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序論

食の欧米化、ストレスの多い社会環境または高齢化により、生体内で活性酸

素が過剰に産生され、生活習慣病の様な疾患を引き起こすことが示唆されてい

る。これに伴い、身体の成分の酸化抑制効果すなわち生体内抗酸化作用を持つ

食品成分の関心が高まっている。

食品成分の生体内抗酸化作用の検証実験では、生体内の酸化ストレスを誘発

させた実験動物に食品成分を給与し、酸化ストレスが低減したことを確認する

手法が用いられる。Hermans らは実験動物に酸化ストレスを誘発する方法を３つ

に分類した(Table 0-1)[1]。１つ目は抗酸化物質欠損食や、酸化ストレスを発

生する食品成分を含む食餌を投与する方法。これはビタミン E欠乏飼料[2]や、

アルコール含有飼料[3]を用いた実験系が挙げられる。２つ目は遺伝子改変や薬

剤投与によって酸化ストレスを伴う疾患を誘発させる方法。これは心筋症[4]や、

非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）[5]を誘発する実験系が挙げられる。最後は

活性酸素を発生する毒性物質を投与する方法であり、パラコート[6]や四塩化炭

素(CCl4)[7]を用いた実験系が挙げられる。実験動物の生体内酸化ストレスは、

過酸化脂質から生成するマロンジアルデヒド(MDA)とチオバルビツール酸（TBA）

が 反 応 し て 生 成 す る 赤 色 縮 合 体 の チ オ バ ル ビ ツ ー ル 酸 反 応 物 質

（thiobarbituric acid reactive substance：TBARS)を比色法で定量した報告

が多い。しかし TBA は MDA 以外の物質とも反応することや、サンプル調製や発

色の加熱工程で MDA が増加する可能性が指摘されているため[8]、生体内の酸化

ストレスを正しく評価していない場合がある。

私たちの研究室では細胞膜の主要構成リン脂質（ホスファチジルコリン）の

酸化一次生成物である過酸化リン脂質（PLOOH）（Fig. 0-1）を高選択的に測定

できる化学発光検出 HPLC（CL-HPLC）法を開発した(Fig. 0-2）[9]。この分析法

の特徴は、それぞれの脂質クラス中のヒドロペルオキシド基を、ポストカラム

で発光試薬と反応させて検出する点にあり、従来困難であったヒト血液や組織

の過酸化脂質の定量を世界ではじめて実現した。酸化ストレスを負荷させた実
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験動物の生体内過酸化脂質を CL-HPLC 法で定量することで、食品成分の生体内

抗酸化作用も正しく評価できると考えられる。

カカオはチョコレートやココアの原料として世界中で広く食されている。ま

たポリフェノール含量が豊富な農作物として知られ(Table 0-2)[10][11]、生体

内抗酸化作用が期待されている。しかし既存研究では十分な科学的根拠が得ら

れていない。例えば、Serafini らはカカオポリフェノールの含有率を高めたチ

ョコレートを摂取したヒト血液の抗酸化力が有意に増加したことを報告したが

[12]、抗酸化力の指標とした測定方法（FRAP 法）は ferric-tripyridyltriazine

の還元力を評価しており、生体内の酸化ストレスを直接的に評価したとはいえ

ない。また Baba らはカカオポリフェノールの含有率を高めたココアを 12 週間

摂取したヒト血液中のLDLの抗酸化力が有意に増加したことを報告したが[13]、

生体内に存在しない 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride(AAPH)

由来のラジカルの消去能を抗酸化力とみなしており、生体内の酸化ストレスを

直接的に評価したとはいえない。

本研究は、酸化ストレスを誘発させた実験動物の過酸化脂質を CL-HPLC 法で

定量し、酸化ストレス動物モデルの確立を目指した。酸化ストレスの誘発方法

は過去の検証報告例が比較的多かった、アルコール含有液体飼料投与法、

streptozotocin(STZ)投与によるNASH誘発法及びCCl4腹腔内投与法を選択した。

アルコール含有液体飼料投与法と CCl4腹腔内投与法の予備実験時に PLOOH の有

意な増加が確認できた為、本実験でカカオポリフェノールを多く含むカカオ抽

出物（CPE）を給与し、CPE の生体内抗酸化作用を明らかにした。
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Principle Strategy Reference

dietary induction caused by
nutritional imbalance due to either
an antioxidant deficient diet or a
pro-oxidant overload diet

vitamin E deficient diet 2

alcohol-containing liquid diet 3

induction of diseases related to
oxidative stress

dilated cardiomyopathy induced by
genetic manipulation

4

nonalcoholic steatohepatitis induced
by streptozotocin

5

exposure to a free radical
generating compound

paraquat 6

carbon tetrachloride 7

TableTableTableTable 0-0-0-0-1111.... Principles and Strategies to induce oxidative stress in experimental animals
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Fig.Fig.Fig.Fig. 0-0-0-0-1111 Representative chemical structures of oxidized phospholipids
formed during oxidation of
1-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PCOOH) in
vivo
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Fig.Fig.Fig.Fig. 0-0-0-0-2222 Chemiluminescence reaction of lipid hydroperoxide with cytocrome C
and luminol, which is incorporated into the CL-HPLC
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TableTableTableTable 0-2.0-2.0-2.0-2. Polyphenol content per serving of cacao-based products (dark
chocolate, milk chocolate and cocoa powder), green tea and red wine

SOURCE: Manach 2004[10] and Wollgast 2000[11]

Foods or beverage Serving size Polyphenol content per serving (mg)

Dark chocolate 40g 340-600

Milk chocolate 40g 200-480

Cocoa powder 40g 320-1000

Green tea 180ml 150-200

Red wine 100ml 200-800
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第1章 アルコール性脂肪肝の酸化ストレス評価とカカオポリフェノールの生体

