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略号 

 

Abcb11；ATP-binding cassette, sub-family B member 11 

Abcg5, 8；ATP Binding Cassette Subfamily G Member 5, 8 

Acadm；Acyl-CoA dehydrogenase medium chain 

Acat2；Acetyl-CoA acetyltransferase 2 

Acox1；Acyl-CoA oxidase 1 

AMP/ATP；Adenosine monophosphate / Adenosine triphosphate ratio 

ANOVA；Analysis of variance 

AUC ；Area under the each compound concentration-time curve 

BMAL1；Brain and muscle Arnt-like protein 

CCGs；Clock-controlled-genes 

Cd36；CD36 molecule (thrombospondin receptor) 

Cyp7a1；Cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1 

cDNA；complementary DNA 

CLOCK；Circadian locomotor output cycles kaput 

C max；Maximum blood concentration 

Cho；Cholesterol 

CRY；Cryptochrome  

CT；Circadian time  

Dgat1,2；Diacylglycerol O-acyltransferase 1,2 

DMEM；Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

E；Episesamin 

EC-1,-2；Episesamin catechol-1, -2 
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Fasn；Fatty acid synthase 

Gapdh；Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HCD；High-cholesterol diet 

HFD；High-fat diet 

HMGCR；3-hydroxy-3-methylglutaryl–coenzyme A reductase 

Ldlr；Low density lipoprotein receptor 

Lxr；Liver X receptor 

LC-MS/MS；Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

MEF；Mouse embryonic fibroblasts 

MTP；Microsomal triglyceride transfer protein 

NPC1L1；Niemann–Pick C1 Like 1 

PER2；Period 2 

PPARα；Peroxisome proliferator activated receptor alpha 

QRT-PCR；Quantitative real-time polymerase chain reaction 

RNA；Ribonucleic acid 

ROR；Retinoic Acid-Related Orphan Receptors 

S；Sesamin 

SC-1,2；Sesamin catechol-1,2 

SREBP2；Sterol response element binding protein 2 

SE；Sesamin isomers, a mixture of sesamin and episesamin 

TG；Triglyceride 

T max；Time to reach maximum blood concentration 

T1/2；Half life 

ZT；Zeitgeber time 



6 
 

第１章 緒言 

 

1-1. 生理機能と体内時計の関係 

生物は地球の自転により、1 日おおよそ 24 時間周期での生活を余儀なくされてい

る。朝が来ると日が昇り、人間のような昼行性生物の場合、日の光が合図となり目が覚め、

大半はいわゆるこの日中に活動することが多い。一方、夜には日が落ちて休息を摂り、明日

以降の活動に備える。また我々はおおよそ決まった時間にお腹が減り、食事をすることで空

腹を満たし、次へのエネルギーを獲得することも行っている。このように私たち生物は、地

球の明暗サイクルに適応する形で、いわば無意識に活動、休息、食事等をリズミカルに行っ

ている。それ以外にも、私たちの生理機能に目を向けると、例えば、体温、血流、血圧、尿

の産生量等は特に活動時と休息（睡眠）時には大きく異なることが分かっている。メラトニ

ン、コルチゾールなどのホルモン分泌も同様に大きく異なり、例えば前者が入眠時に高くな

ることから、睡眠ホルモンとして広く知られている (Hastings et al., 2007) 。 

これらに関連し、各種疾患症状も時間によって異なることが明らかになっている。

例えばぜんそく発作やアレルギー疾患時の鼻汁の分泌などは早朝に、リウマチ患者の関節

のこわばりも朝に強くなる。一方、がん細胞増殖、コレステロール合成酵素活性が夜間に高

まること等もわかっている (Reiter et al., 2011) 。このことは、疾患治療にはより望ましい

効果的な投薬タイミングが存在するということであり、実際に近年医療の現場では「時間薬

理」「時間治療」という概念で、上述の生体リズムに基づいた既存薬の投薬時間帯の最適化、

あるいは製剤技術の導入による薬物放出の時間制御を狙った新規剤型の開発等が盛んにお

こなわれており、一定の治療成果を挙げている (Ballesta et al., 2017) 。また、別の切り口

では、体内時計のリズムを担う機構に働きかけて、良質な睡眠を実現する医薬品、例えばラ

メルテオン(Ramelteon)も開発されている (Neubauer et al., 2008) 。つまり、体内時計の観

点で改めて整理すると、時間薬理のように疾患がいつ起こりやすいかを理解しその時間帯
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を狙うアプローチと、体内時計制御のおおもとに作用し、時計の調節を介して疾患の根治を

狙うアプローチに大別できる。 

 

1-2. 時間栄養学と体内時計作用栄養学 

先の医薬品の話を食品に置き換え、食品と体内時計の関係を新たな概念として捉え

ることができる（図１）。生理機能が発現する時間帯に着目し食品成分のより効果的な摂り

方を考える「時間栄養学」と、食品の体内時計機構への働きかけとそれに基づく新たな使い

方を考える「体内時計作用栄養学」である (Shibata et al., 2011) 。例えば、前者であれば、

「食品成分○○の脂肪燃焼効果をより最大限発揮させるためには、朝、昼、夜いずれの摂取

がより効果的なのか」という研究課題になるであろうし、後者であれば、「食品成分△△は

体内時計調節作用を有するか否か」に始まり、さらには「食品成分△△はその体内時計調節

作用に基づいて、健康効能◇◇の用途に応用できないか」等の研究課題になる。 

 

図１．時間栄養学と体内時計作用栄養学 

 

時間栄養学 体内時計作用栄養学

「時間に合わせる」

ー食品をいつ摂るかー

「時間を動かす」

ー食品で時計を調節ー

？？ ？？
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1-3. 脂質代謝と体内時計 

脂質代謝と体内時計の接点に関しては、古くは、血中脂質に概日リズムが認められ

ていることに端を発し （Kuzuya et al., 1972; Schlierf et al., 1973; Durrington et al., 1990）、

多くの検証がなされ、糖や脂質の代謝、AMP/ATP 比を始めとする Matabolic Flux 等のエ

ネルギー代謝も分子レベルでリズム性があることが証明され、その意味するところが推察

されてきた（Bass et al., 2010; Schug et al., 2011; Gnocchi et al., 2015; McGinnis et al., 2016）。

さらに、生活習慣の乱れ、特に食行動の乱れが体内時計機構の乱れを誘発し、生活習慣病の

発症や悪性化に影響することも分かってきた (Bass et al., 2012; Bass et al., 2016; Chaix et 

al., 2014) 。そもそも体内時計の存在は、エネルギー代謝、平たくはエネルギー出納の制御

のため、と言っても過言ではない。生物は、生命活動を維持するために脂質を始めとするエ

ネルギー源を摂取し、そして消費する。活動と休息が繰り返される中で、エネルギー源を実

際に獲得できるのは活動時間帯のみである。一方で、生命活動、つまりエネルギー消費は昼

夜問わず行われている。つまりエネルギーの獲得と消費には時間的なアンバランスが生ま

れており、そこを埋めるためには、エネルギー出納の時間的なめりはりが必要であり、いか

に効率良くエネルギー源を吸収し、いかに上手に蓄えるか、そのシステムに体内時計が大き

く関与しており、脂質代謝が概日性を持つ理由である。 

コレステロール代謝と体内時計の接点も歴史が深い。コレステロール合成酵素であ

る HMG-CoA reductase (HMGCR)の発現や活性にリズム性があること (Kandutsch et al., 

1969; Edwards et al., 1972; Tujita et al., 1995)、またそれらの知見を活用しての時間薬理学

的アプローチ、例えばコレステロール合成酵素阻害剤のより効果的な投与時刻の検証等が

行われてきた (Plakogiannis et al., 2007, Izquierdo-Palomares et al., 2016) 。 
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1-4. 体内時計の制御機構 

我々の体の脳、肝臓、腸管、脂肪組織、筋肉、皮膚等あらゆる臓器が体内時計を有

している。さらに言うと、私たちの体を構成している 60 兆個におよぶ細胞ひとつひとつに

体内時計が存在しており、それらは自律的におおよそ 24 時間のリズムを発振し、またそれ

らが臓器内あるいは臓器間で連絡し合い、ハーモナイズしながら、上述の睡眠、活動等の行

動パターンや、エネルギー代謝、ホルモン分泌などの各種生理機能を発揮している（Bass et 

al., 2010）。つまり、ミクロからマクロに順を追って考えると、各細胞のリズム発振⇒お互

いのハーモナイズ⇒生理機能の出力、ということになる（図 2）。 

 

図２．中枢時計と末梢時計の連関および生理機能との関係 

 

細胞それぞれがおよそ 24 時間の周期性、つまり概日リズムを刻む分子機構に関し

ては、時計遺伝子と呼ばれる一連の分子群がその制御に関与している（図３）。その中でも

中心的な役割を示すのが、BMAL1、CLOCK と呼ばれる概日リズムを正に制御する転写因

中枢（脳）

SCN

肝臓 腸 脂肪組織

末梢

【出力：生理機能】

・糖、脂質代謝
・内分泌ホルモンターンオーバー
・エネルギー代謝
・レドックスシグナル
etc

【出力：行動】

・睡眠／覚醒
・食行動
・心拍
・血圧
etc

光

食べ物

【入力】

etc
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子で、これらがヘテロダイマーを形成しその下流の遺伝子群を転写活性化する。Per や Cry

は BMAL1、CLOCK の下流に存在し概日リズムを負に制御しており、これらがフィードバ

ックループを形成することで、各細胞におよそ 1 日 24 時間という概日性がもたらされるこ

とになる。 

 

図３．体内時計の分子機構、core clock およびそれに連動する周辺分子群 

 

さらに、これら時計遺伝子の下流には、Clock-controlled-genes (CCGs)が存在して

おり、その発現は時計遺伝子に制御されており、結果、その機能にはリズム性がもたらされ

ることになる (Bass et al., 2010; Bozek et al., 2009; Mazzoccoli et al., 2012) 。先述のコレス

テロール合成酵素 HMGCR や脂肪酸酸化酵素群は、それぞれ例えば、Sterol regulatory 

element-binding proteins (SREBPs)や Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Alpha 

(PPARα)等の転写調節因子で発現調節を受けているが、これら転写因子も CCG として体

内時計の制御下にあるため、これら一連の機能発現にリズム性がもたらされる (Le et al., 

2009; Oishi et al., 2005; Yang et al., 2006) 。 

E-box

CLOCK BMAL1

Per1,2, Cry1,2

PER

CRY

Clock-controlled-
genes

SREBPsSrebp2
SREBP2

SRE
Hmgcr

コレステロール
代謝

時計のコアループ

SREBPsPpara
PPARα

PPRE
Acox1

トリグリセライド
代謝

SREBPsPgc1a

SREBPsNampt

・グルコース
・NAD
・ATP/AMP
etc

etc
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1-5. セサミン類、その生理機能と脂質代謝との接点 

セサミン（Sesamin、以下 S）はゴマ種子やゴマ油に含まれるリグナン類の一種で

あり、当初、高度不飽和脂肪酸であるジホモγリノレン酸からアラキドン酸へ変換する不飽

和化酵素、Δ5-desaturase の阻害剤として同定された（Shimizu et al., 1989; Shimizu et al., 

1991）。S は非焙煎ゴマ油の精製過程において異性化されることでエピセサミン（Episesamin、

以下 E）が生成される（Fukuda et al., 1986, 図４）。つまり、非焙煎ゴマ油は S および E を

含み、それらの比率はおよそ１：１である。このセサミン類（Sesamin(S)／Episesamin(E)

の混合物、以下 SE）の生理作用に関しては、動物およびヒトを用いて過去に多くの研究が

なされており（Dar et al., 2013）、抗酸化（Ikeda et al., 2003）、抗ガン（Hirose et al., 1992）、

抗高血圧（Nakano et al., 2008; Miyawaki et al., 2009）、血中脂質低下作用 （Hirose et al., 

1991; Ashakumary et al., 1999; Hirata et al., 1996; Nakabayashi et al., 1995） 等が報告され

ている。特に S、Ｅ、あるいは SE のコレステロール代謝改善効果や中性脂肪低下作用に関

しては、その作用メカニズムとしてコレステロール合成酵素 HMGCR の発現抑制や脂肪酸

酸化酵素をはじめとする代謝酵素の発現亢進が報告されている（Hirose et al., 1991; 

Ashakumary et al., 1999; Tsuruoka et al., 2005; Lim et al., 2007; Ide et al., 2009a; Ide et al., 

2009b）。 

 

図４．セサミン（Sesamin(S)）およびエピセサミン（Episesamin(E)）の構造式 

Sesamin(S) Episesamin(E)
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1-6. 研究課題設定と具体的取り組み 

以上のように、脂質代謝は体内時計との接点が強く、また SE は脂質代謝に影響し

うることが分かっていることから、SE の脂質代謝に対する作用は投与時刻に影響を受ける

可能性が考えられるが、明らかになっていない。同様に、SE の体内時計に及ぼす影響、例

えば時計遺伝子の発現に及ぼす影響も不明である。そこで本研究では、時間栄養学的アプロ

ーチ（第 2 章）および体内時計作用栄養学的アプローチ（第 3 章）で検証を進めた。 

第 2 章では、ラット脂質代謝異常モデルラット（高脂肪食負荷モデル）を中心に、

SE の脂質代謝に対する作用が投与時刻に影響を受けるか否か、を検証した。併せて、SE の

動態が投与時刻に影響を受けるかも検証した。検証においては、2 つの投与期間（7 日間投

与および 28 日間投与）を試験条件に用い、また、投与時刻として、活動期の始め（『朝』を

想定）および活動期の終わり（『夕方』を想定）し、これらを比較検討した。 

第 3 章では、 時計遺伝 子の下流 にレポー ター遺伝 子がノッ クインさ れた

PER2::LUC ノックインマウスを用い、in vivo imaging 法（検証 3-1）および in vitro 法（検

証 3-2）にて、SE およびその関連化合物の体内時計調節作用の有無を検証した。 

なお、本論文内にて表記する「セサミン類（SE）」は化合物としての Sesamin(S)お

よび Episesamin(E)のことを指し、健康食品として流通しているサプリメントの商品名と

は異なる。 
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第２章 時間栄養学的アプローチによるセサミン類と体内時計の関係性検証 

 

2-1. 高脂肪食負荷モデルラットにおけるセサミン類の脂質代謝改善効果に対する投与時刻の

及ぼす影響の検証（１）７日間投与 

 

2-1.1. 序論 

第１章、緒言にて述べた通り、セサミン類（SE）が脂質代謝改善効果を示すこと、

および、脂質代謝機構の多くは体内時計の制御下にあることから、SE の脂質代謝に対する

作用は投与時刻に影響を受ける可能性が考えられる。そこで本研究では、ラット脂質代謝異

常モデルラット（高脂肪食負荷モデル）を用い、SE の脂質代謝に対する作用が投与時刻に

影響を受けるか否か、を検証した。まず始めに、投与期間として 7 日間投与を選択し、また

投与時刻として、活動期の始め（ヒトの『朝」を想定）および活動期の終わり（ヒトの『夕

方」を想定）し、これらを比較検討した。7 日間という投与期間に関しては、過去の社内の

ラット試験において、正常食を中心とした検証で SE の 7 日間連続投与が脂肪酸β酸化の亢

進が確認されていたこと、そのβ酸化亢進は先述の通り、PPARα経路が密接に関わってお

り、体内時計制御との接点も強い分子であることから、本投与期間にて検証目的が達成しう

るものと考え選択した。 

 

2-1.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 本実験では、SE として sesamin（S）および episesamin（E）がおよそ 1:1 で含ま

れるセサミン異性体混合物を竹本油脂から購入して使用した。SE が総計でおよそ 95％含ま

れること、S および E がおよそ 1:1 であることを事前に HPLC で確認した。 
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【実験動物および飼育環境】 

