液にて，室温で30分間静置して固定を行った．固
定液を除去後，OR 洗浄液で２回洗浄し，OR 染色液にて，
室温で10分程度静置し，脂肪滴が赤く染まったことを確認

後，染色液を除去して精製水で２回洗浄を行い，顕微鏡下
で脂肪滴を観察した．

培養上清中のアディポネクチンの定量
培養上清中のアディポネクチン濃度は，Quantikine 

ELISA, Mouse Adiponectin/Acrp30（R&D SYSTEMS）
を用いた ELISA 法により測定した．測定は，ASSAY 
PROCEDURE に従って行い，吸光度の測定は，Multimode 
Plate Reader, ARVOTM X3（PerkinElmer）で行った．

統計処理
全ての測定値は，平均値±標準偏差で示した．統計処理

には，GraphPad Prism ver.5 for Windows（日本語版）
（（有）エムデーエフ）を用いた．鰹出汁摂取期間前後の測
定値の検定には，対応のない t 検定により評価した．統計
的有意水準は，すべて5％未満とした．

図２　未分化の3T3-L1細胞におけるかつおだし添加の影響

（上図）分化誘導していないマウス3T3-L1細胞を，培地中にか
つおだし添加有無で培養を行った培養上清中のアディポネクチン
濃度を，ELISA 法で測定した．結果は，３回の測定値の平均±
標準偏差で示し，対応のない t 検定により評価を行った．（**）は，
0.01未満で有意差があることを示している．
（下図）培養上清を除いた後の各細胞を Oil Red O 染色し，脂

肪滴の形成を顕微鏡下で確認した．

図１　�分化誘導した3T3-L1細胞におけるかつおだし添加の
影響

（上図）マウス3T3-L1細胞の培養上清，分化誘導した3T3-
L1細胞の培養上清及び分化誘導後に培地にかつおだしを添加
して培養を行った3T3-L1細胞の培養上清中のアディポネクチ
ン濃度を，ELISA 法で測定した．結果は，３回の測定値の平
均±標準偏差で示し，対応のない t 検定により評価を行った．

（**）は，0.01未満で有意差があることを示している．
（下図）培養上清を除いた後の各細胞を Oil Red O 染色し，

脂肪滴の形成を顕微鏡下で確認した．
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３．結果
分化誘導した3T3-L1細胞に及ぼす培地へのかつお
だし添加の影響

3T3-L1細胞を分化誘導培地により脂肪細胞に分化させ
ると，培養上清への顕著なアディポネクチンの分泌亢進

（図１上）及び Oil Red O 染色による脂肪滴形成（図１下）
が確認された．脂肪細胞に分化誘導した3T3-L1細胞の培
地中にかつおだしを添加しても，培養上清へのさらなるア
ディポネクチンの分泌亢進は観察されなかった（図１上）
が，分化誘導により形成された脂肪滴の形態の変化が観察
され，かつおだし添加により脂肪滴は小型化していた（図
１下）．

分化誘導していない3T3-L1細胞に及ぼす培地へのかつお
だし添加の影響

分化誘導していない3T3-L1細胞の培地中へのかつおだ
しの添加は，分化誘導時と比べるとはるかに少なく，わず
かではあるものの，有意な培養上清中へのアディポネクチ
ン分泌量の増加が見られた（図２上）．しかしながら，Oil 
Red O 染色では明らかな脂肪滴形成は観察されなかった

（図２下）．

４．考察
かつおだしは，古来より日本人に親しまれており，日本

人の伝統的な食文化の一つとして，多くの食品に使用され
ている．鹿児島の薩摩半島南部の郷土料理である「茶節」
や沖縄の「鰹湯（カチューユ）」に見られるように，疲労
回復や滋養強壮に効果があると言われてきた．かつお節の
及ぼす健康増進効果については，江戸時代（元禄10年）に
刊行された「本朝食鑑」にも，「気血を補い，腸胃を調え，
筋力を壮し，・・・」などと記載されている8）．また，か
つおだしには，血圧降下やコレステロール低下などの健康
効果も報告されている．我々は，かつおだしの摂取により
ヒト血中アディポネクチン濃度が上昇することを報告して
きた2-4）．しかしながら，現在までのところ，かつおだし中
のどのような成分が，どのようなメカニズムで血中アディ
ポネクチン濃度の上昇に関与しているのかは不明である．
そこで，脂肪細胞への分化能及びアディポネクチン産生能
を有する培養細胞を用いたアッセイ系を構築するための検
討を行った．今回は，dexamethasone，isobutyl-methylx-
anthine，insulin による刺激で効率よく脂肪細胞に分化す
る7）ことが知られているため，脂質代謝の細胞モデル系と
して広く用いられているマウス胎児線維芽細胞株3T3-L1
を用いることとした．かつおだしの培地への添加により，
脂肪細胞への分化誘導を行った3T3-L1細胞では，アディ
ポネクチンの分泌亢進は観察されなかった（図１上）が，

脂肪滴の形態の変化が観察された（図１下）．一方で，分
化誘導していない3T3-L1細胞では，アディポネクチンの
分泌の有意な亢進が見られた（図２上）が，脂肪細胞への
明らかな分化は観察されなかった（図２下）．かつおだし
の培地への添加による明らかな影響が観察されたため，今
後は，用量依存性などさらに検討を重ねて，かつおだしに
よるアディポネクチン産生亢進機構を解明するための in 
vitro の系を構築する必要がある．アッセイ系の構築は，
かつおだし中の機能性成分のスクリーニングや，同定され
た有効成分を活用したメタボリック症候群の予防や治療に
つながる可能性がある．

現在までに，アディポネクチンの発現制御には核内レセ
プタースーパーファミリーのメンバーの転写因子であるペ
ルオキシソーム増殖因子活性化受容体γ（PPARγ）の関
与が明らかにされている9）．そのため，かつお節に含まれ
る栄養成分の中で，アディポネクチンの増加に関わる可能
性があるものとしては，PPARγのリガンドであるドコサ
ヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタエン酸（EPA）
も考えられる10）．しかしながら，この報告では高濃度の
EPA や DHA を給餌したマウスでの実験結果であるため，
かつお本枯れ節だしの摂取実験で摂取したかつおだし中の
DHA や EPA の量で，ヒトにおいても血液中のアディポ
ネクチンが十分に上昇するのかは不明である．in vitro 
アッセイ系の構築により，かつおだしによるアディポネク
チン産生における PPARγの関与や DHA，EPA の関与の
可能性の検討なども可能になる．

本研究により，ヒト血清中のアディポネクチン濃度を高
めるかつおだしの成分を検索し，アディポネクチン産生機
構を解明するための基盤が築かれた．
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