内抗酸化作用の解明

緒言

発酵食品の代表として古代から親しまれてきたアルコールを摂取すると、肝

臓に中性脂肪が蓄積したアルコール性脂肪肝が形成される。その発症メカニズ

ムとして、アルコールによって肝臓細胞中のエネルギーセンサーを担う AMP 活

性化プロテインキナーゼ(AMPK)が低下して同化を促進するよう代謝が誘導され、

脂肪酸の合成促進と脂肪酸の燃焼抑制が起こり、肝臓に脂肪が蓄積することが

知られている（Fig. 1-1)[14]。

アルコール性脂肪肝の状態でアルコールを摂取し続けると、肝線維症や肝硬

変といったより深刻な病態に進行することが報告されている[15]。また疫学調

査や動物実験において、症状の進行に伴い肝臓中に過酸化脂質が蓄積すること

が明らかになってきたため（Fig. 1-2)[16][17]、脂質過酸化はアルコール性肝

障害の進行に重要な役割を果たしていると考えられる。しかしアルコール性脂

肪肝における脂質過酸化の進行度についてはよくわかっていない。Song らはア

ルコール含有液体飼料を投与したラット脂肪肝の TBARS 量が有意に増加したこ

とを報告した[18]。一方相反する研究結果として Coudray らはアルコールを長

期投与したラット肝臓で TBARS 量と抗酸化酵素活性に変化が見られなかったこ

とを報告している[19]。比色法による TBARS 測定は非特異的な検出が問題点と

して指摘されており、上記報告が相反した理由の一つとして考えられた。

アルコール性肝障害の研究では、5％のアルコールを含む液体飼料をラットへ

与えると比較的簡便に脂肪肝が現れることから、この実験系が疾病の解析や予

防成分の研究にしばしば用いられている[20]。そこで本実験ではアルコール含

有液体飼料をラットへ投与し、肝臓の脂質成分や PLOOH の変動からアルコール

性脂肪肝と酸化ストレスの関わりを明らかにし、本実験系が酸化ストレスモデ

ルとして適しているか評価した。またカカオポリフェノールを多く含むカカオ

抽出物（CPE)をアルコールとともに給与し、CPE のアルコール性脂肪肝への抗酸
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化作用を明らかにした。
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1-1 目的

ラットへアルコール含有液体飼料を投与し、アルコール性脂肪肝モデルを作

成し、肝臓中の酸化ストレスを評価した。アルコール性脂肪肝の形成は、特徴

的な症状である中性脂肪(TG)の蓄積とレチノールの減衰で評価した。肝臓中の

抗酸化物質α-トコフェロール量と過酸化脂質PLOOHの増減からアルコール性脂

肪肝における酸化ストレスの関わりを明らかにした。またカカオからアセトン

抽出した、カカオポリフェノールを 60.5％含むアセトンパウダー（CPE）をアル

コールとともに給与し、アルコール性脂肪肝への抗酸化作用を評価した。

1-2 実験方法

1-2-1 試薬成分

CPE は Barry Callebaut Belgium NV （Lebbeke, Belgium)より入手した。ポ

リフェノール濃度はフォーリンチオカルト法によりエピカテキン換算濃度で算

出した[21]。プロシアニジンは Kelm らの方法で測定した[22]。CPE のポリフェ

ノール組成は 60.5％、エピカテキンとその重合体のプロシアニジンが 53.1％、

他フェノール化合物が 7.4％であった(wt/wt)。その他組成は糖質が 12％、蛋白

質が 9.5％、アルカロイドが 8.0％、食物繊維が 5.5％、灰分が 3.0％、脂質が

1.0％であった(wt/wt)(Fig.Fig.Fig.Fig. 1-3)1-3)1-3)1-3)。その他の試薬に関しては可能な限り最上級の

ものを用いた。

1-2-2 実験動物および飼育法

6週齢の Wistar/Std 系の雄ラット 40 匹を用いた（日本エス・エル・シー㈱）。

昼夜 12 時間ずつの明暗サイクル（明期 07:00-19:00）の動物室（温度 23 ±3°C,

湿度 55 ±10 %RH）で個別飼育した。実験開始前に液体飼料の馴化期間を７日間

設け、その後コントロール群、コントロール+CPE 群、アルコール群及びアルコ
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ール+CPE 群の各群 10 匹で群分けし、摂取エネルギーを揃えたペアフィーディ

ングで飼育した。アルコール群とアルコール+CPE 群は、糖質の一部をアルコー

ルに置換したアルコール含有液体飼料を与えた。アルコール濃度は投与 3日目

までは 3％（v/v）、4日目から 6日目までは４％、以降は 5％に調製し投与した。

CPE は液体飼料に 1.4g/L 溶解させ給与した。液体飼料投与 4週後各群 3匹を 16

時間絶食させ、イソフルラン麻酔下で肝臓を摘出し生理食塩水で灌流した。投

与 8週後、各群 7匹の肝臓を同様に摘出した。摘出した肝臓は-80℃に保存し、

その後の分析用試料とした。この研究に関する動物実験は、三協ラボサービス

株式会社の動物実験委員会の動物実験指針に則り、許可されてから行われた。

1-2-3 液体試料の組成と調整方法

液体試料は 1989 年に改善された Lieber-DeCarli formula を基本とした[20]、

オリエンタル酵母工業株式会社製の F2LCW（コントロール群）及び F2LEW（アル

コール群）を用いた(TableTableTableTable 1111 -1)-1)-1)-1)。試料調製方法は以下のとおり。

・コントロール群の試料調製方法

1. 恒温槽に水を張り 45℃に設定し温めておく。

2. 脱イオン水を 778g 秤量し保存瓶（1L 用）に移し 40℃～50℃で加温する。

（恒温槽は 45℃に設定）

3. 飼料粉末 F2LCW222g を秤量しおおまかに 4等分する。

4. ミキサーボールに飼料粉末を約1/4入れ温まった脱イオン水を約 1/5流

し入れ、蓋をし 1分攪拌する。

5. 1 分後攪拌用容器に移す。

6. 4）・ 5）を 4回行う。

7. ミキサーボールの内側に付着した飼料をシリコンベラにて落とし最後

の 1/5 の脱イオン水を攪拌し攪拌用容器に移す。

8. 攪拌用容器に移した液体飼料をもう一つの攪拌用容器に移し、交互に移

し混和させる。
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9. 保存瓶（2L 用）に移し泡が無くなるまで冷蔵にて静置させておく。