 全ての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）

に基づき、サントリーホールディングス株式会社の動物実験委員会の承認を受けて実施さ

れた。 

 4 週齢の雄性 SD ラット（日本チャールスリバー（株））を購入後、3 匹／飼育ケー

ジにて、明暗制御の光環境、室温 23-25℃、湿度 50-70%の飼育環境下、自由摂食および自

由飲水で飼育した。なお、Zeitgeber time (ZT)0 を明期開始時刻と定義し、ZT12 を明期終

了時刻とした。すべてのラットは実験に使用するまで、最低 1 週間は本飼育環境下で馴化

飼育を行った。 

 

【高脂肪食負荷脂質代謝異常モデルラットの確立と SE の評価】 

本研究には、脂質代謝異常モデルとして、高脂肪食（High-fat diet、以下 HFD）負

荷モデルラットを用いた。つまり、4 週齢の雄性 SD ラットを入荷し、2 週間正常食（CE-

2）で環境馴化後、60 カロリー% （35 重量%）の市販 HFD、D12492（Research Diet Inc.）

を用いて HFD 負荷を開始した。 

HFD 負荷を 14 日間行ったのち、負荷食は継続しながら、SE 処置群（SE 群）には

オリーブオイルに加熱溶解し十分に冷ました SE を 100mg/動物体重 kg の用量で経口投与

した。対照群には溶媒コントロールとしてのオリーブオイル（Control (CON)群）を経口投

与した。投与時刻の影響を検証するため、SE 群、CON 群、それぞれをさらに 2 つに分け、

朝投与は ZT13（活動期の始めを想定）、夕投与は ZT23（活動期の終わりを想定）とした。

試験デザインを図５に示す。投与動物の解剖は、比較的短期間（7 日間）での検証であるこ

とを鑑み、投与後のセサミン類の血中濃度が充分に高いことが予想された時間帯である、SE

最終投与後から速やかにサンプリングを開始した。つまり、各処置した動物を最終投与後 3、
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6、9 および 12 時間と 3 時間毎に解剖し、採血および肝臓を採材した。N=3／各サンプリン

グポイントとした。遠心分離後の血漿および肝臓は液体窒素あるいはドライアイスで急速

凍結し、-80℃で保存した。これらはその後の生化学検査および遺伝子発現解析に使用した。 

 

 

図５．試験プロトコル（2-1. HFD ラット、SE7 日間連投） 

HFD モデルラットにおける SE の脂質代謝への作用に対する投与時刻の及ぼす影響を評価し

た。詳細は「2-1.2. 実験材料及び方法」を参照。ZT13 あるいは ZT23 にて溶媒コントロール

あるいは SE を 7 日間連続投与の後、経時的に解剖した。解剖は各ポイント、各群 3 例ずつ行

った。白い帯が明期（非活動期）、グレイの帯が暗期（活動期）、太い矢印は投与時刻を、細い

矢印は解剖時刻を示す。ZT13/CON：朝投与コントロール群、ZT13/SE：朝 SE 投与群、

ZT23/CON：夕投与コントロール群、ZT23/SE：夕 SE 投与群。 

 

【生化学分析】 

血漿および肝臓ホモジネートサンプルを生化学分析に供した。総コレステロール

（Total cholesterol、以下 Cho）および中性脂肪（Triglyceride、以下 TG）は市販の測定キ

ットを用いて定量した（Wako、Japan）。なお、本文内、特段の補足がない限り、Cho は総

コレステロールを指す。 

 

ZT13

Administration Dissection

ZT13 16 19 22 1
ZT13/CON
ZT13/SE

ZT23 ZT23 2 5 8 11
×6 times

ZT23/CON
ZT23/SE
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【定量的リアルタイム PCR（QRT-PCR）による遺伝子発現評価】 

QRT-PCR は 常 法 に 従 い 、 TaqMan Gene Expression Assays （ ThermoFisher 

Scientific）システムを用い実施した。本法は、TaqMan プローブを用いて PCR 増幅産物を

検出、定量するシステムである。本プローブは 5’末端を蛍光物質で、3’末端をクエンチャー

物質で修飾したオリゴヌクレオチドから成り、アニーリングステップにて鋳型 DNA に特

異的にハイブリダイズしている際は、プローブ上の蛍光物質とクエンチャーが近い距離で

存在するため、励起光を照射しても蛍光の発生は抑制され、一方、伸長反応ステップでは、

Taq DNA ポリメラーゼの 5’→ 3’エキソヌクレアーゼ活性によって鋳型にハイブリダイズ

した TaqMan プローブが分解され蛍光色素がプローブから遊離、クエンチャーからの距離

が離れ、それによる蛍光抑制が解除されるため蛍光を検出できるシステムである。つまり、

TaqMan プローブ由来の蛍光をモニターすることで、PCR 増幅産物を定量することが可能

となる。 

より具体的作業を以下に示す。-80℃ストックの各臓器から Isogen（日本ジーン、

Japan）にて total RNA を抽出し、RNeasy mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) にて

精製した。精製後の total RNA 2.0μg を鋳型にランダムプライマーを用いた逆転写反応に

て cDNA を調製した（High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits、Applied Biosystems, 

Foster City, CA)。遺伝子発現の定量解析のために、ABI PRISM 7900 Sequence Detection 

System（Applied Biosystems）を用い、QRT-PCR にて cDNA を増幅した。全てのプライマ

ー、プローブは TaqMan Gene Expression Assays（ThermoFisher Scientific）より市販品を

購入し使用した。使用したプライマーを table1 に示す。なお、table1 には検証 2-1 および

2-2 で用いたものを全て掲載した。なお、購入し table1 に掲載した全ての TaqMan プライ

マ ー の 情 報 詳 細 は 、 TaqMan Primer ID を 用 い て Web サ イ ト

（https://www.thermofisher.com/jp/ja/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-

assays/taqman-gene-expression.html）にて検索、入手可能である。 
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各サンプル、各遺伝子の発現レベルは Comparative Ct 法にて相対値として算出し

た。Gapdh を内部標準に用いて各遺伝子発現をノーマライズした後、ZT13/CON group の

最初の測定ポイントの遺伝子発現を１とした時の相対値を relative expression として表し

た。なお、代表的な結果とその解析プロセスの実例は「2-2.3. 結果」の項に示した。  

 

 

Table１．プライマーリスト 

  

Category Official
 Symbol

Also known
 as Gene ID Taqman Primer

 Assay ID Official Full Name

Cholesterol metabolism Hmgcr 3H3M 25675 Rn00565598_m1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 
Cholesterol metabolism Ldlr LDLRA 300438 Rn00598442_m1 low density lipoprotein receptor
Cholesterol metabolism Srebf2 SREBP2; SREBP-2 300095 Rn01502638_m1 sterol regulatory element binding transcription factor 2
Cholesterol metabolism Acat2 Acat3; Ab2-076 308100 Rn01526241_g1 acetyl-CoA acetyltransferase 2 
Cholesterol metabolism Abcg5 114628 Rn00587092_m1 ATP-binding cassette, subfamily G (WHITE), member 5
Cholesterol metabolism Abcg8 155192 Rn00590367_m1 ATP-binding cassette, subfamily G (WHITE), member 8
Cholesterol metabolism Cyp7a1 CHAP; CYP7; CYP7S1 25428 Rn00564065_m1 cytochrome P450, family 7, subfamily a, polypeptide 1
Cholesterol metabolism Nr1h3 LXRalpha 58852 Rn00581185_m1 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3
Cholesterol metabolism Npc1l1 NPC1-like 1 432367 Rn01443503_m1 NPC1 like intracellular cholesterol transporter 1
Triglyceride metabolism Acadm MCAD 24158 Rn00566390_m1 acyl-CoA dehydrogenase medium chain 
Triglyceride metabolism Acox1 aCoA; RATACOA1 50681 Rn01645311_g1 acyl-CoA oxidase 1
Triglyceride metabolism Fasn 50671 Rn00569117_m1 fatty acid synthase 
Triglyceride metabolism Ppara PPARα 25747 Rn00566193_m1 peroxisome proliferator activated receptor alpha 
Triglyceride metabolism Cd36 Fat; RGD1562323 29184 Rn00580728_m1 CD36 molecule (thrombospondin receptor)
Triglyceride metabolism Dgat1 ARAT; Dgat 84497 Rn00584870_m1 diacylglycerol O-acyltransferase 1 
Triglyceride metabolism Dgat2 ARAT; Dgat 252900 Rn01506787_m1 diacylglycerol O-acyltransferase 2
Triglyceride metabolism Mttp MTP 310900 Rn01522963_m1 microsomal triglyceride transfer protein 
Internal standard Gapdh GAPDH 24383 Rn01775763_g1 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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【統計解析】 

データは平均値±標準誤差で表した。経時変化の各ポイントにおける群間比較は、

unpaired two-tailed t test にて実施した。経時変化全体の群間比較は、two-way ANOVA に

て有意差検定を行った。P<0.05 を統計学的有意差ありとした。 
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2-1.3. 結果 

 

2-1.3.1. コレステロール（Cho）評価指標 

血中総 Cho に関しては朝投与でのみ SE 処置による有意な低値が確認された

（P<0.01, 2-way ANOVA）。一方、肝中総 Cho は夕投与でのみ有意な低値（P<0.05,2-way 

ANOVA）を示した（図 6a,b）。遺伝子発現解析においては、Cho 合成の律速酵素である Hmgcr

が SE 朝投与で低値傾向（P <0.1, 2-way ANOVA）、LDL の肝臓内取り込みに寄与する low 

density lipoprotein receptor (Ldlr) が SE 投与で朝夕ともに低値傾向（P <0.1, 2-way 

ANOVA）、また Hmgcr や Ldlr の発現を制御する転写因子 Srebp2 は SE の夕投与で有意な

低値（P <0.05, 2-way ANOVA）が認められた（図 6c,d,e）。 

 

 

図 6．HFD ラットのコレステロール評価指標および同関連遺伝子発現 

に対する SE の投与時刻の影響 ＜7 日間連続投与＞ 
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図 6．続き 

（a）肝中総コレステロール、（b）血中総コレステロール、（c）肝臓 Hmgcr 遺伝子発現、（d）

同 Ldlr、（e）同 Srebp2。ZT13 あるいは ZT23 にて溶媒コントロールあるいは SE を 7 日間連

続投与の後、経時的に解剖した。詳細は「2-1.2. 実験材料及び方法」を参照。白い帯が明期

（非活動期）、グレイの帯が暗期（活動期）、黒矢印は朝処置群の投与時刻を、青矢印は夕処置

群の投与時刻を示す。黒〇：ZT13-CON（朝投与コントロール群）、黒●：ZT13-SE（朝 SE 投

与群）、青□：ZT23-CON（夕投与コントロール群）、青■：ZT23-SE（夕 SE 投与群）。平均値

±標準誤差、n=3／各サンプリングポイント。**P<0.01, *P<0.05, +P<0.1 vs 各 CON。図内カ

ッコは 2way-ANOVA によるグループ間の検定結果。 
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2-1.3.2. トリグリセライド（TG）評価指標 

血中 TG は朝夕投与時刻いずれにおいても SE 投与の影響は無かった。肝中 TG は

SE 夕投与でのみ低値傾向（P<0.1, 2-way ANOVA）を示したものの、その作用は明確では

なかった（図 7a,b）。遺伝子発現解析においては、脂肪酸β酸化系酵素の遺伝子、Acyl-CoA 

dehydrogenase medium chain (Acadm)および Acyl-CoA oxidase 1 (Acox1)は朝夕いずれの

投与時刻においても SE で有意かつ顕著な高値を（P<0.01, 2-way ANOVA）、脂肪酸合成系

遺伝子である Fatty acid synthase (Fasn)も朝夕両投与時刻においても SE 投与で有意な低値

を示した（P <0.01, 2-way ANOVA, 図 7c,d,e）。 

 

図 7．HFD ラットのトリグリセライド評価指標および同関連遺伝子発現 

に対する SE の投与時刻の影響 ＜7 日間連続投与＞ 
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図 7．続き 

（a）肝中トリグリセライド、（b）血中トリグリセライド、（c）肝臓 Acadm 遺伝子発現、（d）

同 Acox1、（e）同 Fasn。その他図表内説明は「図６」を参照。 
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2-1.3.3. その他指標 

摂餌量は SE の朝投与で低値傾向にあったが、体重、摂餌量に関して SE およびそ

の比較対照の間で、あるいは投与時刻によって有意な影響を受けなかった (図 8a,b ) 。ま

た、相対肝重量が SE 投与で有意な高値が認められたが、投与時刻の影響は確認されなかっ

た (図 8,c ) 。 

図 8．HFD ラットの体重、摂餌量、相対肝重量に対する SE の投与時刻の影響 

   ＜7 日間連続投与＞ 

（a）最終日体重、（b）摂餌量、（c）相対肝重量。図内カラム左から、ZT13-CON（朝投与コ

ントロール群）、ZT13-SE（朝 SE 投与群）、ZT23-CON（夕投与コントロール群）、ZT23-SE

（夕 SE 投与群）。平均値±標準誤差、n=12／各群（9a,9c）、n=4／各群（9b）。**P<0.01, 

+P<0.1、各 CON に対する T-test。 
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2-1.3.4. 結果小括 

Cho および TG 評価指標の結果のまとめを table2 に示す。本 7 日間投与条件にお

いては、SE で Cho 代謝指標を全般に変化させる方向にあるもののその作用は顕著ではな

く、投与時刻依存性についても一定の方向性は認めがたかった。また TG 指標については血

中および肝臓のそれに対し明らかな影響を示さなかった。一方で、特に脂肪酸酸化系遺伝子

の発現は SE で顕著な亢進を示したが、投与時刻依存性は認めなかった。 

以上、本試験結果からは、SE の脂質代謝に対する作用における投与時刻依存性の

判断には至らなかった。 

 

Table２．7 日間投与実験における Cho および TG 評価指標のまとめ 

不等号は各評価指標に対しての朝あるいは夕投与の SE の影響の大小を意味する。 

  

朝投与
（ZT13）

夕投与
（ZT23）

コレステロール
代謝

血中総Cho

肝中Cho

低値（p<0.01）

取り込み （Ldlr）

遺
伝
子
発
現

合成 （Hmgcr） 抑制傾向（p<0.1）

転写因子 （Srebp2） 影響無し

＞

主
評
価

影響無し 低値（p<0.05）＜

影響無し＞

影響無し

抑制傾向（p<0.1） 抑制傾向（p<0.1）＝

低値（p<0.05）＜

トリグリセライド
代謝

血中TG

肝中TG

β酸化 （Acox1）

遺
伝
子
発
現

β酸化 （Acadm）

合成 （Fasn）

主
評
価

影響無し 抑制傾向（p<0.1）＜

影響無し 影響無し＝

低値（p<0.01） 低値（p<0.01）＝

低値（p<0.01） 低値（p<0.01）＝

低値（p<0.01） 低値（p<0.01）＝
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2-2. 高脂肪食負荷モデルラットにおけるセサミン類の脂質代謝改善効果に対する投与時刻の
及ぼす影響の検証（２）２８日間投与 

 

2-2.1. 序論 

2-1 の検討において、本モデルラットの各評価指標は SE の 7 日間投与ではその変

化は大きくなく、結果、SE の投与時刻依存性の判断も難しかった。これを受けて、SE のラ

ットの先行研究情報を再度洗い直し(Ashakumary et al., 1999; Lim et al., 2007; Ide et al., 

2009)、7 日間という投与期間は SE の生理学的影響を確認する上ではやや短かった可能性

を考え、SE の作用がより明確に検出されることを期待し、投与期間を 28 日間に延長し、評

価項目も一部改変、追加して、次の実験に進んだ。 

 