・アルコール群の試料調製方法

1. 恒温槽に水を張り 45℃に設定し温めておく。

2. 脱イオン水を 818g 秤量し保存瓶（1L 用）に移し 40℃～50℃で加温する。

（恒温槽は 45℃に設定）

3. WAKO 特級エタノールをビーカー（100ml 用)に 50g 秤量する。

4. 飼料粉末 F2LEW132g を秤量しおおまかに 4等分する。

5. ミキサーボールに飼料粉末を約1/4入れ温まった脱イオン水を約 1/5流

し入れ、蓋をし 1分攪拌する。

6. 1 分後攪拌用容器に移す。

7. 5）・ 6）を 4回行う。

8. ミキサーボールの内側に付着した飼料をシリコンベラにて落とし WAKO

特級エタノール全量と最後の1/5の脱イオン水を攪拌し攪拌用容器に移

す。

9. 攪拌用容器に移した液体飼料をもう一つの攪拌用容器に移し、交互に移

し混和させる。

10. 保存瓶（2L 用）に移し泡が無くなるまで冷蔵にて静置させておく。

※3％エタノール添加 F2LEW を作成するには上記の F2LCW と 5％エタノール

添加 F2LEW を２：３の割合で混和させる。

※4％エタノール添加 F2LEW を作成するには上記の F2LCW と 5％エタノール

添加 F2LEW を１：４の割合で混和させる。

・コントロール+CPE 群の試料調製方法

1. 恒温槽に水を張り 45℃に設定し温めておく。

2. 脱イオン水を 771g 秤量し保存瓶（1L 用）に移し 40℃～50℃で加温する。

（恒温槽は 45℃に設定）

3. 飼料粉末 F2LCW222g を秤量しおおまかに 4等分する。
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4. CPE 7g を秤量しおおまかに 4等分する。

5. ミキサーボールに飼料粉末を約1/4入れ温まった脱イオン水を約 1/5流

し入れ、蓋をし 1分攪拌する。

6. CPE を約 1/4 入れ蓋をし 1分攪拌する。

7. 1 分後攪拌用容器に移す。

8. 4）・ 5）を 4回行う。

9. ミキサーボールの内側に付着した飼料をシリコンベラにて落とし最後

の 1/5 の脱イオン水を攪拌し攪拌用容器に移す。

10. 攪拌用容器に移した液体飼料をもう一つの攪拌用容器に移し、交互に移

し混和させる。

11. 保存瓶（2L 用）に移し泡が無くなるまで冷蔵にて静置させておく。

・アルコール+CPE 群の試料調製方法

1. 恒温槽に水を張り 45℃に設定し温めておく。

2. 脱イオン水を 811g 秤量し保存瓶（1L 用）に移し 40℃～50℃で加温する。

（恒温槽は 45℃に設定）

3. WAKO 特級エタノールをビーカー（100ml 用)に 50g 秤量する。

4. 飼料粉末 F2LEW132g を秤量しおおまかに 4等分する。

5. CPE 7g を秤量しおおまかに 4等分する。

6. ミキサーボールに飼料粉末を約1/4入れ温まった脱イオン水を約 1/5流

し入れ、蓋をし 1分攪拌する。

7. CPE を約 1/4 入れ蓋をし 1分攪拌する。

8. 1 分後攪拌用容器に移す。

9. 5）・ 6）を 4回行う。

10. ミキサーボールの内側に付着した飼料をシリコンベラにて落とし WAKO

特級エタノール全量と最後の1/5の脱イオン水を攪拌し攪拌用容器に移

す。

11. 攪拌用容器に移した液体飼料をもう一つの攪拌用容器に移し、交互に移
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し混和させる。

12. 保存瓶（2L 用）に移し泡が無くなるまで冷蔵にて静置させておく。

※CPE 入り 3％エタノール添加 F2LEW を作成するには上記の CPE 入り F2LCW

と CPE 入り 5％エタノール添加 F2LEW を２：３の割合で混和させる。

※CPE 入り 4％エタノール添加 F2LEW を作成するには上記の CPE 入り F2LCW

と CPE 入り 5％エタノール添加 F2LEW を１：４の割合で混和させる。

1-2-4 肝臓成分の測定方法

・肝臓ホモジネート作成

組織を氷上で解凍し、4倍量重量の 0.9％NaCl、1mM EDTA 水溶液を加え

た。ビーズ式細胞破砕装置（TOMY MicroSmash)で冷却下懸濁し、20％

ホモジネート液を作成した。

・肝臓総脂質の抽出

Folch 法を基本としたクロロホルム/メタノール混液（2：1）による

抽出を行った。

１．20％ホモジネート液 500μl に 0.002％(w/v)のブチルヒドロキシト

ルエン(BHT)を含むクロロホルム/メタノール混液（2：1）2.5ml を加え

5 分間振とう抽出し、遠心分離後(1000g,10 分,４℃）下層を分取した。

２．上層にクロロホルム/メタノール混液（10:1）1.8ml を加え抽出を繰

り返した。すべての下層分取液を集め、クロロホルム：メタノール：水

混液（3：48：47）2.4ml を加え、攪拌して遠心分離した後-30℃で 1時

間保管した。

３．遠心分離後上清を捨て、窒素乾固後クロロホルム/メタノール混液

（2：1）100μl に溶解した。

・肝臓の TG の測定

Folch 法で抽出した総脂質を窒素乾固後 2-プロパノールに再溶解し、和
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光純薬工業製トリグリセライド E-テストワコーで測定した。

・肝臓のレチノールの測定

20％ホモジネート 500μl を 10ml の褐色試験管に入れ、0.9％NaCl、

１mM EDTA を 500μl加えた。６％ピロガロール/エタノール溶液を 0.2ml

加え攪拌し、更に 60％ KOH を 0.2ml 加え 70℃で 30 分加熱した。ヘキサ

ン/酢酸エチル（9：1）を 4ml 加え 5分間攪拌し、遠心分離後上清を抽

出した。この抽出を 3回繰り返した。窒素乾固し、メタノールに再溶解

させ HPLC で定量した。HPLC は Schäffer らの方法に準じ、以下の条件で

行った[23]。

・ LC 構成

ポンプ：PU-2080 Plus（Jasco 社製）

カラムオーブン：CO-2065 Plus（Jasco 社製）

検出器：MD-2018（Jasco 社製）

インテグレータ：SmartChrom（KYA TECH Corporation 社製）

・ LC 条件

カラム：nacalaitesque COSMOSIL 5C18-ArⅡ(4.6×250mm)

移動相：A アセトニトリル/水/酢酸＝90/10/2

B アセトニトリル/メタノール＝90/10

C テトラヒドロフラン=100

0-4.5min 100% A

4.5-6.5 100% A→100％ B

6.5-12 100% B→60％B、40％C

12-15 60％B、40％C

15-20 60％B、40％C→100％ B

20-26 100％ B→100％ A

流速：1.0 ml/min

カラムオーブン：30℃
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波長：325 nm

・肝臓のα-トコフェロールの測定

20％ホモジネート 500μl を 10ml の褐色試験管に入れ、0.9％NaCl、

１mM EDTA を 500μl 加えた。６％ピロガロール/エタノール溶液 0.2ml

とヘキサン/酢酸エチル（9：1）を 4ml 加え 5分間攪拌した。遠心分

離して上清を抽出した。この抽出を 3回繰り返し上清を窒素乾固して、

ヘキサンに再溶解させた。HPLC は Prates らの方法に準じ、以下の条件

で行った[24]。

・ LC 構成

ポンプ：PU-2080 Plus（Jasco 社製）

カラムオーブン：CO-2065 Plus（Jasco 社製）

検出器：RF-20A（島津製作所社製）

インテグレータ：SmartChrom（KYA TECH Corporation 社製）

・ LC 条件

カラム：ZORBAX RX-SIL(4.6×250mm 5μm Agilent)

移動相：へキサン/2-プロパノール=99/1

流速：1.3 ml/min

カラムオーブン：35℃

励起 298nm、蛍光 325nm

・肝臓の PLOOH の測定

Folch 法で抽出した総脂質を CL-HPLC 法で測定した。本法は HPLC により

ホスファチジルコリン(PC)とホスファチジルエタノールアミン（PE）を

他の脂質成分より分離した後、発光試薬と過酸化脂質を反応させて両脂

質中のハイドロパーオキサイド基由来の化学発光を選択的に検出する

ことで、ホスファチジルコリンハイドロパーオキサイド(PCOOH)とホス

ファチジルエタノールアミンハイドロパーオキサイド（PEOOH）を定量
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する(Fig.Fig.Fig.Fig. 0-0-0-0-2222))))。HPLC 条件は Miyazawa らの方法に準じ[9]、以下のとおり

行った。

・ LC 構成

ポンプ：PU-2080 Plus（Jasco 社製）

カラムオーブン：860-CO（Jasco 社製）

検出器：CLD-100（東北電子産業社製）

インテグレータ：クロマトコーダー 21(システムインスツルメンツ

社製)

・ LC 条件

カラム：Finepak SIL-NH2-5 (4.6×250mm、JASCO）

移動相：2-プロパノール/メタノール/水 =130/45/25 流速 1ml/min

発光試薬：50mM ホウ酸緩衝液 (pH10) に 2μM のルミノール(和光純

薬工業)と 25μM のチトクローム c(Sigma)を溶解

して作成した。流速 2.1ml/min

カラムオーブン：40℃

1-2-5 統計処理

結果は平均値±標準偏差で示した。正規性の検定と等分散性の検定（ルビー

ン検定）を行い、全て正規分布していることを確認した。二元配置分散分析を

行い、有意であった場合に平均値の差を Turkey の多重比較検定で解析した。そ

れぞれ p < 0.05 を統計的有意とした。

1-3 結果と考察

1-3-1 摂食量と体重変化

液体飼料投与 4週後と 8週後の各群の平均体重に差は見られなかった（TableTableTableTable
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1-21-21-21-2）。またカロリー摂取量も各群で差は見られなかった（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）。よってペ

アフィーディングは適切に行われたと考えられた。

1-3-2 肝臓の TG

アルコール性脂肪肝に特徴的な肝臓の TG 蓄積を確認した。コントロール群と

コントロール+アルコール群を比較すると、アルコール投与による TG の有意な

蓄積が投与 4週目で確認され、投与 8週目には 25.9mg/g liver まで増加した

（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）。病理診断上、脂肪肝は肝臓の TG 蓄積量が 50mg/g liver 以上と定

義されていることから[25]、本実験で形成された脂肪肝は初期の症状と考えら

れ、アルコール性脂肪肝形成初期の酸化ストレス発生を評価するために適した

サンプルと考えられた。

次に、アルコール性脂肪肝の TG 蓄積に対する CPE の効果を確認した。投与 4

週後はアルコール+CPE 群とアルコール群共に肝臓への TG が有意に蓄積したが、

投与8週後にアルコール+CPE群はアルコール群よりもTGの蓄積量が有意に抑制

されていた（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）。このことから CPE は肝臓へのアルコール誘導性の TG