2-2.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【実験動物および飼育環境】 

 全ての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）

に基づき、サントリーホールディングス株式会社の動物実験委員会の承認を受けて実施さ

れた。以下、第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【高脂肪食負荷脂質代謝異常モデルラットの確立と SE の評価】 

 基本操作は、第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。投与

時刻に関しては、朝投与は ZT14（活動期の始めを想定）、夕投与は ZT22（活動期の終わり

を想定）とした。試験デザインを図 9 に示す。投与動物の解剖に関しては、検証 2-1 と比較
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して本条件では長期連投（28 日間）後の動物であることを考慮し、最終投与後の血中 SE が

高すぎることによる生理作用の高止まり、その結果としての投与時刻依存性の差異が見え

にくくなることも予想されたため、2-1.2.と異なり、最終投与から 8 時間間隔を空けて、SE

の連続投与後の直接的な影響を排除できるような解剖とした。つまり、各処置した動物を最

終投与後 8、12、16 および 20 時間と 4 時間毎に解剖し、採血および各臓器（肝臓、精巣周

囲脂肪、腸）を採材した。N=3~5／各サンプリングポイントとした。その他の操作は第 2 章 

2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通り。 

 

図 9．試験プロトコル（2-2. HFD ラット、SE28 日間連投） 

HFD モデルラットにおける SE の脂質代謝改善効果に対する投与時刻の及ぼす影響を評価した。

詳細は「2-2.2. 実験材料及び方法」を参照。ZT14 あるいは ZT22 にて溶媒コントロールあるい

は SE を 28 日間連続投与の後、経時的に解剖した。解剖は各ポイント、各群 3-5 例ずつ行った。

その他の図表内説明は「図 5」を参照。ZT14/CON：朝投与コントロール群、ZT14/SE：朝 SE

投与群、ZT22/CON：夕投与コントロール群、ZT22/SE：夕 SE 投与群。 

 

【生化学分析】 

第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【定量的リアルタイム PCR（QRT-PCR）による遺伝子発現評価】 

Administration Dissection

ZT14 ZT14 22 2 6 10
ZT14/CON
ZT14/SE

ZT22 ZT22 6 10 14 18
×27 times

ZT22/CON
ZT22/SE
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第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。ただし、検証 2-2

においては、ZT14/CON group の最初の測定ポイントの遺伝子発現を１とした時の相対値

を relative expression として表した。 

 

【SREBP2 経路の活性化評価】 

SE の構成成分である S および E について、コレステロール代謝関連分子の発現制

御に深くかかわる SREBP2 機能に対する影響を評価するため、PathHunter® eXpress 

SREBP2 Nuclear Translocation Assay system（Eurofin DiscoverX Co.） を使用した。本シ

ステムは SREBP2 経路が活性化する際の必須のイベントである、SREBP2 分子の細胞質か

ら核内への移行をモニターできるもので（図 10）、試験サンプルが SREBP2 経路と相互作

用しうるかを評価できるものである。本システムにおいて、S および E の作動活性および作

動拮抗活性を評価した。 

 

図 10．SREBP2 Nuclear Translocation Assay system 

細胞質

①コレステロール代謝経路
の活性化

SREBP2

核

β-ガラクト
シダーゼ
（不完全体）

②核内へトランスロケート

β-ガラクトシダーゼフラグメント
融合SREBP2

β-ガラクトシダーゼフラグメント

β-ガラクト
シダーゼ
（完全体）

SREBP2

③モニター酵素の活性化

④発光
③

④
基質



28 
 

 

 

【統計解析】 

データは平均値±標準誤差で表した。経時変化の各ポイントにおける群間比較は、

unpaired two-tailed t test にて実施した。経時変化全体の群間比較は、two-way ANOVA に

て有意差検定を行った。P<0.05 を統計学的有意差ありとした。 
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2-2.3. 結果 

 

2-2.3.1. コレステロール（Cho）評価指標 

Cho 代謝指標は 2-1.の 7 日間連続投与時の結果と比較して全般的に SE の影響を

より顕著に受けた。つまり、肝中総 Cho は朝夕両時刻帯での SE 投与で有意な低値

（P<0.01,2-way ANOVA）を示し、その抑制率は朝投与でより大きかった（朝：46%阻害、

夕：40％阻害）。血中総 Cho に関しては朝投与でのみ SE 処置による有意な低値が確認され

た（P <0.01, 2-way ANOVA, 図 11a,b）。 

 

図 11．HFD ラットのコレステロール評価指標に対する SE の投与時刻の影響 

   ＜２８日間連続投与＞ 

（a）肝中コレステロール、（b）血中コレステロール。ZT14 あるいは ZT22 にて溶媒コントロー

ルあるいは SE を 28 日間連続投与の後、経時的に解剖した。詳細は「2-2.2. 実験材料及び方法」

を参照。黒〇：ZT14-CON（朝投与コントロール群）、黒●：ZT14-SE（朝 SE 投与群）、青□：

ZT22-CON（夕投与コントロール群）、青■：ZT22-SE（夕 SE 投与群）。平均値±標準誤差、n=3-

5／各サンプリングポイント。**P<0.01, *P<0.05, +P<0.1 vs 各 CON。図内カッコは 2way-

ANOVA によるグループ間の検定結果。その他の図表内説明は「図６」を参照。 
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遺伝子発現解析の結果提示に先立ち、遺伝子解析プロセスを Hmgcr の解析を実例

に以下図 12 に示す。 

TaqMan Gene Expression Assays を用い、標的遺伝子 Hmgcr の PCR 増幅産物指

標である蛍光シグナル曲線を得た（図 12a）。増幅がプラトーになる前の線形性を示す部分

で Threshold を設定し、そこに至るまでの増幅サイクル数である Ct 値を得た（図 12b,c）。

内部標準遺伝子である Gapdh に関しても同様のプロセスを経て Ct 値を得た（図 12d,e,f）。

標的遺伝子の Ct 値と内部標準遺伝子の Ct 値の差分から、標的遺伝子の相対的な発現量を

ノーマライズ、数値化し（図 12g,h）、さらに、ZT14/CON group の最初の測定ポイントの

遺伝子発現を１とした時のそれぞれの遺伝子発現レベルの相対値を算出（図 12h 内、赤枠）、

relative expression として表し、本数字を基にグラフ化した（図 13a）。本論文内の遺伝子解

析の結果はいずれも上述と同様の解析プロセスを経て得られたものである。 
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図 12a．標的遺伝子 Hmgcr の PCR 増幅産物 蛍光量曲線 

 

図 12b．標的遺伝子 Hmgcr の Ct 値（Threshold Cycle 数）と Plate 配置 

  

a

b
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図 12c．標的遺伝子 Hmgcr の Ct 値リスト 

 

図 12d．内部標準遺伝子 Gapdh の PCR 増幅産物 蛍光量曲線 

 

  

96well
TAQMAN
D:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.3\experiments\Tosa\HR CLCK_16-04\2017_02_21_Hmgcr-Liver-result.eds
2017-02-21 13:32:49 PM JST
steponeplus
ROX

Sample NaTarget NamTask Reporter Quencher RQ RQ Min RQ Max Cт Cт Mean Cт SD ΔCт ΔCт Mean ΔCт SE HK Control  HK Control  ΔΔCт Automatic  Ct ThreshoAutomatic Baseline SBaseline EEfficiency Comments
A1 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.11918 26.11918 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A9 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.66011 27.66011 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B3 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.20979 27.20979 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B11 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.33333 28.33333 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
B19 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.32568 27.32568 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C8 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.78546 26.78546 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D2 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.88504 28.88504 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
D10 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.28998 27.28998 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D18 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.9523 26.9523 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A2 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.55879 27.55879 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
A10 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.30433 27.30433 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B4 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.3053 27.3053 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B12 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.77421 27.77421 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C1 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.56067 27.56067 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C9 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.0041 26.0041 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D3 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.97107 27.97107 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D11 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 25.67184 25.67184 TRUE 0.928489 TRUE 3 18 1
D19 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.38726 26.38726 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A3 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.81788 26.81788 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A11 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.80462 27.80462 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B5 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.33611 27.33611 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B13 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.61999 27.61999 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C2 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.88164 28.88164 TRUE 0.928489 TRUE 3 22 1
C10 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.56288 26.56288 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D4 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.71856 28.71856 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
D12 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.32382 26.32382 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D20 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.6086 26.6086 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A4 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.76305 26.76305 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A12 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.36629 27.36629 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B6 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.32254 28.32254 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
B14 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.09055 28.09055 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C3 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.76933 27.76933 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C11 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.04391 26.04391 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D5 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.93887 27.93887 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D13 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.85226 26.85226 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A5 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.15217 27.15217 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
A13 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.29787 27.29787 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B7 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.81855 27.81855 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B15 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.33633 28.33633 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
C4 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.78384 27.78384 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
C12 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.30045 26.30045 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D6 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.2204 27.2204 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D14 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.59073 26.59073 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A6 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.27788 28.27788 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
A14 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.30414 27.30414 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B8 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.34835 28.34835 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
B16 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.18583 28.18583 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
C5 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.70101 27.70101 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C13 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.45438 26.45438 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D7 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.44047 27.44047 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D15 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.52222 26.52222 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A7 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.1036 27.1036 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B1 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.69779 26.69779 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
B9 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.36473 28.36473 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
B17 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.80727 27.80727 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
C6 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.23247 26.23247 TRUE 0.928489 TRUE 3 18 1
C14 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.24206 26.24206 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D8 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.22299 27.22299 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
D16 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.85466 26.85466 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
A8 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.45509 27.45509 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B2 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.92501 27.92501 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1
B10 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.46887 28.46887 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
B18 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.04211 27.04211 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
C7 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 26.86797 26.86797 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D1 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 28.50718 28.50718 TRUE 0.928489 TRUE 3 21 1
D9 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.06371 27.06371 TRUE 0.928489 TRUE 3 19 1
D17 Hmgcr UNKNOWNFAM NFQ-MGB 27.03014 27.03014 TRUE 0.928489 TRUE 3 20 1

Singleplex
Hmgcr
95.0
A1

d
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図 12e．内部標準遺伝子 Gapdh の Ct 値（Threshold Cycle 数）と Plate 配置 

 

図 12f．内部標準遺伝子 Gapdh の Ct 値リスト 

 

  

e

Block Type96well
Chemistry TAQMAN
Experiment  D:\Applied Biosystems\StepOne Software v2.3\experiments\Tosa\HR CLCK_16-04\2017_02_16_GAPDH-Liver-result.eds
Experiment   2017-02-16 12:01:39 PM JST
Instrument steponeplus
Passive ReROX

Well Sample NaTarget NamTask Reporter Quencher RQ RQ Min RQ Max Cт Cт Mean Cт SD ΔCт ΔCт Mean ΔCт SE HK Contro   HK Contro   ΔΔCт Automatic  Ct ThreshoAutomatic Baseline SBaseline EEfficiency Comments
A1 A1 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.59455 23.59455 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B1 A2 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.48098 23.48098 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C1 A3 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.65196 23.65196 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D1 A4 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.04639 23.04639 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E1 A5 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.40111 23.40111 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F1 A6 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 24.15837 24.15837 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
G1 A7 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.58008 23.58008 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H1 A8 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.5927 23.5927 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A2 A9 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.4966 23.4966 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B2 A10 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.19043 23.19043 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C2 A11 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.99161 23.99161 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
D2 A12 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 24.25247 24.25247 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
E2 A13 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.65632 23.65632 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F2 A14 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.40368 23.40368 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G2 B1 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.34792 23.34792 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H2 B2 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.64942 23.64942 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A3 B3 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.49035 23.49035 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B3 B4 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.3703 23.3703 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C3 B5 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.15434 23.15434 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D3 B6 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.66039 23.66039 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E3 B7 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.39145 23.39145 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F3 B8 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.60468 23.60468 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G3 B9 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.7081 23.7081 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
H3 B10 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.56498 23.56498 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A4 B11 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.46711 23.46711 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B4 B12 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.2276 23.2276 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C4 B13 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.40676 23.40676 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D4 B14 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.62603 23.62603 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E4 B15 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.50374 23.50374 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F4 B16 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.51042 23.51042 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G4 B17 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.30527 23.30527 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H4 B18 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.72459 23.72459 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A5 B19 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.39874 23.39874 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B5 C1 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.57217 23.57217 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C5 C2 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 24.09937 24.09937 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
D5 C3 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.34025 23.34025 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E5 C4 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.90061 23.90061 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
F5 C5 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.98206 23.98206 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
G5 C6 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.58481 23.58481 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H5 C7 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.31955 23.31955 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A6 C8 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.78795 23.78795 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B6 C9 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.32334 23.32334 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C6 C10 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.59729 23.59729 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D6 C11 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.79917 23.79917 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E6 C12 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.26631 23.26631 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F6 C13 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.14934 23.14934 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G6 C14 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.07916 23.07916 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H6 D1 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.88089 23.88089 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
A7 D2 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.99111 23.99111 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
B7 D3 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.45915 23.45915 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C7 D4 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.63264 23.63264 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D7 D5 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.50557 23.50557 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E7 D6 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.60388 23.60388 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
F7 D7 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.58554 23.58554 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G7 D8 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.64105 23.64105 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H7 D9 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.71602 23.71602 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
A8 D10 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.3467 23.3467 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B8 D11 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.52353 23.52353 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C8 D12 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.19916 23.19916 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
D8 D13 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.62827 23.62827 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
E8 D14 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.32405 23.32405 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
F8 D15 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.28034 23.28034 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
G8 D16 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.55512 23.55512 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
H8 D17 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.95444 23.95444 TRUE 0.592671 TRUE 3 17 1
A9 D18 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.27148 23.27148 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
B9 D19 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.90962 23.90962 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1
C9 D20 GAPDH UNKNOWNFAM NFQ-MGB 23.53195 23.53195 TRUE 0.592671 TRUE 3 16 1

Analysis TySingleplex
Endogenou  GAPDH
RQ Min/Ma   95.0
Reference A1
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図 12g．解析シート（Gapdh） 

 

 
図 12h．解析シート（Hmgcr） 

 

Sample ID Detector Task Ct Ct Avg Ct SD Avg Delta Ct delta Ct SD delta delta Ct RQ RQ Min RQ Max  +SD  -SD