蓄積を抑制する作用が考えられた。

1-3-3 肝臓のレチノール

TG 蓄積以外のアルコール性脂肪肝の特徴として、レチノールの減少が挙げら

れる[26]。肝臓に貯蔵されたレチノールの約 90％を占めるレチニルエステルは

アルコール摂取により加水分解され、代謝酵素シトクロム P450(CYP)で分解され

る。このCYP活性はアルコール摂取により活性化されることが知られている[26]。

また加水分解されたレチノールはレチノール結合タンパク質と結合し血中へ放

出されるが、アルコール摂取によりこの血中への放出が促進されることが知ら

れている（Fig.Fig.Fig.Fig. 1-41-41-41-4）[27]。コントロール群とコントロール+アルコール群を比較

すると、アルコール投与により肝臓レチノール量が有意に減少したため（TableTableTableTable

1-21-21-21-2）、TG 蓄積以外にレチノールの減衰からもアルコール性脂肪肝形成が確認で

きた。一方コントロール群では、アルコール投与 4 週後よりも 8 週後にレチノ
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ール量が有意に減少していた（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）。ラットへ高脂肪食を投与するとレチ

ノール結合タンパク質が増加した報告があり[28]、本実験で用いた液体飼料の

脂質含有率は総カロリーの 36％を占める高脂肪食だったことを考慮すると

(TableTableTableTable 1111 -1)-1)-1)-1)、液体試料投与によりレチノール結合タンパク質が増加し、コントロ

ール群でも肝臓レチノールが減少したと考えられた。

アルコール+CPE 群の肝臓レチノール量は、投与 4週後にアルコール群同様減

少し、8 週後も低下したままだった（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）。よって CPE はアルコール誘導

性レチノール減少のメカニズムには作用しないと考えられた。

1-3-4 肝臓のα-トコフェロール

肝臓中のTG蓄積とレチノールの減衰からアルコール性脂肪肝の形成が確認で

きたので、抗酸化物質のα-トコフェロールを定量し酸化ストレスを評価した。

α-トコフェロール量はTGの蓄積量に比例することが報告されているため[29]、

TG 当たりの濃度でα-トコフェロールを評価した。投与 8週後のコントロール+

アルコール群のα-トコフェロール量はコントロール群に比べ有意に減少して

いた（Fig.Fig.Fig.Fig. 1-51-51-51-5）。この減少はアルコール投与 4週後には見られなかったので、投

与 4週後から 8週で肝臓で酸化ストレスが発生した可能性が考えられた。

アルコール+CPE 群はアルコール群と比較すると、投与 8週後のα-トコフェロ

ール量の減少が有意に抑制された。このことから CPE は、アルコール投与によ

り発生した酸化ストレスに対し抗酸化作用を示した可能性が考えられた。

1-3-5 肝臓の PLOOH

アルコール投与による酸化ストレス発生を更に検証するため、肝臓の PLOOH

を CL-HPLC 法で定量した。アルコール投与 4 週後には各群差は見られなかった

が、8週後のコントロール+アルコール群の PCOOH と PEOOH はコントロール群に

比べ有意に増加した（Fig.Fig.Fig.Fig. 1-51-51-51-5）。この結果から脂質過酸化はアルコール投与 4週

後から 8 週で発生したことが考えられ、α-トコフェロール量の減衰結果と一致

した。肝臓 TG 蓄積はアルコール投与 4 週目で有意に蓄積し、8 週目まで進行し
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たことから（TableTableTableTable 1-21-21-21-2）、アルコール投与 4週迄には酸化ストレスをあまり伴わ

ずに肝臓へ TG 蓄積が進行し、4 週以降蓄積された TG が酸化ストレスを発生さ

せ、肝臓のα-トコフェロールを減少させ、PCOOH と PEOOH を増加させた可能性

が考えられた。

CPE の抗酸化作用を検証したところ、投与８週後のアルコール群に比べアルコ

ール+CPE 群では PEOOH の増加が有意に抑制されていた（Fig.Fig.Fig.Fig. 1-51-51-51-5）。また PCOOH

はアルコール群に比べアルコール+CPE 群で抑制傾向(p=0.05)を示した。これら

の結果から CPE はアルコール投与による脂質過酸化に対し抗酸化作用を発揮し

たことが考えられた。CPE が肝臓 TG の蓄積を抑制した結果を考慮すると（TableTableTableTable....

1-21-21-21-2）、CPE が直接的に抗酸化作用を発揮したというよりも、TG の蓄積を抑制した

ことで間接的に酸化ストレスの発生を低減した可能性が考えられた。

1-4 結論

平均体重とカロリー摂取量に差が見られなかったことから、ペアフィーディ

ングは適切に行われたと考えられた。アルコール性脂肪肝に特徴的な症状であ

る肝臓中の TG の蓄積とレチノールの減少が確認できたので、アルコール性脂肪

肝モデルが作成できたと考えられた。アルコール実験系では、アルコール投与 4

週後では酸化ストレスをあまり伴わずに脂肪肝が形成され、投与 8 週後に酸化

ストレスを伴って病状が進展する可能性が考えられた。よってアルコールを８

週間投与したラット脂肪肝は酸化ストレス動物モデルに適用できると考えられ

た。

CPE を給与すると、レチノールの減少は抑制できなかったが、α-トコフェロ

ールの減少と PLOOH の増加が抑制されたので、CPE が生体内で抗酸化作用を発揮

したと考えられた。この作用は CPE が直接的に抗酸化力を発揮したというより

も、肝臓への TG の蓄積を抑制することで酸化ストレスを軽減している可能性が

考えられた。
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Fig.Fig.Fig.Fig. 1-11-11-11-1 Schematic illustration of theoretical mechanisms for alcoholic fatty liver
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TableTableTableTable 1111 -1-1-1-1 Composition of the alcohol and non-alcohol liquid diets supplemented with or
without CPE.