1 Gapdh Target 23.59455299 23.44347095 0.274086629

2 Gapdh Target 23.48098183

3 Gapdh Target 23.65195656

4 Gapdh Target 23.04639244

5 Gapdh Target 23.4011097 23.68306255 0.328727917

A 6 Gapdh Target 24.15836906

7 Gapdh Target 23.58007622

8 Gapdh Target 23.59269524

9 Gapdh Target 23.49660492 23.55954806 0.404279796

10 Gapdh Target 23.19043159

11 Gapdh Target 23.99160767

12 Gapdh Target 24.25247192 23.77082507 0.435827037

13 Gapdh Target 23.65632439

14 Gapdh Target 23.40367889

1 Gapdh Target 23.34792328 23.40246773 0.183223068

2 Gapdh Target 23.64941978

3 Gapdh Target 23.49034691

4 Gapdh Target 23.37030411

5 Gapdh Target 23.15434456

6 Gapdh Target 23.66039467 23.58592262 0.121534921

7 Gapdh Target 23.39145279

8 Gapdh Target 23.60467911

B 9 Gapdh Target 23.70810318

10 Gapdh Target 23.56498337

11 Gapdh Target 23.46711349 23.44624748 0.146139775

12 Gapdh Target 23.2276001

13 Gapdh Target 23.40675735

14 Gapdh Target 23.62602615

15 Gapdh Target 23.50374031

16 Gapdh Target 23.51041985 23.48475313 0.18055148

17 Gapdh Target 23.30526543

18 Gapdh Target 23.72459221

19 Gapdh Target 23.39873505

1 Gapdh Target 23.57217216 23.72809839 0.337805343

2 Gapdh Target 24.09936523

3 Gapdh Target 23.34025002

4 Gapdh Target 23.90060616

5 Gapdh Target 23.98205757 23.66859341 0.283641626

6 Gapdh Target 23.58481216

C 7 Gapdh Target 23.31954956

8 Gapdh Target 23.78795433

9 Gapdh Target 23.32334328 23.57326635 0.238819187

10 Gapdh Target 23.59729004

11 Gapdh Target 23.79916573

12 Gapdh Target 23.26631355 23.16493861 0.094546987

13 Gapdh Target 23.14934349

14 Gapdh Target 23.07915878

1 Gapdh Target 23.88088608 23.69387131 0.233250341

2 Gapdh Target 23.99110603

3 Gapdh Target 23.45915413

4 Gapdh Target 23.63264465

5 Gapdh Target 23.50556564

6 Gapdh Target 23.60388374 23.57863922 0.138968698

7 Gapdh Target 23.58554077

8 Gapdh Target 23.64105034

D 9 Gapdh Target 23.71602058

10 Gapdh Target 23.34670067

11 Gapdh Target 23.52353477 23.39107056 0.178458281

12 Gapdh Target 23.19916344

13 Gapdh Target 23.62826538

14 Gapdh Target 23.32404709

15 Gapdh Target 23.2803421

16 Gapdh Target 23.55511856 23.64452248 0.285548649

17 Gapdh Target 23.95443916

18 Gapdh Target 23.27148247

19 Gapdh Target 23.9096241

20 Gapdh Target 23.53194809

g

Sample Detector Task Ct Ct Avg Ct SD Avg Delta Ct

1 Hmgcr Target 26.11918449 26.81472731 0.588811166 3.371256351

2 Hmgcr Target 27.55879402

3 Hmgcr Target 26.81788254

4 Hmgcr Target 26.76304817

5 Hmgcr Target 27.15217018 27.49718571 0.543199225 3.814123154

6 Hmgcr Target 28.27787781

A 7 Hmgcr Target 27.10360146

8 Hmgcr Target 27.45509338

9 Hmgcr Target 27.66011047 27.58968735 0.257468744 4.030139287

10 Hmgcr Target 27.30433464

11 Hmgcr Target 27.80461693

12 Hmgcr Target 27.36628723 27.32276853 0.037818443 3.551943461

13 Hmgcr Target 27.29787445

14 Hmgcr Target 27.30414391

1 Hmgcr Target 26.69779205 27.29479828 0.436641531 3.892330551

2 Hmgcr Target 27.92500687

3 Hmgcr Target 27.20978546

4 Hmgcr Target 27.30529785

5 Hmgcr Target 27.33610916

6 Hmgcr Target 28.32254028 28.26460876 0.255483536 4.678686142

7 Hmgcr Target 27.8185482

8 Hmgcr Target 28.34835434

B 9 Hmgcr Target 28.36472702

10 Hmgcr Target 28.46887398

11 Hmgcr Target 28.33333206 28.03088188 0.325211756 4.584634399

12 Hmgcr Target 27.77420998

13 Hmgcr Target 27.61998749

14 Hmgcr Target 28.09054756

15 Hmgcr Target 28.33633232

16 Hmgcr Target 28.18583298 27.59022141 0.507369885 4.105468273

17 Hmgcr Target 27.80726624

18 Hmgcr Target 27.04210854

19 Hmgcr Target 27.32567787

1 Hmgcr Target 27.56067276 27.99887037 0.597277529 4.27077198

2 Hmgcr Target 28.88163757

3 Hmgcr Target 27.76933289

4 Hmgcr Target 27.78383827

5 Hmgcr Target 27.70100784 26.89672852 0.605889746 3.228135109

6 Hmgcr Target 26.23247337

C 7 Hmgcr Target 26.86796951

8 Hmgcr Target 26.78546333

9 Hmgcr Target 26.0041008 26.20362981 0.311752278 2.630363464

10 Hmgcr Target 26.56287575

11 Hmgcr Target 26.04391289

12 Hmgcr Target 26.30045319 26.33229701 0.109684569 3.167358398

13 Hmgcr Target 26.45438004

14 Hmgcr Target 26.2420578

1 Hmgcr Target 28.50717735 28.404142 0.431501892 4.710270691

2 Hmgcr Target 28.88503838

3 Hmgcr Target 27.97106552

4 Hmgcr Target 28.71856308

5 Hmgcr Target 27.93886566

6 Hmgcr Target 27.22040176 27.24751053 0.136156784 3.668871307

7 Hmgcr Target 27.44046783

8 Hmgcr Target 27.22299004

D 9 Hmgcr Target 27.06371117

10 Hmgcr Target 27.28998184

11 Hmgcr Target 25.67183876 26.39217415 0.44485085 3.001103592

12 Hmgcr Target 26.32382202

13 Hmgcr Target 26.85225868

14 Hmgcr Target 26.59072685

15 Hmgcr Target 26.52222443

16 Hmgcr Target 26.85465813 26.76659088 0.26483619 3.122068405

17 Hmgcr Target 27.03013611

18 Hmgcr Target 26.95229912

19 Hmgcr Target 26.38725853

20 Hmgcr Target 26.60860252

elta delta C RQ RQ Min RQ Max  +SD  -SD

0 1 0.798443 1.252438 0.252438 0.201557

0.442867 0.735671 0.590362 0.916747 0.181075 0.145309

0.658883 0.633369 0.522822 0.76729 0.133921 0.110547

0.180687 0.882283 0.740588 1.051088 0.168805 0.141695

0.521074 0.696853 0.601718 0.807029 0.110176 0.095135

1.30743 0.40404 0.370115 0.441075 0.037035 0.033925

1.213378 0.431258 0.386134 0.481655 0.050397 0.045124

0.734212 0.601146 0.498795 0.7245 0.123353 0.102351

0.899516 0.536067 0.422608 0.679986 0.14392 0.113459

-0.14312 1.104292 0.87577 1.392444 0.288152 0.228522

-0.74089 1.67121 1.428162 1.95562 0.28441 0.243048

-0.2039 1.151806 1.086955 1.220527 0.068721 0.064851

1.339014 0.395291 0.339533 0.460205 0.064914 0.055758

0.297615 0.813596 0.76598 0.864173 0.050577 0.047617

-0.37015 1.29249 1.114038 1.499527 0.207037 0.178452

-0.24919 1.188538 1.053374 1.341045 0.152508 0.135164

h
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遺伝子発現解析においては、Hmgcr が SE の朝夕投与でいずれも有意な低値を示

し、朝投与（P <0.01, 2-way ANOVA）が夕投与（P <0.05, 2-way ANOVA）よりも強い抑

制作用を示した。転写因子 Srebp2 も投与時刻による差異が認められ、SE の朝投与でのみ

有意な低値（P <0.01,2-way ANOVA）が認められた。Ldlr は SE 投与で朝夕共に有意な低

値（P <0.01, 2-way ANOVA）を示した（図 13a,b,c）。 

肝臓から Cho の汲み出し、排泄に関与するトランスポーター、ATP Binding 

Cassette Subfamily G Member 5 (Abcg5)は SE の朝夕投与でいずれも有意な高値を示し、特

に朝投与（P <0.01, 2-way ANOVA）が夕投与（P <0.05, 2-way ANOVA）と比較しより高

値を示した。同様の役割を担う分子種、Abcg8 は SE 投与で朝夕共に有意な高値（P <0.05, 

2-way ANOVA）を示した。Cho から Cho エステルを合成する酵素である Acetyl-CoA 

acetyltransferase 2 (Acat2)は朝夕共に有意な低値（P <0.05, 2-way ANOVA）を示した（図

13d,e,f）。 

一方、肝臓からの胆汁酸排泄に関わるトランスポーターATP-binding cassette, sub-

family B member 11(Abcb11)、Cho から胆汁酸への異化に関わる酵素 Cytochrome P450, 

family 7, subfamily a, polypeptide 1 (Cyp7a1)、また上述の Abcg5、Abcg8、Cyp7a1 等生体

内 Cho レベルに応答し Cho 代謝に関与する分子種の発現制御に関わる転写因子、Liver X 

receptor (Lxr)については、いずれも朝夕両投与時刻で SE の影響は認められなかった（図

13g,h,i）。 

さらに、腸管のコレステロール代謝関連分子として、体内への Cho 取り込みに関

わるトランスポーターとして Niemann–Pick C1 Like 1 (Npc1l1) 、管腔側への Cho 汲み出

しに関わるトランスポーターとして Abcg5, Abcg 8、また、Cho エステルへの変換酵素とし

て Acat2 の遺伝子発現を評価した結果、いずれの分子も朝夕両投与時刻で SE の明らかな影

響は確認されなかった（図 13j,k,l,m）。 
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図 13．HFD ラットのコレステロール代謝関連遺伝子発現に対する SE の投与時刻の影響 

＜28 日間連続投与＞ 

（a）肝臓 Hmgcr 遺伝子発現、（b）同 Ldlr、（c）同 Srebp2、（d）同 Abcg5、（e）同 Abcg8、（e）

同 Acat2。その他の図表内説明は「図 11」を参照。 
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図 13．（続き） 

（g）同 Abcb11、（h）同 Cyp7a1、（i）同 Lxr。その他の図表内説明は「図 11」を参照。 
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図 13．（続き） 

（j）腸管 Npc1la 遺伝子発現、（k）同 Abcg5、（l）同 Abcg8、（m）同 Acat2。その他の図表内説

明は「図 11」を参照。 
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2-2.3.2. 転写因子 SREBP2 に対する機能解析 

2-2.3.1 において、Spebp2、Hmgcr、Ldlr の肝臓遺伝子発現が SE によりいずれも

低値を示し、朝投与で SE の影響がより大きい、という投与時刻依存性も認められた。

SREBP2 はコレステロール応答性の転写因子であること、Hmgcr、Ldlr は SREBP2 の下流

に存在しその制御下にあることから、SE は SREBP2 経路の制御を介して Cho 代謝を制御

していることが遺伝子レベルで示唆されたため、さらに、SE が SREBP2 の機能に影響する

か否かを検証した。SREBP2 の転写因子としての機能発現に必須のイベントとなる本分子

の細胞質から核へのトランスロケート（核内移行）に着目し、本核内移行をモニターできる

in vitro システムにて評価した。SE を構成する各構造異性体である sesamin (S) および

episesamin (E)  について、作動活性および作動拮抗活性を評価した結果、前者、つまり本

転写因子の作動活性は認められなかった（図 14a,b）。一方、S および E は共に本転写因子

機能の作動拮抗が確認され、その作用は S の IC50 が 37.6μM、E の IC50 が 122.4μM と S

がより強い作用を示した（図 14c,d）。 
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図 14．Sesamin および episesamin の SREBP2 経路活性化に対する影響 

PathHunter® eXpress SREBP2 Nuclear Translocation Assay system を用いて sesamin(S)および

episesamin (E) の SREBP2 に対する作動活性（a,b）および作動拮抗活性（c,d）を評価した。各

濃度において duplicate で実施した。近似曲線式を回帰後、IC50 を算出した。詳細は「2-2.2. 実

験材料及び方法」を参照。（a,c）S、（b,d）E。 
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2-2.3.3. トリグリセライド（TG）評価指標 

TG に関する生化学指標は 2-1.の結果（7 日間投与）と比較してその SE の作用は

やや強まったものの、2-2.3.1.の Cho 代謝指標と比較するとその作用は大きくなかった。 

つまり、肝中 TG は SE の夕投与によってのみ有意な低値を示した（P <0.05, 2-

way ANOVA）一方、朝投与による影響は認められなかった。一方、血中 TG はそれとは逆

に SE の朝投与によってのみ有意な低値を示した（P <0.05, 2-way ANOVA）のに対し、夕

投与による影響は認められなかった（図 15a,b）。 

  

図 15．HFD ラットのトリグリセライド評価指標に対する SE の投与時刻の影響 

       ＜28 日間連続投与＞ 

（a）肝中および（b）血中トリグリセライド。その他の図表内説明は「図 11」を参照。 
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遺伝子発現解析においては、全般に SE の作用が顕著に確認された。脂肪酸酸化酵

素 Acadm および Acox1 の遺伝子発現が SE の朝夕投与でいずれも有意な高値を、脂肪酸合

成酵素 Fasn の遺伝子発現が SE の朝夕投与でいずれも有意な低値（P <0.01, 2-way ANOVA）

を示した。転写因子 Pparαの遺伝子発現のみ投与時刻の影響を受け、SE の夕投与でのみ有

意な高値（P <0.05,2-way ANOVA）が認められた（図 16a,b,c,d）。 

先の遺伝子発現解析においては、脂肪酸消費が高まり、合成が低下していることか

ら表現型としての血中や肝臓中 TG は低下することが期待されたが、その予測と比べ、SE

の TG に対する作用が大きくなかったことを受け、他の遺伝子発現も追加解析をした。この

結果、脂肪酸の細胞内取り込みに関与する CD36 molecule (thrombospondin receptor, Cd36)

が SE の朝夕投与でいずれも有意な遺伝子発現亢進を認め（P <0.05,2-way ANOVA）、その

作用は朝投与でさらに顕著であった（図 16e）。また、脂肪酸から TG の de novo 合成酵素

である diacylglycerol O-acyltransferase 1 (Dgat1)および Dgat2 に関しては、Dgat2 の遺伝

子発現が朝夕いずれの SE 投与においても有意な低値を示すのに対し（P <0.01,2-way 

ANOVA）、逆に Dgat1 は SE の朝投与でのみ遺伝子発現の亢進傾向（P <0.1,2-way ANOVA）

が確認された（図 16f,g）。また、TG の細胞外分泌に関わる Microsomal triglyceride transfer 

protein (Mttp) の遺伝子発現に関しては、SE の夕投与でのみ、軽微かつ有意な発現高値を

示した（図 16h、P <0.05,2-way ANOVA）。 
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図 16．HFD ラットのトリグリセライド代謝関連遺伝子発現 

に対する SE の投与時刻の影響 ＜28 日間連続投与＞ 

（a）肝臓 Acadm 遺伝子発現、（b）同 Acox1、（c）同 Fasn、（d）同 Ppara、(e）同 Cd36、(f）

同 Dgat1、(g）同 Dgat2、(h）同 Mttp。その他の図表内説明は「図 11」を参照。 
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2-2.3.4. その他指標 

体重、摂餌量は 2-2.1.と同様に SE による影響を受けなかった。また相対肝重量が

SE 投与で有意な高値を示したが投与時刻の影響は確認されなかった。相対精巣周囲脂肪重

量は SE による影響を受けなかった(図 17a,b,c,d )。 

  

図 17．HFD ラットの体重、摂餌量、臓器重量に対する 

SE の投与時刻の影響  ＜28 日間連続投与＞ 

（a）最終日体重、（b）摂餌量、（c）相対肝重量、（d）相対精巣周囲脂肪重量。図内カラム左か

ら、ZT14-CON（朝投与コントロール群）、ZT14-SE（朝 SE 投与群）、ZT22-CON（夕投与コ

ントロール群）、ZT22-SE（夕 SE 投与群）。平均値±標準誤差、n=14~20／各群（a,c,d）、

n=5~7／各群（b）。**P<0.01、各 CON に対する T-test。 
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2-2.3.5. 結果小括 