Non-alcohol Alcohol
Control CPE Control CPE

Caloric ingredients (energy  %)

Protein 17.0 17.0 17.2 17.2
Carbohydrates 47.0 47.0 10.5 10.5
Fat 36.0 36.0 36.5 36.5
Ethanol - - 35.8 35.8
Total 100.0 100.0 100.0 100.0
Non-caloric ingredients (g/L)

Cacao polyphenol - 1.4 - 1.4
Vitamin mix 2.5 2.5 2.5 2.5
Mineral mix 8.8 8.8 8.8 8.8
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Fig.Fig.Fig.Fig. 1-31-31-31-3 Chemical composition of CPE extracted from cacao beans with acetone
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TableTableTableTable 1-21-21-21-2 Body weight, food intake, and liver parameters of in the lver of rats fed a liquid
alcohol diet with and without CPE for 4 and 8 Weeks. Data points represent the mean ± SD. *
Significantly different from the corresponding control value (p < 0.05); # significantly different
from the corresponding non-alcohol group (p < 0.05).

4 weeks (n=3) 8 weeks (n=7)

Non-alcohol Alcohol Non-alcohol Alcohol

Control CPE Control CPE Control CPE Control CPE

Initial weight (g) 173.2 ± 10.7 174.0 ± 9.4 174.8 ± 7.2 176.0 ± 6.7 169.8 ± 6.5 170.1 ± 6.3 170.1 ± 6.5 169.9 ± 6.2

Final weight (g) 206.1 ± 15.4 205.6 ± 4.3 207.8 ± 11.9 212.5 ± 24.2 270.0 ± 6.1 279.4 ± 17.4 278.5 ± 18.8 280.9 ± 4.0

Carorie intake 
(kcal/kg weight) 208.7 ± 6.7 208.1 ± 7.4 199.5 ± 3.3 195.2 ± 6.9 208.4 ± 8.7 212.3 ± 10.6 203.2 ± 9.3 209.6 ± 6.3

Ethanol intake 
(g/kg weight) - - 10.0± 0.2 9.8 ± 0.3 - - 10.2 ± 0.5 10.5 ± 0.3

Cacao polyphenol  intake
 (mg/kg weight) - 285.4± 10.1 - 267.8± 9.4 - 291.3± 14.5 - 287.5± 8.7

TG (mg/g of liver) 10.1 ± 2.5 7.4 ± 1.5 18.7 ± 4.2# 23.8 ± 1.1* # 13.9 ± 4.6 12.9 ± 4.6 25.9 ± 3.9# 14.7 ± 2.8*

Retinol (μg/g of liver) 355.4 ± 33.8 355.8 ± 47.1 154.1 ± 47.6# 101.8 ± 23.0# 100.2 ± 33.4 133.3 ± 22.9* 38.8 ± 9.3# 52.1 ± 12.2#
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Fig.Fig.Fig.Fig. 1-41-41-41-4 Schematic illustration of mechanisms of the alcohol effects on retinoid metabolism
SOURCE: Wang. 2005[27].
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Fig.Fig.Fig.Fig. 1-51-51-51-5 Levels of α-Tocopherol and PLOOH (PCOOH and PEOOH) in the liver of rats fed a
liquid alcohol diet with and without CPE. Data points represent the mean ± SD. * Significantly
different from the corresponding control value (p < 0.05); # significantly different from the
corresponding non-alcohol group (p < 0.05).
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第 1章 小括

ラットへアルコール含有液体飼料を投与し、アルコール性脂肪肝モデルを作

成し、肝臓中の酸化ストレスを評価した。また CPE をアルコールとともに給与

し、アルコール性脂肪肝への抗酸化作用を評価した。アルコール性脂肪肝に特

徴的な症状である肝臓 TG の蓄積とレチノールの減少が確認できたことから、ア

ルコール性脂肪肝モデルが作成できたと考えられた。アルコール摂取 4 週後で

は酸化ストレスをあまり伴わずに脂肪肝が形成され、8 週後に抗酸化物質α-ト

コフェロール量の減少と過酸化脂質 PCOOH と PEOOH の増加がみられたことから、

アルコール性脂肪肝は肝臓に TG が蓄積した後、酸化ストレスを伴って病状が進

展する可能性が考えられた。すなわちアルコールを 8 週間投与したラット脂肪

肝は酸化ストレス動物モデルに適用できると考えられた。

CPE を給与すると、レチノールの減少は抑制できなかったが、α-トコフェロ

ールの減少と PCOOH と PEOOH の増加が抑制された為、CPE が生体内で抗酸化作用

を発揮したと考えられた。この作用は CPE が直接的に抗酸化力を発揮したとい

うよりも、肝臓への TG の蓄積を抑制することで酸化ストレスを軽減している可

能性が考えられた。
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第 2章 非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）モデルマウスの酸化ストレス評価

緒言

近年メタボリックシンドロームと密接に関わる、生活習慣を起因とした非ア

ルコール性脂肪性肝疾患の有病率が急増している[30]。この疾患の中には予後

良好の単純性脂肪肝だけでなく，肝硬変や肝がんに発展する進行型の脂肪肝、

非アルコール性脂肪性肝炎（Nonalcoholic steatohepatitis：NASH）が存在す

ることが明らかとなり（Fig. 2-1)，世界中で注目される疾患となった。NASH の

モデル動物やヒト患者の肝臓では過酸化脂質が増加すると報告されており

[30][31]、酸化ストレスが病状進行に重要な役割を果たしていると考えられて

いる。しかし過去の多くの報告は比色法による TBARS 測定値を指標にしており、

生体内酸化ストレスを正しく評価していない可能性が考えられた。

近年 streptozotocin（STZ）投与と高脂肪食負荷の組み合わせにより NASH 病

態を惹起させる NASH モデルマウス作成法が報告された[32]。STZ は膵臓のラン

ゲルハンス島を破壊してインスリン抵抗性を惹起するため、骨格筋中の脂質が

血中に放出され肝臓に集まり脂肪肝が形成されると考えられている[33]。STZ 誘

導性 NASH モデルマウスの脂肪肝の TG 量は 6週齢目で 90mg/g liver を超えるこ

とが報告されており (Fig. 2-2)[32]、第１章のアルコール性脂肪肝

（25.9±3.9mg/g liver)よりも病状が進展する可能性が考えられたので、過酸

化脂質の更なる高まりが期待された。

そこで本実験では NASH モデルマウスの肝臓中の TG量と過酸化脂質を定量し、

第１章のアルコール性脂肪肝の結果と併せ、脂肪肝の進展と過酸化脂質の蓄積

の関連性を評価した。STZ 誘導性 NASH モデルマウスはアルコール性脂肪肝より

も脂肪肝の病状が進展する可能性が考えられたので、本実験では脂質過酸化一

次生成物 PCOOH に加え二次生成物の MDA を定量することで、脂肪肝の脂質過酸

化の進行度を詳細に検証した。MDA の測定は FL-HPLC 法を採用し[34]、従来の比

色法よりも定性性と定量性を高めた分析を行った。
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2-1 目的

NASH モデルマウスの肝臓中の TG 量と過酸化脂質を定量し、脂肪肝の進展と脂

質過酸化の蓄積を評価した。過酸化脂質は CL-HPLC 法により PCOOH と FL-HPLC

法により MDA を定量した。

2-2 方法

2-2-1 試薬成分

試薬は可能な限り最上級のものを用いた。

2-2-2 実験動物および飼育法

NASH モデルマウスの作成は株式会社ステリック再生医科学研究所で行われた。

0週齢の雄性 C57BL/6J を NASH 群とコントロール群の 2群(n=6)に分け、NASH 群

には STZ を 200μg 腹腔内投与した。コントロール群は生理食塩水を腹腔内投与

した。4 週齢から 7週齢まで両群に粗脂肪分 32%の高脂肪食(HFD32:CLEA Japan)

を給餌した。7週齢時に剖検して肝臓を摘出した。この研究に関する動物実験は、

米国国立衛生研究所（NIH）動物実験指針に則り行われた。

2-2-3 肝臓成分の測定方法

・肝臓の TG の測定

1-2-4 と同様に行った。

・肝臓の PCOOH 改良抽出方法

Folch法による組織からの抽出液にはPCOOH以外の多くの脂溶性物質が含まれ

ている。CL-HPLC の LC 部においてある程度の分離はできるが、PCOOH と近い保

持時間を持つ夾雑物質が抗酸化作用を持つ場合、ルミノールと反応するヒドロ

ペロオキシドを消去し蛍光のクエンチングが発生する可能性が考えられた(Fig.

0-2)。当研究室の Kato らはヒト血漿からの PCOOH 抽出において Folch 法と固相
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抽出を組み合わせ、より精製度を高めた抽出方法を報告した[35]。Kato らの方

法に基づき肝臓からの PCOOH 抽出方法を以下の通り改良した(Fig. 2-3)。

１．20％ホモジネート液 500μl に 0.002％(w/v)の BHT を含むクロロホル

ム/メタノール混液（2：1）2.5ml を加え 5分間振とう抽出し、遠心分離

後(1000g,10 分,４℃）下層を分取した。

２．上層にクロロホルム/メタノール混液（10:1）1.8ml を加え抽出を繰

り返した。すべての上層分取液を集め、クロロホルム：メタノール：水混

液（3：48：47）2.4ml を加え、攪拌して遠心分離した後-30℃で 1時間保

管した。遠心分離後上清を捨て、窒素乾固後クロロホルム/2-プロパノー

ル混液（2：1）100μl に溶解した。

３．メタノール 1.5ml とクロロホルム/2-プロパノール（2:1）1.5 ml で

コンディショニングした Sep-Pak Vac 1 cc (100 mg) NH2 cartridge に先

ほどのサンプル 50 µL をロードした。カラムを 1.5 ml クロロホルム/2-

プロパノール（2:1）で洗浄した後、1.5 ml メタノールで溶出させ、窒素

乾固後メタノール 100μl に溶解した。

ラット肝臓の Folch 抽出液に PCOOH 標品を添加し上記改良抽出法の正確性を求

めたところ、PCOOH は 95.3％の良好な回収率が得られた(データ未掲載）。また

上記改良抽出法を採用してから CL-HPLC の蛍光クエンチングは発生しなかった

ので、肝臓中の PCOOH を高い回収率で抽出し、より安定した PCOOH の定量が可

能になったと考えられた。

・肝臓の PCOOH の測定

1-2-4 と同様に行った。

・肝臓の MDA 測定

従来の TBARS 法は発色の加熱工程で MDAが増加する問題点が指摘されていた為、
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加熱前に抗酸化物質の BHT を加え、人為的な増加を抑制した。抽出条件は以下

のとおりである。

１．臓器を約 0.5ｇ採取し（採取量を記録）、1.15％KCｌを 2.5ml 加

えビーズ式細胞破砕装置（TOMY MicroSmash)で冷却下懸濁し、ホモジ

ネート液を作成する。

２．ホモジネート液を 50μl エッペンドルフチューブに入れ、蒸留水を

90μl 加える。8.1%(w/v)の SDS 水溶液を 4μl加え攪拌する。

３．0.4%(w/v)の TBA 溶液(10%(v/v)酢酸水溶液(pH3.5))を 600μl 加え、

2.8mM の BHT 溶液(100%エタノール)を 20μl 加え攪拌する。

４．95℃で 1時間加熱する。

５．氷上で 10 分間冷却する。

６．10ml ガラス試験管に内容物を移す。エッペンドルフチューブに

200μl の蒸留水を加え洗浄し、ガラス試験管内溶液に合わせる。

７．ブタノール/ピリジン（15：1 v/v)混液を１ml 加え、攪拌する。

８．3000rpm で 10 分間遠心分離し、上清を HPLC で分析する。

TBA は MDA 以外のアルデヒドにも反応し発色するため、比色法による定量では

非特異的検出の問題点が指摘されていた。そこで本実験では FL-HPLC 法を採用

し[34]、ODS カラムにより分子種の定性し、蛍光検出器により定量することで検

出精度を高めた。HPLC 条件は以下のとおりである。

・ LC 構成

ポンプ：PU-2080 Plus（Jasco 社製）

カラムオーブン：CO-2065 Plus（Jasco 社製）

検出器：RF-20A（島津製作所社製）

インテグレータ：SmartChrom（KYA TECH Corporation 社製）

・ LC 条件
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カラム：ODS(4.6×250mm 5μm COSMOSIL 5C18-MS-II)