高脂肪食モデルラットに対する SE の 28 日間投与での検証結果、7 日間投与実験

のそれと比べ SE の作用は強まり、より大きな効果を得るためには継続摂取がより好ましい

と考えられた。Cho 評価指標のまとめを table3 に、TG 評価指標のまとめを table4 に示す。

特にコレステロール代謝においては朝（活動期の始め）に摂取することがより好ましく、こ

の時、転写因子 SREBP2 を介したコレステロール合成系の抑制、肝臓からのコレステロー

ル排泄が寄与している可能性が示唆された。TG 評価指標においては、わずかに夕投与がよ

り好ましい傾向にあるもののその差は明確ではなく、朝投与時は TG の消費と合成が作用

拮抗している可能性も考えられた。 

 

Table3．28 日間投与実験における Cho 評価指標のまとめ 

不等号は各評価指標に対しての朝あるいは夕投与の SE の影響の大小を意味する。 

  

コレステロール
代謝

低値（p<0.01）

抑制（p<0.05）

異化（Cyp7a1） 影響無し

Cho排泄（Abcg5） 促進（p<0.05）

Cho排泄（Abcg8） 促進（p<0.05）

BA排泄（Abcb11）

影響無し

≧

＝

＞

＝

エステル化（Acat2） 抑制（p<0.01）＝

朝投与
（ZT14）

夕投与
（ZT22）

血中総Cho

肝中TG主
評
価

低値（p<0.01）

抑制（p<0.01） 影響無し＞

取り込み （Ldlr）

遺
伝
子
発
現

合成 （Hmgcr）

転写因子 （Srebp2）

＞

＝

抑制（p<0.01）

抑制（p<0.01） 抑制（p<0.01）

抑制（p<0.01） ＞

促進（p<0.01）

促進（p<0.05）

影響無し

転写因子 （Lxr） 影響無し＝影響無し

抑制（p<0.01）

影響無し＝影響無し
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Table4．28 日間投与実験における TG 評価指標のまとめ 

不等号は各評価指標に対しての朝あるいは夕投与の SE の影響の大小を意味する。 

  

トリグリセライド
代謝

朝投与
（ZT14）

夕投与
（ZT22）

血中TG

肝中TG主
評
価 影響無し＞

β酸化 （Acox1）

遺
伝
子
発
現

β酸化 （Acadm）

合成 （Fasn）

影響無し 抑制（p<0.05）＜

抑制（p<0.05）

＝促進（p<0.01） 促進（p<0.01）

＝促進（p<0.01） 促進（p<0.01）

＝抑制（p<0.01） 抑制（p<0.01）

影響無し転写因子 （Ppara） 促進（p<0.05）＜

取り込み （Cd36） 促進（p<0.01） 促進（p<0.01）≦

TG合成 （Dgat1） 促進傾向（p<0.1） 影響無し＜

TG合成 （Dgat2） ＝抑制（p<0.01） 抑制（p<0.01）
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2-3. セサミン類の動態に対する投与時刻の及ぼす影響の検証 

 

2-3.1. 序論 

体内時計は薬力学的のみならず薬物動態に影響を与えることが知られている

(Dallmann et al., 2007)。一方、SE の動態、生物学的使用率が投与時刻に影響を受けるかど

うかはこれまで報告が無い。検証 2-1、および 2-2 において、SE のラット脂質代謝に対す

る作用が投与時刻に影響を受ける可能性が明らかになったが、この時の SE の動態学的指標

がどう影響しているかは不明なままである。そこで、本項では SE の動態が投与時刻に影響

を受けるかどうかを検証した。 

 

2-3.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【実験動物および飼育環境】 

 全ての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）

に基づき、サントリーホールディングス株式会社の動物実験委員会の承認を受けて実施さ

れた。以下、第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【SE の単回投与実験】 

試験デザインを図 18 に示す。検証 2-1 および 2-2 と同様に HFD 負荷モデルラッ

トを準備し（2-1.2.参照）、朝投与は ZT13、夕投与は ZT23 に SE を 100mg/動物体重 kg の

用量で単回経口投与した。投与前および投与後 1、3、5、7、9、12、16 時間に尾静脈より
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採血し、血漿中の S、E、SC-1（S 代謝物）、EC-1（E 代謝物）(Nakai et al., 2003; Tomimori 

et al., 2012)を LC-MS/MS にて定量し(図 19a,b,c,d)、以下の動態学的パラメータ、AUC 

(area under the each compound concentration-time curve、血中濃度-時間曲線下面積)、

C max (maximum blood concentration、最高血中濃度)、T max(time to reach maximum blood 

concentration、最高血中濃度到達時間)および T1/2 (half life、半減期)をそれぞれの化合

物に対して算出した。n=5／群で実施した。 

 

図 18．試験プロトコル（2-3. HFD ラット、SE 単回投与動態試験） 

SE の動態に対する投与時刻の及ぼす影響を HFD モデルラットにて評価した。詳細は「2-3.2. 実

験材料及び方法」を参照。ZT13 あるいは ZT23 にて溶媒コントロールあるいは SE を単回強制

経口投与後、経時的に採血した。 

 

図 19．S、E、SC-1、EC-1 の構造式 

（a）S、（b）E、（c）SC-1、（d）EC-1。 
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【SE 反復投与後の肝臓、血漿の分析】 

検証 2-2 で得たラット肝臓、血漿に関し、S、Ｅ、SC-1、EC-1 を測定した。測定

サンプルは朝投与群（ZT14-SE group）ないし夕投与群（ZT22-SE group）のそれぞれ最終

投与後 8 および 20 時間の肝臓、血漿を使用した。 

 

【統計解析】 

データは平均値±標準誤差、n=5/各測定ポイント（SE の単回投与実験）あるいは

n=4~5/各測定ポイント（SE 反復投与後の肝臓、血漿の分析）で表した。各ポイントにおけ

る群間比較は、unpaired two-tailed t test にて実施した。P<0.05 を統計学的有意差ありと

した。 

 

  



50 
 

2-3.3. 結果 

 

2-3.3.1. SE の単回投与時の検証結果 

SE の動態学的指標が投与時刻に影響を受けるか否かを検証するために、HFD モ

デルラットに ZT13（朝、活動期の始め）あるいは ZT23（夕、活動期の終わり）に SE を投

与し、経時的に採血後、S、E、SC-1（S 代謝物）、EC-1（E 代謝物）を定量した。 

この結果を図 20 に示す。S、E、SC-1、EC-1 いずれも T max は 2~4 時間程度を示

し、また、投与後 16 時間においては特に未変化体である S および E は血中からほぼ消失

し、一方、生体代謝物である SC-1 や EC-1 は未変化体と比べその量は高かった。 

この時、S および SC-1 はいずれの動態学的パラメータも投与時刻に影響を受けず、

その差は認められなかった。E に関しては、C max について朝投与（2052±177ng/mL）が夕

投与（1596±108ng/mL）と比べ高値傾向（P=0.06）を、また、T max については朝投与（3.4

±0.4hr）が夕投与（5.0±0.6hr）と比べ短縮傾向（P =0.07）を示し、E の生物学的利用率

はわずかに朝投与が高い傾向にあった。EC-1 に関しては、T1/2 については朝投与（3.3±

0.5hr）が夕投与（5.4±0.8hr）と比べ短縮傾向（P =0.08）を示したのみであった(Table5)。 
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図 20．HFD ラットに対する SE 単回投与後の血中濃度推移および 

それらに対する投与時刻の及ぼす影響 

(a)S、(b)E、(c)SC-1、(d)EC-1 の血漿中濃度推移。水色シンボルが ZT13（朝）投与群、オレ

ンジシンボルが ZT23（夕）投与。平均値±標準誤差、n=5／各群。詳細は「2-3.2. 実験材料

及び方法」を参照。 
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Table5．HFD ラットへの SE 単回投与後の動態学的パラメータ 

AUC：血中濃度-時間曲線下面積、C max：最高血中濃度、T max：最高血中濃度到達時間、T1/2：

半減期。数字は平均値±標準誤差、n=5／各サンプリングポイント。ピンク色のセルは投与時

刻の間で統計学的に有意傾向あり（P<0.1）。 

 

  

S E SC-1
(S代謝物)

EC-1
(E代謝物)

ZT13
投与群

(朝)

AUC
(ng・hr/mL)

3049±548 15541±1815 67740±6642 143100±45306

Cmax
(ng/mL)

553±92
2052±177
（p=0.059)

13930±1168 15978±3895

Tmax
(hr)

2.6±0.4
3.4±0.4

(p=0.065)
3.0±0.0 3.8±0.5

T1/2

(hr)
2.8±0.5 3.9±0.5 2.3±0.3

3.3±0.5
(p=0.075)

ZT23
投与群

(夕方)

AUC
(ng・hr/mL)

2898±674 14424±1572 74755±5387 152848±34001

Cmax
(ng/mL)

502±139 1596±108 12140±900 14536±2537

Tmax
(hr)

3.0±0.6 5.0±0.6 2.6±0.4 4.6±0.4

T1/2

(hr)
3.1±0.5 4.0±0.3 2.4±0.2 5.4±0.8
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2-3.3.2. SE の２８日間連続投与時の検証結果 

検証 2-2 で得た SE 長期投与後のラット肝臓に関し、S、Ｅ、SC-1、EC-1 を測定し

た。この結果を図 21a,b,c,d に示す。各化合物の絶対量に関しては、g 組織当たり最大で S

が約 0.7μg、E が約 5.5μg、SC-1 が約 15μg、EC-1 が約 70μg、と、投与時の SE 中、S

および E が約１：１であるのに対し、生体内では E が S より多く、また代謝物においても

同様、EC-1 が SC-1 より多く検出された。このことは先の 2-3.3.1 の単回投与後の血中濃度

の結果とほぼ一致していた。この時、投与 20 時間後解剖の肝臓において、S が朝投与にて

高値傾向にあった以外、いずれの化合物も投与時刻による肝臓中濃度の差異は認められな

かった。また、同時刻にサンプリングした血漿も同様の分析を試みた結果、投与 8 時間後の

血漿において、E が朝投与にて高値傾向に、また SC-1 が夕投与にて高値傾向にあったもの

の、いずれの化合物も SE の投与時刻による明確な影響は確認されなかった（図 22a,b,c,d）。 
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 図 21 ．SE の 28 日間連続投与後の HFD ラット肝臓中セサミン類の分析結果 

朝 SE 投与群（ZT14-SE、黒カラム）ないし夕 SE 投与群（ZT22-SE、青カラム）のそれぞれ最

終投与後 8 および 20 時間の肝臓を測定対象とした。(a)S、(b)E、(c)SC-1、(d)EC-1 の肝臓中

濃度。数字は平均値±標準誤差、n=4-5／各サンプリングポイント。+P<0.1 vs 対応する投与

時刻。詳細は「2-3.2. 実験材料及び方法」を参照。 
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図 22．SE の 28 日間連続投与後の HFD ラット血漿中セサミン類の分析結果 

朝 SE 投与群ないし夕 SE 投与群のそれぞれ最終投与後 8 および 20 時間の血漿を測定対象とし

た。(a)S、(b)E、(c)SC-1、(d)EC-1 の血漿中濃度。その他の図表内説明は「図 21」を参照。 
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2-3.3.3. 結果小括 

SE の単回投与実験においては、E の C max が朝投与で高い傾向を認めたが、それ以

外の化合物および各動態学的パラメータは総じて投与時刻による明らかな影響を受けなか

った。SE 長期投与後のラット肝臓、血漿に関しても、同様に投与時刻による肝臓中濃度の

明らかな差異は認められなかった。 
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2-4. 高コレステロール負荷モデルラットにおけるセサミン類の脂質代謝改善効果に対する投
与時刻の及ぼす影響の検証 

 

2-4.1. 序論 

検証 2-1、2 の結果、HFD 負荷モデルラットのコレステロース指標に対し、SE の

朝投与（活動期の始め）がよりその影響が強く出る可能性が示唆された。そこで、高コレ

ステロール食（High-cholesterol diet、以下 HCD）負荷モデルラットにおいても同様の投

与時刻の影響が確認されるか否かを確かめるため、本検討を進めた。 

 

2-4.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【実験動物および飼育環境】 

 全ての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）

に基づき、サントリーホールディングス株式会社の動物実験委員会の承認を受けて実施さ

れた。以下、第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【高コレステロール負荷モデルラットの確立と SE の評価】 

本研究には、脂質代謝異常モデルとして、高コレステロール食（High-cholesterol 

diet、以下 HCD）負荷モデルラットを用いた。つまり、5 週齢の雄性 SD ラットを入荷し、

2 週間正常食（CE-2）で環境馴化後、市販の HCD である D12336（Research Diet Inc.）の

Cho 濃度を 0.3 重量%に改変した HCD を調製し、本飼料を用いて負荷を開始した。 

試験デザインを図 23 に示す。HCD 負荷を 14 日間行ったのち、負荷食は継続しな
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がら、SE 処置群（SE 群）にはオリーブオイルに加熱溶解し十分に冷ました SE を 100mg/

動物体重 kg の用量で経口投与した。対照群にはオリーブオイル（CON 群）を経口投与し

た。投与時刻の影響を検証するため、SE 群、CON 群、それぞれをさらに 2 つに分け、朝投

与は ZT14（活動期の始めを想定）、夕投与は ZT22（活動期の終わりを想定）とした。試験

2-2 と同様、長期連続投与後の血中濃度の高まりによる作用の高止まりの影響を避けるため、

最終投与直後の採材は避け、各処置した動物を最終投与後 8 および 12 時間の 2 時点で解剖

し、採血および各臓器（肝臓、腸）を採材した。N=6／各サンプリングポイントとした。遠

心分離後の血漿および各臓器は液体窒素あるいはドライアイスで急速凍結し、-80℃で保存

した。これらはその後の生化学検査および遺伝子発現解析に使用した。 

 

図 23．試験プロトコル（2-4. HCD ラット、SE28 日間連投） 

HCD モデルラットにおける SE の脂質代謝改善効果に対する投与時刻の及ぼす影響を評価した。

詳細は「2-4.2. 実験材料及び方法」を参照。ZT14 あるいは ZT22 にて溶媒コントロールあるい

は SE を 28 日間連続投与の後、2 時点で解剖した。解剖は各ポイント、各群 6 例ずつ行った。そ

の他の図表内説明は「図 5」を参照。ZT14/CON：朝投与コントロール群、ZT14/SE：朝 SE 投

与群、ZT22/CON：夕投与コントロール群、ZT22/SE：夕 SE 投与群。 

 

【生化学分析】 

第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

Administration Dissection

ZT14 ZT14 22 2
ZT14/CON
ZT14/SE

ZT22 ZT22 6 10
×27 times

ZT22/CON
ZT22/SE
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【統計解析】 

データは平均値±標準誤差、n=6／group／サンプリングポイント、で表した。各

ポイントにおける群間比較は、unpaired two-tailed t test にて実施した。P<0.05 を統計学

的有意差ありとした。 
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2-4.3. 結果 

 

2-4.3.1. 体重および摂餌量 

体重推移の結果を図 24a に示す。夕投与の 2 群間、つまり ZT22-CON と ZT22-

SE で体重推移に有意な差が認められた。朝投与の 2 群も含めた計 4 群で結果を見た場合、

夕投与のコントロール群、つまり、ZT22-CON が他の 3 群と比較して高い体重推移を示し

ていた。摂餌量の結果を図 24b に示す。HCD 負荷が開始されて 2 週間後、つまり、強制経

口投与の操作が開始されたタイミングで、いずれの群も摂餌量の減少が認められた。その後、

強制経口投与開始 10 日後付近から、夕投与の 2 群間、つまり ZT22-CON と ZT22-SE で摂

餌量に有意な差が認められた。朝投与の 2 群も含めた計 4 群で結果を見た場合、夕投与の

コントロール群、つまり、ZT22-CON が他の 3 群と比較して高い摂餌量推移を示し、この

ことは、先述の体重推移と一致していた。 

以上のように、特に夕投与の ZT22-CON と ZT22-SE 両群間で体重および摂餌量

に有意な差が認められ、ZT22-CON が摂餌量高値に起因すると推定される体重高値が認め

られた。このことは以降の指標に大きく影響しうるものであるため、ZT22-CON、ZT22-SE

の両群の結果は参考値として取り扱うこととし、体重および摂餌量が同等だった朝投与の 2

群、つまり ZT14-CON と ZT14-SE の解析を優先することとした。 
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 図 24．HCD ラットの体重、摂餌量に対する SE の投与時刻の影響 

＜28 日間連続投与＞ 

（a）体重推移、（b）摂餌量推移。ZT14 あるいは ZT22 にて溶媒コントロールあるいは SE を 28

日間連続投与した。詳細は「2-4.2. 実験材料及び方法」を参照。グレイの帯が SE あるいは vehicle

を投与した期間を示す。黒〇：ZT14-CON（朝投与コントロール群）、黒●：ZT14-SE（朝 SE 投

与群）、青□：ZT22-CON（夕投与コントロール群）、青■：ZT22-SE（夕 SE 投与群）。グラフ

は平均値の推移、n=12／群。**P<0.01, *P<0.05  vs 各 CON 群。 
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2-4.3.2. コレステロール評価指標 

 以下、朝投与の 2 群、ZT14-CON と ZT14-SE との比較について記載する。 

本モデルラットの血中総コレステロールは、最終解剖日にておよそ 80～

120mg/dL を呈し、検討 2-2 の HFD ラットのそれ（70mg/dL）と比較しやや高めの数字

であった。この時、血中総コレステロールは、最終投与 12 時間時点でコントロール群と

比較して SE 処理による低下傾向（P=0.054）が、血中 HDL コレステロールは、最終投与

8 時間時点でコントロール群と比較して SE 処理による高値傾向（P=0.06）が、血中 LDL

コレステロールは、最終投与 12 時間時点でコントロール群と比較して SE 処理による有意

な低下（P<0.05）がそれぞれ確認された (図 25a,b,c) 。 

肝臓中 Cho に関しては、コントロール群が 65mg/g 肝臓程度の数字を示し、本数

字は検討 2-2 の HFD ラットのそれ（10mg/g 肝臓）と比較し顕著に高いことが判明し、外

因性コレステロール負荷による過剰なコレステロール代謝異常状態にあることが確認され

た。この時、最終投与 12 時間時点でコントロール群と比較して SE 処理による影響は認め

られなかった(図 25d)。 
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図 25．HCD ラットのコレステロール評価指標に対する SE の投与時刻の影響 

     ＜28 日間連続投与＞ 

（a）血中総コレステロール、（b）血中 LDL コレステロール、（c）血中 HDL コレステロー

ル、（d）肝臓中総コレステロール。ZT14 に溶媒コントロールあるいは SE を 28 日間連続投与

の後、2 時点で解剖した。詳細は「2-4.2. 実験材料及び方法」を参照。黒〇：ZT14-CON（朝

投与コントロール群）、黒●：ZT14-SE（朝 SE 投与群）。平均値±標準誤差、n=6／各サンプ

リングポイント。*P<0.05, +P<0.1 vs 各 CON。 
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2-4.3.3. トリグリセライド評価指標 

血中 TG は最終投与 8 時間時点でコントロール群と比較して SE 処理による有意

な低下（P<0.05）が認められたが、肝臓中 TG に対しては SE の有意な影響は確認されな

かった(図 26a,b)。 

 

 図 26．HCD ラットのトリグリセライド評価指標に対する SE の投与時刻の影響 

     ＜28 日間連続投与＞ 

（a）血中トリグリセライド、（b）肝臓中トリグリセライド。その他の図表内説明は「図 25」

を参照。 
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2-4.3.3. 結果小括 

高コレステロール食負荷モデルラットにおける SE の投与時刻の影響を検証し

た。この結果、体重および摂餌量が投与時刻によって影響を受け、特に夕投与における SE

の影響は判断出来なかった。このことから、SE の本モデルに対する影響の投与時刻依存性

は見極めることが出来なかった。 

この前提のもと、SE の朝投与（ZT14、活動期の始め）は特に血中 Cho 指標を全

般に、血中 TG 指標の一部に影響する方向にあった。しかしながら、肝臓中の Cho および

TG を変化させるには至らなかった。 
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2-5. 考察 

 

脂質の代謝は体内時計で制御され概日リズムを有すること (Gooley JJ et al., 

2016) 、ゴマのリグナンである SE は各種モデル動物で脂質代謝改善効果を示す (Hirose, 

Ide) ことから、HFD 負荷モデルラットを用い SE の脂質代謝に対する作用が投与時刻に影

響を受けるか否かを検証した。 

2-1 の検証条件である 7 日間連続投与では、先行研究から予測したほど SE による

明確な脂質代謝に対する影響は確認できなかった。先行研究 (Ashakumary et al., 1999; Lim 

et al., 2007; Ide et al., 2009) と比較し、今回の試験条件は食餌中の脂肪負荷量が多く（先行

研究の食餌中脂肪比率：5-15 重量%、今回：35 重量%）、病態モデルとして厳しい条件であ

ったこと、先行研究と比してより短期の試験サンプル投与期間（先行研究：14 日以上、今

回：7 日間）だったこと、また、先行研究は総じて HFD 負荷開始と同時に投与開始する、

予防的効果の意味合いが強かったのに対し、今回は事前に 2 週間高脂肪負荷食で代謝異常

を誘導後に投与を開始する、治療効果も含む試験であった。これらの点からも SE の作用検

出には厳しい条件であり、そのことが、少なくとも 7 日間投与においては、SE の影響が明

確に検出されにくかった原因と考えられる。一方、このようなシビアな条件でありながら、

検証 2-2、つまり、SE の摂取期間を 28 日間に延長するとその作用は明らかに見えてくるこ

とが確認された。一般に、投与濃度や摂取期間等、試験サンプルの曝露量がより高まる条件

において、その影響がより検出されやすくなることは種々の試験で多く報告されており 

(Deseure et al., 2007;  O'Donnell et al., 2018; Rusyn et al., 2012) 、そのことが本検討にお

いても確認されたと考えられる。以降、SE の脂質代謝への作用がより明確で、本作用に対

する投与時刻の影響を検証するのに相応しい試験結果として、特に 28 日連続投与結果を中

心に考察したい。 

Cho 指標の結果のまとめを table3 にまとめた。SE の Cho 代謝については、今回
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の我々の検証条件とはコレステロール負荷濃度、投与期間等、一部異なるが、ラットやハム

スターにおいて各種検証されている。それらの報告にて、SE の Cho 低下作用のメカニズム

として、Cho 合成酵素 HMGCR の活性抑制 （Hirose et al., 1991） や本遺伝子の発現抑制 

(Ide et al., 2009; Liang et al., 2015) が、他方、LDL 取り込みに関わる受容体、LDLR の遺

伝子発現については発現の抑制（Ide et al., 2001）あるいは影響しないこと (Rogi et al., 2011; 

Liang et al., 2015) が報告されており、今回の検証結果である、Hmgcr および Ldlr の遺伝

子発現抑制と大部分が一致していた。また SE が Cho を Cho エステルに変換する酵素 Acat2

の遺伝子発現を有意に抑制することも確認された。SE がこれらの遺伝子発現に影響し Cho

低下作用をもたらすものと推察される。一方、Cho から胆汁酸への異化酵素である Cyp7a1

に関しては、SE による発現亢進が報告されているが (Liang et al., 2015) 、今回の検証にお

いては SE の影響は確認されなかった。また肝臓からの Cho 排泄に関わる Abcg5 および 8

に関しては、その発現は SE に影響を受けないとの先行研究もあるが (Rogi et al., 2011) 、

今回の検証ではこれらの発現亢進が認められ Cho 低下作用に一部寄与している可能性が考

えられた。 

これら Cho 代謝関連分子種と概日リズムの接点、それらを元に SE の時間依存的

な作用増強、つまり朝（活動期の始め）投与がより強く作用する理由を考察したい。かねて

より特に HMGCR の概日性は報告されており、夜行性および昼行性問わず、ラットおよび

ヒトで共通に、暗期にその活性および遺伝子発現が顕著に高まることが報告されており (辻

田 et al., 1995; Kandutsch et al., 1969; Edwards et al., 1972) 、スタチン等の HMGCR 阻害

剤が時間薬理学的アプローチによる夜間投与の試みがなされてきた (Plakogiannis et al., 

2007, Izquierdo-Palomares et al., 2016)。LDLR も同様に概日性が報告されており、ZT12 付

近の明期終わりから暗期にかけて遺伝子発現のピークがあることが報告されている (辻田 

et al., 1995; Oda et al., 2009; Martelot et al., 2009)。今回の我々の検討においても、Hmgcr

および Ldlr 遺伝子発現のリズム性は先行研究とおおよそ同じであった。Hmgcr および Ldlr
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は主に SREBP2 の制御下にあることは分かっているが (Madison et al., 2016) 、一方で、

SREBP2 のリズム性に関する報告は少なく、明期をピークとした非常に弱い振幅のリズム

性 (Oda et al., 2009) 、あるいはリズム性が無いという報告もある (Knight et al., 2005) 。

今回、我々の検討では本分子に明瞭なリズム性は認めらなかった。一方で、特に SE の朝投

与時においてのみ、有意な Srebp2 の遺伝子発現低下が認められたこと、また in vitro の検

討結果、SE は SREBP2 の作動拮抗作用を有することも判明した。以上のことから、SE は

Srebp2 を遺伝子発現レベルで、また、SREBP2 をタンパクの機能レベルで抑制することで、

その下流のコレステロール合成や LDL 取り込みを遺伝子発現レベルで抑制し、コレステロ

ール代謝経路を調節しているものと推察された(図 27)。ただし、その作用が朝投与でより

強く起こる詳細なメカニズムは不明であり、今後の検討が必要である。 

 

 図 27．SE と SREBP2 経路に関する本検討結果の整理と作用の推定 
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今回の検討において、肝臓からのコレステロール排泄に関わる Abcg5 および Abcg 

8 の遺伝子発現が SE の投与でその発現が有意に亢進した。その作用は朝投与でわずかに強

かったが、決定的な時間依存性では無かった。ABCG5 および ABCG 8 の概日性およびその

制御については、明期をピークとしたリズム性ならびに時計遺伝子の制御下にあること 

(Pan et al., 2016; Molusky et al., 2018) 、また転写因子 LXR の標的遺伝子でコレステロー

ルの上昇に伴い反応する分子である (Calkin et al., 2012) ことが分かっている。今回の検討

では、少なくとも Lxr 自身の遺伝子発現レベルには影響しないことが分かったのみであり、

SE の肝臓中 Abcg5 および Abcg8 の発現制御機構は不明である。 

生体のコレステロールレベル調節を腸管が一部担っていること、その制御に体内

時計が関与していることはよく知られている (Hussain et al., 2015）。SE の腸における Cho

代謝に関しては、Cho の胆汁酸ミセル形成抑制がラットでの検討にて (Hirose et al., 1991) 、

また、体内への Cho 取り込みに関わるトランスポーターNPC1L1 や管腔側への Cho 汲み出

しに関わるトランスポーターAbcg5, Abcg 8 の遺伝子発現抑制、また、Cho エステルへの変

換酵素 Acat2 やカイロミクロン形成酵素である Mttp の遺伝子発現がいずれも発現抑制さ

れることがハムスターの試験で報告されており (Liang et al., 2015) 、腸における Cho 代謝

にも SE が影響する可能性が示唆されている。今回、我々もその観点で腸管の Npc1l1、Abcg5、

Abcg8、Acat2 について遺伝子発現をチェックしたところ、肝臓の解析と比べデータのばら

つきが大きいこともあり、SE の影響はほとんど認められなかった (図 13j,k,l,m、2-way 

ANOVA 検定結果より) 。先行研究のラットやハムスターの検証結果は、いずれも高 Cho

負荷食による検討であったため、外因性の Cho が豊富な条件が故に、腸管がその環境変化

に対する応答として各分子種の動きが活性化された結果、あるいは SE が今回の我々の検証

より相対的に高用量であったため（先行研究：食餌中 0.2~0.5%SE、今回：100mg/kg 経口

投与で 0.1%混餌等量）、先行研究においては SE の影響がより見えたのかもしれない。以上
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のことから、今回の検証においては、SE の Cho 代謝制御は主に腸管ではなく肝臓で行われ

ていた可能性が高い。 

TG 指標の結果のまとめを table4 にまとめた。SE は主にラットで血中や肝臓の TG

を低下させる作用を有し、そのメカニズムとして、Acox 等脂肪酸β酸化酵素の亢進、Fasn

等脂肪酸合成の抑制、DGAT 等の TG 合成抑制が報告されており、これら酵素群は主に

PPARαあるいは SREBP1-c 制御下にあることが知られている (Ashakumary et al., 1999; 

Lim et al., 2007; Ide et al., 2009) 。脂肪酸代謝、特に PPARαと時計制御の観点は特に多く

報告されており、例えば、PPARαの転写調節領域には E-box が存在し時計遺伝子が結合す

ることでその転写が制御されていること (Gooley et al., 2016) 、結果として、PPARαやそ

の標的遺伝子である脂肪酸代謝酵素は概日性を有すること (Oishi et al., 2005; Hayashida et 

al., 2010; Guan et al., 2018) 、時計遺伝子の変異は PPARαおよびその標的遺伝子のリズム

性を消失させ (Oishi et al., 2005) 、脂質代謝異常を呈することが報告されている (Turek 

et al., 2005) 。近年では、これらの知見を応用し、PPARα作動薬を時間薬理的アプローチ

で使う基礎研究も報告された (Guan et al., 2018) 。 

今回、SE は血中および肝臓の TG を軽度に抑制したものの、先行研究からの予測

ほどその作用は大きくなく、また先述の Cho 指標と比較してその改善幅は小さかった。先

述の通り、先行研究 (Ashakumary et al., 1999; Lim et al., 2007; Ide et al., 2009) と比較して

今回の検証では食餌中の脂肪負荷量が高かったことが理由かもしれない。また、肝臓脂質代

謝関連遺伝子の発現解析の結果、SE の投与によって、TG を減らす方向としての脂肪酸酸

化酵素（Acox, Acadm）の亢進や合成酵素（Fasn）の抑制が起こると同時に、それと連動し、

TG の蓄積を促す方向としての脂肪酸の細胞内取り込み（Cd36）も強く高まっており、これ

ら両分子群の作用拮抗のために、SE による肝中 TG 低下作用が緩徐である可能性が考えら

れた。 

SE の TG 低下作用における時間依存性に関しては、特に肝臓の TG に着目すると、
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夕（活動期の終わり）投与でのみ有意な低値を示した。その理由として、夕投与時にのみ

Ppara の発現が有意に亢進したことや、軽微ではあるものの TG の細胞外分泌に関わる Mttp 

の遺伝子発現が亢進したことによるかもしれない。対して朝投与時には脂肪酸取り込みに

関わる Cd36 の発現亢進がより強かったこと、および TG の de novo 合成酵素 Dgat1 の発

現が亢進傾向にあること等、肝臓の脂肪量を高める方向の分子群が亢進しており、Acox や

Acadm 等脂肪酸の酸化、つまり脂肪量を減らす分子種の活性化と拮抗することが原因で、

特に朝投与の肝臓は SE の TG 低下作用が確認されなかったものと推察された(図 28)。 

 

 図 28．トリグリセライド代謝経路における SE の作用点とその作用拮抗 

SE を特に朝投与した際に、TG を消費し脂肪量を減らす方向に働きかける作用（図内、青矢

印）と TG を合成し脂肪量を増やす方向に働きかける作用（図内、赤矢印）とが拮抗する可能

性を示した図。 
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今回、自発行動量や食行動等、概日リズムを考察しうる精緻な行動パターンはデー

タを取得出来ていないが、摂餌量に関しては、朝あるいは夕投与いずれにおいても SE の影

響は認められていないことから、特に SE が SCN 等の脳の時計中枢に働きかけ、一般行動

や食行動等を大きく変化させた結果ではないことが推察される。また、SE の行動レベルで

のリズム性に関する報告や、SCN に対する影響は過去に報告されていない。一方、SE の脳

機能に対する影響はラット脳内出血モデル、ラット糖尿病性認知症モデル、マウス慢性スト

レス誘発不安モデル等のモデル動物を用いた検証結果が報告されていること(Ohnishi et al., 

2013; Farbood et al., 2019; Zhao et al., 2017)、その中で例えば SE が脳の抗酸化機能に影響

することや、カテコラミン、セロトニン等の神経伝達物質産生に影響しうることが明らかと

なっている。またラベル体を用いた SE の検証において SE がわずかに脳組織に分布するこ

とも報告されている(Tomimori et al., 2017)。以上のことから、摂取した SE の一部が脳組

織に届いて直接的に、あるいは何がしかの間接的経路を介して、脳機能に影響しうる可能性

は考えられるが、本研究における SE の脳機能や時計中枢への影響ならびにそれらの末梢組

織の表現型への影響は正確には不明であり、今後の検討課題である。 

SE の摂取時間によってその体内利用率に差異が生じる場合、薬力学的な結果に影

響を及ぼすため、SE の朝あるいは夕投与が血中および標的臓器である肝臓の濃度に及ぼす

影響を検証した。この結果、単回投与の血中濃度は、E の Cmax が朝投与で高値傾向にあっ

たが、AUC としての差異は認められなかった。また S や各代謝物には大きな差が無かった

ことからも、血中濃度の観点では投与時刻に強く影響を受けないことが推察された。さらに、

28 日間反復投与後の肝臓中セサミン類の分析結果、セサミン類およびその代謝物は投与時

刻の影響を受けなかった。これら血中および肝臓の分析結果から、セサミン類の動態は総じ

て投与時刻に影響を受けず、特に、脂質代謝の重要な臓器である肝臓で明らかな差が認めら

れなかったことから、セサミン類の投与時刻依存的な脂質代謝改善効果に、セサミン類の代

謝動態の影響は極めて小さいものと推察された。 
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一方、食品成分、特に脂質や脂溶性物質の吸収が日内変動を持ち、例えばトリグリ

の輸送タンパクである Microsomal triglyceride transfer protein (MTP) がそれに関与して

いる等、メカニズムも一部分かってきている (Hussain et al., 2015) 。例えば、リコピンは

ラットあるいはヒトでの検証において、昼あるいは夜摂取と比較し、朝摂取で血中濃度が高

まることが報告されている (青木 et al., 2017) 。また魚油においても朝摂取のほうが血中

濃度の観点で好ましいという結果を得ている (Oishi et al., 2018) 。上述の通り、単回投与

において血中 E が朝投与で Cmax が高い傾向にあったこと、セサミン類が物性的には脂溶性

であること等は、これらの先行研究と比べても大きく矛盾しない。一方で、今回の検証では、

セサミン類の中で E のみが摂取時間の影響をわずかに受け、S は影響を受けなかった等、不

明な部分も多く、今後の検討課題である。 

高コレステロール負荷モデルラット（検証 2-4）では、本モデルラットの溶媒対照

群の摂食量が時間で変動したため、SE の投与時刻依存性の判断は困難であったが、少なく

とも SE の朝投与が外因性コレステロール代謝異常時の血中および肝臓中 Cho の低下に影

響しうる可能性が示された。 
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2-6. 小括 

 

以上、第 2 章では、時間栄養学的アプローチにて、SE の脂質代謝改善効果が投与

時刻に影響を受けるか否か、高脂肪食負荷モデルラット（検証 2-1.および検証 2-2）を用

いて検証した。この結果、特にコレステロール代謝への作用において朝摂取でかつ継続摂

取することがより好ましい可能性が示された。この時、転写因子 SREBP2 を介したコレス

テロール合成系の抑制、肝臓からのコレステロール排泄が寄与している可能性が示唆され

た。TG 評価指標においては、わずかに夕投与がより好ましい傾向にあり、朝投与時は

TG の消費と合成が作用拮抗している可能性も考えられた（図 29）。SE の動態指標は大き

くは投与時刻の影響を受けなかったことから（検証 2-3）、先の脂質代謝に対する SE の作

用の投与時刻依存性において動態の寄与は小さいものと推察された。高コレステロール負

荷モデルラット（検証 2-4）では、少なくとも SE の朝投与が血中 Cho の低下に有効であ

る可能性が示されたが、投与時刻依存性に対する結論を導くことは出来なかった。 

図 29．SE 脂質代謝 作用点の推定 まとめ 
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第３章 体内時計作用栄養学的アプローチによるセサミン類と体内時計の関係性検証 

 

3-1. PER2::LUC ノックインマウス In vivo imaging を用いたセサミン類の体内時計調節作用

の検証 

 

3-1.1. 序論 

これまでに SE の体内時計調節作用に関する検証は報告されていない。一方、医薬

品候補化合物や天然の食品成分等、低分子化合物が体内時計を調節しうることが in vivo お

よび in vitro で報告されている (Narishige et al., 2014; He et al., 2016a; He et al., 2016b; 

Shinozaki et al.,2017; Xu et al., 2018) 。そこで、本項では PER2::LUC ノックインマウスを

用いた in vivo imaging 法にて体内時計調節作用の可能性を検証した。 

 

3-1.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。 

 

【実験動物および飼育環境】 

全ての動物実験は「動物の愛護及び管理に関する法律」（昭和 48 年法律第 105 号）

に基づき、早稲田大学およびサントリーホールディングス株式会社の動物実験委員会の承

認を受けて実施された。 

PER2::LUC ノックインマウスとは時計遺伝子 Per2 の下流にレポーター遺伝子で

あるルシフェラーゼ遺伝子が導入されたマウス (Yoo et al., 2004) であり、時計遺伝子の周

期的変動に併せルシフェラーゼを発現するため、外部から発光基質ルシフェリンを投与す
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ることで化学発光する。本発光についてライブイメージング手法等を用いてモニターする

ことで、生きたまま時計遺伝子の発現を測定できる動物である (Tahara et al., 2012) 。実験

には 10 週齢の雄性 PER2::LUC ノックインマウスを使用した。具体的には、C57BL/6J 系

統の PER2::LUC ノックインマウス（Dr. Joseph Takahashi, Northwestern University より供

与）を ICR マウスと 5 回以上交配し、in vivo imaging に適した白毛の mixed background を

作製し使用した。23±1℃の室温環境、明暗周期 12 時間（AM8:00 が ZT0）の光環境、餌

は実験動物飼料自由摂食（MF、オリエンタル酵母（株））、自由摂食、自由飲水下で飼育し

た。 

 

【動物の処置】 

本動物に、溶媒コントロールとしてオリーブオイル 10ml/マウス体重 kg、SE を 

125mg/10ml/マウス体重 kg、SE を 250mg/10ml/マウス体重 kg を 3 日間 ZT5(13:00）に連

続で経口投与した。N=3/グループとした。以下の手順の詳細は次項に記載する。 

 

【Per2::LUC 発光リズムの in vivo モニタリング】 

生体の発光は in vivo imaging system (IVIS kinetics; Caliper Life Science)を用いて

測定した。暗箱の中で、濃縮酸素下、吸入麻酔装置 (XGI-8; Caliper Life Science)を用い、

イソフルラン麻酔を施した。その後、マウスを imaging 装置に移し、レポーターであるルシ

フェラーゼに対する発光基質となるルシフェリン（D-luciferin potassium salt, Promega）を

15mg/kg マウス体重の用量でマウスに皮下投与した。ルシフェリン投与後 6 分および 8 分にて

背側（腎臓）を、10 分および 12 分で腹側（顎下腺、肝臓）をそれぞれ測定した。測定結果に関

しては基本、8 および 10 分のデータを採用し、6 および 12 分は予備とした。撮影終了後、マウ

スを麻酔回復ケージにて麻酔からの覚醒を確認した後、飼育ケージに戻した。上述の一連の測定

を、SE の 3 日目の最終投与（ZT5(13:00）)から 2 時間後、つまり、ZT7(15:00)より 4 時間
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間隔で計 6 ポイント（ZT7、ZT11、ZT15、ZT19、ZT23、ZT3）において実施した（図 30）。 

 

 

図 30．試験プロトコル（3-1.PER2::LUC ノックインマウス、SE3 回投与試験） 

SE の体内時計調節作用を PER2::LUC ノックインマウスを用いた in vivo imaging にて評価し

た。詳細は「3-1.2. 実験材料及び方法」を参照。ZT5 にて溶媒コントロールあるいは SE を 3

回連続強制経口投与後、イメージング測定に供した。 

 

【PER2::LUC 発光リズムのデータ解析】 

得られた発光データは Living Image 3.2 software (Caliper Life Science)を用いて、

肝臓、腎臓、顎下腺の各臓器から出た photon 数を解析した。各臓器は ROI（region of interest）

で囲み、それぞれの ROI 内から検出した photon 数を photon/sec として解析に使用した。

腎臓の発光値は左右の発光値の合計を使用した。photon/sec を raw data に、一日の各臓器

の発光値の平均を 100%とした相対値を relative activity として表した。 

 

【統計解析】 

データは平均値±標準誤差（N=3/ポイント）であらわした。経時変化の各ポイン

トは 1-way ANOVA で分散分析後、Dunnett's test で control 群に対する多重比較検定を実

施した。各グループは 2-way ANOVA で有意差検定を実施した。 

 

  

投与 イメージング測定

ZT5 7 15 23

×2 times

ZT5 11 19 3
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3-1.3. 結果 

PER2 の発現リズムを肝臓、腎臓、顎下腺の各末梢臓器で測定したところ、各臓

器ともコントロールとして用いたオリーブオイル投与群と比較して明らかな差がみられな

かった。この時の発光リズムのピーク値をみても、明らかな位相変化を確認することはで

きなかった(図 31)。これらの指標に SE の用量反応性も確認されなかった。 

 

 図 31．PER2::LUC ノックインマウス In vivo imaging を用いたセサミン類の 

体内時計調節作用の検証 

（a）肝臓、（b）腎臓、（c）顎下腺。ZT5 にて溶媒コントロールあるいは SE を 3 回連続強制経

口投与後、イメージング測定に供した。詳細は「3-1.2. 実験材料及び方法」を参照。〇：コン

トロール群、△：SE125mg/kg 投与群、□：SE250mg/kg 投与群。平均値±標準誤差、n=3／

各サンプリングポイント。 
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3-2. PER2::LUC ノックインマウス MEF 用いた in vitro セサミン類の体内時計調節作用の検

証 

 

3-2.1. 序論 

3-1 での in vivo 実験に引き続き、本項では PER2::LUC ノックインマウスを用い

た in vitro でのセサミン類の体内時計調節作用の可能性を検証した。 

 

3-2.2. 実験材料及び方法 

 

【試験サンプル】 

 SE の入手は第 2 章 2-1.2. 「実験材料及び方法」の項で記載の通りとした。S、E

および各代謝物は化学合成にて調製した。 

 

【細胞】 

当研究室で樹立した PER2::LUC ノックインマウス胎児由来繊維芽細胞株 

(Mouse embryonic fibroblasts、以下 MEF）を本実験では使用した。 

 

【MEF を用いた各サンプルの in vitro 体内時計調節作用の評価】 

DMEM 維持培地で培養した MEF に対し、 200nM のデキサメタゾンを添加し内

因性の概日リズムの同調処理を行った。同調処理 2 時間後、2.7mM NaHCO3、10mM HEPES、

20mg/L kanamycin、0.1mM D-luciferin、10% fetal bovine serum (Bio West, U.S.)含有

DMEM 培地（以下、ルシフェリン含有培地）に置換した。評価したい体内時計指標に応じ

て後述するサンプル滴下、その他操作①②を行った。化学発光は LumiCycle (Actimertrics、

U.S.) を用いて 10 分間隔で測定した。 
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操作①：振幅および周期の評価に関しては、ルシフェリン含有培地に置換後、各試

験サンプルが所望の濃度になるように滴下し、LumiCycle にて測定を開始した。 

操作②-1：位相の評価に関しては、ルシフェリン含有培地に置換後、試験サンプル

非添加で LumiCycle にて測定を開始した。波形をモニターしながら、位相前進作用の見極

めを目的に、その波形がトラフ直後、CT3 のタイミングで LumiCycle から dish を取り出

し、各試験サンプルを含有する培地に入れ替えた。30 分後 wash して試験サンプルを取り除

き、ルシフェリン含有培地に再置換後、LumiCycle にて測定を再開した。 

操作②-2：同様の操作を位相後退作用の見極めを目的に、CT18 のタイミングでも

実施した。 

 

【In vitro データの解析】 

得られたデータは R software (R development Core Team)を用いて 24 時間移動平

均を差し引くことでデトレンド処理した。波形のピークを決定し、その高さを振幅評価に、

そのピーク時刻を周期および位相評価に用いた（図 32）。 

 

図 32．時計の 3 指標 

Period 

Amplitude

(≒24hr) 

Time

Phase

★

【振幅】 【位相】

【周期】
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【統計解析】 

データは平均値±標準誤差（N=4/ポイント）であらわした。1-way ANOVA で分

散分析後、Dunnett's test で control 群に対する多重比較検定を実施した。P<0.05 を統計学

的有意差ありとした。 
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3-2.3. 結果 

 

3-2.3.1 振幅および周期に対するセサミン類の影響 

始めに操作①にて、体内時計の振幅及び周期に対する SE（S:E=1:1 の混合物）の

影響を検証した。1.5μM から 50μM の濃度範囲において検証した結果、3μM 以上の用量

で有意かつ用量依存的な振幅亢進作用が認められた（図 33a,b）。この時、振幅は最大で約

40％の増加が確認された。周期に関しては振幅よりもその影響は小さく、SE25μM 以上で

短縮傾向が認められ、50μM で有意な周期長の短縮が確認されたが（図 33c）、用量反応性

は明確ではなかった。周期長は最大で 0.5 時間の短縮が認められた。 

 

図 33．PER2::LUC ノックインマウス MEF を用いた In vitro セサミン類の 

体内時計調節作用の検証 ＜振幅および周期への影響＞ 

（a）デトレンド処理後の波形データ、（b）振幅、（c）周期。詳細は「3-2.2. 実験材料及び方

法」を参照。平均値±標準誤差、n=4／各処理。**P<0.01, *P<0.05, vs CON。 
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同様に操作①にて次に試験濃度を 10μM に固定し以下の観点で比較検討を行った。 

 

・S および E の比較（構造異性体） 

S の振幅が 67%増／周期が約 0.7 時間短縮に対し、E の振幅が 69%増／周期が約

1 時間短縮であり、作用の方向性やその強さに大きな違いはなかった(図 34)。 

 

図 34．PER2::LUC ノックインマウス MEF を用いた In vitro セサミン類の体内時

計調節作用の検証 ＜S およびＥの比較＞ 

（a）振幅、（b）周期。詳細は「3-2.2. 実験材料及び方法」を参照。平均値±標準誤差、n=4／

各処理。**P<0.01 vs Vehicle。 
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それ以外の以下の結果のダイジェストを図 35 に示した。 

 

・S とその未抱合代謝物の比較（代謝後の分子内カテコール数の比較） 

S の振幅が 67%増／周期が 0.7 時間短縮に対し、ジカテコール体である SC-2 の振

幅が 67%増／周期が変化無し、であった。モノカテコール体である SC-1 に関しては、10μ

M で細胞障害性を疑う振幅の大きな落ち込みが認められたため、1μM にて再検証した結

果、その時の振幅が 65%増／周期が 0.4 時間短縮であった。振幅亢進作用は代謝物である

SC-1 が強い可能性が示唆されたが、周期短縮作用に関しては未変化体の S が強い傾向にあ

った。 

 

・S とその抱合代謝物の比較：S の振幅が 67%増／周期が 0.7 時間短縮に対し、

SC-1 硫酸抱合体の振幅が 51%増／周期が 0.2 時間短縮、SC-1 メチル抱合体の振幅が 19%

増／周期が変化無しであった。振幅や周期に対する作用は抱合化によっておおむね減弱す

る方向に働いた。 
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図 35．PER2::LUC ノックインマウス MEF を用いた In vitro セサミン類の体内時

計調節作用の検証 ＜S およびその代謝物の振幅と周期に対する影響のまとめ＞ 

赤字で各化合物の振幅への影響を記載（振、と表記）、検証濃度と振幅変動幅を対 control で表

現した。青字で各化合物の周期に対する影響を記載（周、と表記）、control と比較しての周期

の変化幅を時間で表現した。 
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3-2.3.2 位相に対するセサミン類の影響 

操作②-1 にて、セサミン類が体内時計の位相を変化させる作用、特に位相前進

（phase-advance）作用の有無を検証した。結果を図 36 に示す。S、E、それらの未抱合代謝

物である SC-1、SC-2、EC-1、EC-2 を 10μM の濃度（SC-1 のみ 1μM）で検証した結果、

特に EC-1 で 0.6 時間程度位相を前進させる傾向にある（P=0.06）ことが明らかとなった。 

引き続き、操作②-2 にて、セサミン類の位相変容作用、特に位相後退（phase-delay）

作用の有無を検証した。この結果、S、E、SC-1、SC-2、EC-1、EC-2 いずれの化合物にお

いてもその作用は確認出来なかった(図 37)。 

 

図 36．PER2::LUC ノックインマウス MEF を用いた In vitro セサミン類の 

体内時計調節作用の検証 ＜位相前進作用の評価＞ 

（a）デトレンド処理後の波形データ、青矢印（CT3）にサンプルを添加後、30 分暴露し、ウ

ォッシュして測定を再開した。（b）各サンプル処理後のピーク時刻。左に動くほど位相が前進

していることを意味する。詳細は「3-2.2. 実験材料及び方法」を参照。平均値±標準誤差、

n=4／各処理。 
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図 37．PER2::LUC ノックインマウス MEF を用いた In vitro セサミン類の体内時

計調節作用の検証 ＜位相後退作用の評価＞ 

（a）デトレンド処理後の波形データ、青矢印（CT18）にサンプルを添加後、30 分暴露し、ウ

ォッシュして測定を再開した。（b）各サンプル処理後のピーク時刻。右に動くほど位相が後退

していることを意味する。詳細は「3-2.2. 実験材料及び方法」を参照。平均値±標準誤差、

n=4／各処理。 
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3-3. 考察 

 

3 章では体内時計栄養学的アプローチにて、SE の体内時計調節作用を検証した。

先行研究において、医薬品候補あるいは食品成分等の低分子化合物が体内時計調節作用を

示し、その作用点も一部明らかになってきており(Narishige et al., 2014; He et al., 2016a ; He 

et al., 2016b; Shinozaku et al.,2017; Xu et al., 2019)、今回の SE の結果を時計の 3 指標であ

る、振幅、周期、位相に分けて考察したい。 

生物時計の振幅はかねてより、特に加齢で低下すると言われており (Banks et al., 

2016; Cornelissen G et al., 2017) 、アンチエイジングのためにも、体内時計の振幅を適正に

保ち、また低下した振幅を高めてあげることは有用であると考えられる。SE の振幅に対す

る作用に関しては、検証 3-1 の PER2::LUC ノックインマウス in vivo 評価では SE の作用は

認められず、一方、検証 3-2 の PER2::LUC ノックインマウス in vitro 評価においては、S、

E、それらの代謝物がおおむね振幅を高める方向にあり、またその効果は生体内で代謝、抱

合化されると減弱することも明らかとなった。このことは先述の振幅の加齢変化に抗う方

向にあり、好ましい作用であると考えられた。先行の In vitro 系に関する報告において、時

計の振幅を高めることが言われている食品成分としては、caffeine (Narishige et al., 2014) 、

Nobiletin (He et al., 2016b; Shinozaki et al., 2017)、Resveratrol (Oike et al., 2008)、Cinnamic 

acid (Oishi et al., 2017) 等があり、それぞれその作用メカニズムや標的分子として、順に、

cAMP/Ca2+シグナル、ROR アゴニスト作用、SIRT1 活性化（Cinnamic acid については詳

細不明）、が言われている。S は Sirt1 経路の活性化が報告されていること (Ruankham et al., 

2019) 、および先の resveratrol の報告も含めると、今回の S の体内時計の振幅亢進作用に

Sirt1 が関与している可能性も考えられるが、今後の検討課題である。また、今回、S の in 

vitro 最低有効濃度は 3μM であった。一方、検証 2-3 において S のラット肝臓中濃度は約
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0.7μg/g tissue であり、これはおよそ 2μM に相当する。つまり、SE を 100mg/体重 kg（S

として 50mg/体重 kg）連続投与したラットの実験結果とは大きくは乖離しない濃度での in 

vitro での振幅亢進作用であり、ラット in vivo への外挿性も可能な範囲のデータであると考

えられた。 

周期長と生理機能との関係性に関しては、まだまだ不明な部分も多いが、例えば、

老化細胞では時計の周期が延長しているとも言われている (Ahmed et al., 2019) 。今回、

検証 3-1 の PER2::LUC ノックインマウス in vivo 評価では SE の作用は認められず、一方、

検証 3-2 の PER2::LUC ノックインマウス in vitro 評価にて、S およびその関連化合物が軽

度に周期を短縮する作用を示した。低分子化合物の周期に対する作用は周期を延長させる

ものが多く(Narishige et al., 2014; He et al., 2016b; Shinozaku et al.,2017; Xu et al., 2019)、周

期を短縮する方向に働きかける今回の結果は珍しい。Cinnamic acid は Per2 mRNA の安定

性の減少を介して(Oishi et al., 2017) 、また Shikonin はトポイソメラーゼ 2 の阻害を介して 

(Ogawa et al., 2014) 、それぞれ周期短縮作用を発揮すると推察されている。今回の S の周

期短縮作用の生理学的意味やその作用メカニズム等は今後のさらなる検討が必要である。 

位相に関しては、検証 3-1 の PER2::LUC ノックインマウス in vivo 評価では SE の

作用は認められず、検証 3-2 の PER2::LUC ノックインマウス in vitro 評価にて、EC-1 の

みで時計の前進作用が傾向レベル（p<0.1）で確認された。一方で、in vitro で EC-1 以外に

本作用が確認されなかった理由は不明である。なお、この位相前進作用と、先述の周期短縮

作用は時計の波を前にずらす作用の意味では、大きくは作用の方向性は一致するものであ

る。また、位相前進作用の生理学的意義に関しては、高脂肪食誘発の脂質代謝異常が体内時

計制御を大きく変化させること (Guan et al., 2018) 、このとき、高脂肪食負荷で時計の位相

が後退することがマウスおよびヒトで報告されていることから  (Barnea et al., 2009; 

Pivovarova et al., 2015) 、今回得られた SE による肝臓時計遺伝子の位相前進作用は意義の

ある作用だと考える。この作用メカニズムは不明であるが、時計機構が AMP や ATP、NAD+
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等のエネルギー代謝産物のフィードバックを受けうること(Bass et al., 2010)等から、SE が

脂質代謝への影響を介し、エネルギー代謝産物の量的変化をもたらすことによる間接的な

体内時計調節である可能性もある。今回の結果、特に in vivo での SE の肝臓の時計遺伝子

に対する影響が、直接的な作用か、脂質代謝を改善した間接的作用であるかは現時点では不

明であるが、これらを参考に今後検討を進めたい。 

なお、一連の SE の体内時計調節作用の評価において、3-1 の PER2::LUC ノック

インマウス in vivo での検証においては、肝臓、腎臓、顎下腺いずれにおいても時計遺伝子

に対する影響は認められなかった。先行研究において、SE の生理反応に動物間の種差が存

在することが報告されている（Kushiro et al., 2004）。そこでは、ラットにおいては脂質代謝

に明らかに作用を示す投与量でマウスを処置しても同様の効果を得ることが出来ないこと

が報告されており、理由として、マウスの肝臓や血中の S や E の濃度がラットのそれと比

較して小さく、Kushiro(2004)の論文において、SE0.2%食（約 SE200mg/体重 kg）投与時、

ラットの S の血中濃度が 22μM、S の肝臓中濃度が 3.3nmol/臓器 g に対し、同条件でのマ

ウスの S の血中濃度が 3μM、S の肝臓中濃度が 1.3nmol/臓器 g と、マウスでの S の量は

ラットの 1/3 から 1/7 であり、マウスにおいて SE 代謝、つまり生体からの消失速度が速い

ことが示されており、そのことが本研究においてマウス in vivo で SE が無影響の理由であ

る可能性がある。また、本項でのマウスへの投与期間は 3 日間であり、第 2 章のラットで

の検証結果で示した通り、SE の効果は投与期間に依存する部分も多く、より長期の摂取が

必要である可能性も高く、今後の検討課題である。 
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3-4. 小括 

 

以上、第 3 章では、体内時計作用栄養学的アプローチにて、SE の体内時計調節作

用を検証した。第 3 章の小括を図 38 に示す。検証結果、PER2::LUC ノックインマウス in 

vivo 評価においては、いずれの時計指標にも SE の投与は影響を及ぼさなかった（検証 3-

1）。PER2::LUC ノックインマウス in vitro 評価にて、S、E、それらの代謝物がおおむね振

幅を高める方向にあった。周期に対しては、同評価系において、S およびその関連化合物

が軽度に周期を短縮する作用を示した。位相に対しては、検証 3-2 の PER2::LUC ノック

インマウス in vitro 評価にて、EC-1 のみで時計を前進させる傾向にあった（検証 3-2）。 

図 38．SE の生理機能と体内時計の関係性 まとめ 

  

小括：セサミン類の体内時計調節作用

振幅 亢進作用

周期 軽度短縮

位相 前進傾向

In vitroIn vivo

影響無

影響無

影響無

・125、250mg/kg体重
・3日間連続投与
・肝臓、腎臓、顎下腺

セサミン(S) エピセサミン(E)

3μM以上

（作用） （濃度） （化合物）

50μM

10μM

・未変化体
・未抱合代謝物
・抱合体

エピセサミンの
未抱合代謝物
のみ

・・・・・
後退作用無

体内時計のリズム若齢

高齢



92 
 

 

第 4 章 総括 

 

各種生理作用は体内時計で制御されている場合が多いこと、特に脂質代謝は時計

との接点が強いこと、SE は脂質代謝改善効果が報告されていること、また食品に含まれる

低分子が体内時計調節作用を有することが多く報告されていること等から、本研究では、SE

と体内時計との関連性の解明を目的に、時間栄養学的アプローチ（第 2 章）および体内時計

作用栄養学的アプローチ（第 3 章）で検証を進めた。 

第 2 章では、ラット脂質代謝異常モデルラット（高脂肪食負荷モデル）を中心に、

SE の脂質代謝に対する作用が投与時刻に影響を受けるか否か、を検証した。この結果、特

にコレステロール代謝において朝および継続摂取することが SE の作用を高め、より好まし

い可能性が示された。この時、転写因子 SREBP2 を介したコレステロール合成系の抑制、

肝臓からのコレステロール排泄が寄与している可能性が示唆された。トリグリセライド評

価指標においては、わずかに夕投与がより好ましい傾向にあり、朝投与時は TG の消費と合

成が作用拮抗している可能性も考えられた。また、SE の動態指標は大きくは投与時刻の影

響を受けなかったことから、先の脂質代謝に対する作用の時間依存性に対する動態の寄与

は小さいものと推察された。本結果をヒトが摂取するタイミングで考えると、脂質代謝異常

症でもコレステロールが高めの方には SE の朝摂取が、中性脂肪が高めな方には夕摂取が良

いかもしれない。 

第 3 章では、PER2::LUC ノックインマウスを用い、in vivo imaging 法（検証 3-1）

および in vitro 法（検証 3-2）にて、SE およびその関連化合物の体内時計調節作用の有無

を検証した。この結果、in vivo 評価において SE はいずれの時計指標にも影響しなかった。

一方、in vitro 評価においては、振幅に対しては、S、E、それらの代謝物がおおむね振幅を

高める方向にあり、周期に対しては、これらが軽度に周期を短縮する作用を示した。位相に
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対しては、EC-1 のみで時計を前進させる傾向にあった。 

 以上のように、SE の生理機能発揮において体内時計は深く関与していることが明

らかになった(図 39)。SE の数多くの生理機能の恩恵をさらに効率的に享受するためにも、

本知見を活用し、例えば、特にコレステロール代謝への影響を期待する場合には、活動期の

始めに継続摂取することがより望まれるであろう。また、加齢に伴う体内時計機構の振幅の

低下には SE の摂取は有効であることが考えられるため、抗老化食品としての更なる活用も

視野に入れるとよいかもしれない。 

 

   図 39．SE の生理機能と体内時計の関係性 まとめ 
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一方で、本研究結果の臨床への外挿においては、量的な考察において課題があるこ

とも事実である(図 40)。今回、第 2 章で検証したラットの投与量は SE100mg/体重 kg であ

り、現在市販中の SE 配合のサプリメント（１日推奨量として SE10mg/日/人≒SE0.2mg/体

重 kg）と比較して、投与量換算で約 500 倍の乖離がある。血中濃度からの観点では、ラッ

トへ SE100mg/体重 kg で投与した際に S は 0.3μM、ヒトで SE0.2mg/体重 kg を投与した

際の予測血中濃度（1 日推奨量の 5 倍量過剰摂取試験からの予測値）は 0.002μM であり

（社内データ）、約 150 倍の乖離がある。S の代謝物である SC-1 の血中濃度比較では、上

述条件のラットが 2.4 μM、上述条件のヒトでは 0.11μM であり（社内データ）、約 22 倍

の乖離がある。以上のように、今回のラットの条件と臨床推奨量を比較した場合、投与量で

約 500 倍、未変化体の血中濃度で約 150 倍、代謝物で約 22 倍の乖離があることは理解の上

で今後の研究活動に繋げていきたい。 

In vitro と In vivo の濃度比較については、各実測値（第 3 章のマウス in vitro デー

タおよび第 2 章ラット in vivo 動態データ）を用いて以下に考察する。SE の未変化体は in 

vitro において 3~50μM で時計の振幅亢進を、50μM で時計の周期の軽度な短縮を示し、

位相変容に対する未変化体の影響はなかった（第 3 章）。一方、ラットに SE100mg/体重 kg

の用量で投与した際の肝臓では S の未変化体が 2μM、E の未変化体が 14μM であり（第

2 章）、過剰量の投与設計の前提ではあるが、少なくとも本論文内のマウス in vitro／ラット

in vivo 間の濃度乖離はさほど無いものと考えられた。 

以上のように、本論文内では、SE の生理反応が確実に起こる試験条件設定であり、

臨床推奨量よりも過剰な用量での検証であったことも事実である。つまり、今回得られた

種々の知見は動物、細胞実験での検証レベルにあるため、臨床研究での更なるエビデンス強

化、およびその実践に向けての SE の体内時計との接点の理解、そのための各種メカニズム

解明も進めていきたい。 
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図 40．本研究結果の外挿性の考察 
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