移動相：30% メタノール

流速：1.0 ml/min

カラムオーブン：40℃

励起 515nm、蛍光 553nm

上記条件下の FL-HPLC 法の定量限界は 200pmol であった。比色法の定

量限界は約 10nmol だったことから、FL-HPLC 法を採用したことで約 50

倍に検出感度を高めた MDA の定量が可能になったと考えられた。

2-2-3 統計処理

結果は平均値±標準偏差で示した。F 検定にて等分散の検定を行い，等分散

性が仮定できたら Student の t 検定を行った。p < 0.05 を統計的有意とした。

2-3 結果と考察

肝臓の TG 値は NASH 群で約 54.8±5.4mg/g liver を示し、コントロール群に

比べ有意な蓄積が見られた(Fig. 2-4)。第１章のアルコール性脂肪肝の TG 蓄積

量は 25.9±3.9mg/g liver だったことから、NASH 群の脂肪肝の病状はアルコー

ル性脂肪肝に比べ更に進行したと考えられた。

ところが、過酸化脂質は PCOOH と TBA ともに NASH 群とコントロール群に差は

認められなかった(Fig. 2-4)。第１章のアルコール性脂肪肝の結果と比較する

と TG 蓄積量と過酸化脂質量が相関しなかったので、脂肪肝の発症誘因の違いに

より過酸化脂質の発生機序が異なる可能性が考えられた。

過去の研究から、アルコールや脂肪酸が肝臓に流入する量が増加すると、代

謝酵素の CYP2E1 が活性化され活性酸素を産生し、過酸化脂質の形成が進行する

と考えられている[36][37]。すなわちアルコール性脂肪肝と NASH の過酸化脂質

の発生機序には共に CYP2E1 が関係すると考えられている。一方 Nakajima らは、

高脂肪食投与、高脂肪食とアルコール投与、及び普通食とアルコールを投与し
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たラット肝臓の CYP2E1 タンパク質発現量を比較したところ、高脂肪食とアルコ

ール投与群の CYP2E１が高脂肪食投与群または普通食とアルコール投与群より

も強く活性化されていたことを報告した[38]。よって本実験の高脂肪食を投与

した NASH 脂肪肝よりも、高脂肪食とアルコールを投与された TG 蓄積の症状が

ゆるやかであったアルコール性脂肪肝の方がCYP2E1が強く活性化された可能性

が考えられ、結果アルコール性脂肪肝で脂質過酸化が進行した可能性が考えら

れた(Fig. 2-5)。本実験の 7週齢時 NASH 脂肪肝では過酸化脂質の高まりが確認

できなかったので、STZ 誘導性 NASH モデルマウスを酸化ストレス動物モデルに

適応するには、飼育期間を延長して病状を進展させてから再度検証する必要が

考えられた。

2-4 結論

NASH 群の肝臓中の TG 量は 54.8±5.4mg/g liver を示した。これは第１章のア

ルコール性脂肪肝（25.9±3.9mg/g liver)よりも TG 蓄積が進行していたが、

PCOOH と TBA の高まりは確認できなかった。肝臓中の TG 量と過酸化脂質量が相

関しなかったことから、アルコール性脂肪肝と NASH 脂肪肝では過酸化脂質の発

生機序が異なることが示唆された。過去の報告から NASH 脂肪肝よりもアルコー

ル性脂肪肝の方が CYP2E1 が強く活性化され、活性酸素を発生させた可能性が考

えられた。STZ 誘導性 NASH モデルマウスを酸化ストレス動物モデルに適応する

には、更に病状を進展させてから検証する必要が考えられた。
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Fig.Fig.Fig.Fig. 2-12-12-12-1 Schematic representation of the pathophysiology of non-alcoholic
steatohepatitis (NASH)
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Fig.Fig.Fig.Fig. 2-2-2-2-2222 Macroscopic and histological features of NASH model mice. A)
Representative macroscopic appearance of livers from normal mice and NASH
model mice at 6 weeks. B) H&E stained. Original magnifications × 200
SOURCE: Takakura. 2014[32].
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Fig.Fig.Fig.Fig. 2-32-32-32-3 Optimized procedure for the extraction of PCOOH from liver tissue

liver homogenate (20%, w/v) 0.5ml

CHCl3/MeOH(2:1,v/v) 2.5ml

Lower layer
(Precipitate)

Upper layer
(Supernatant)

Folch's theoretical lower phase
CHCl3/MeOH(10:1, v/v) 1.8ml 

Combined lower layers
(Combined supernatants)

Folch's theoretical upper phase
CHCl3/MeOH/H2O(3:48:47, v/v/v) 2.4ml 

1 hour incubation at -30 ℃

Lower layer
(Precipitate)

Sep-Pak Silica-NH 2

CL-HPLC
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Fig.Fig.Fig.Fig. 2-2-2-2-4444 Levels of triglyceride(A), PCOOH(B) and TBA(C) in the liver of
NASH model mice. Data points represent the mean ± SD. * Significantly
different from the corresponding control value (p < 0.05).
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Fig.Fig.Fig.Fig. 2-2-2-2-5555 Scheme relating alcoholic fatty liver and NASH with CYP2E1 activity
through the observed lipid peroxide.
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第２章 小括

STZ 誘導性 NASH モデルマウスの肝臓中の TG 量と過酸化脂質を定量し、脂肪肝

の進展と過酸化脂質の蓄積を評価した。NASH 群の肝臓中の TG 量は

54.8±5.4mg/g liver を示した。これは第１章のアルコール性脂肪肝

（25.9±3.9mg/g liver)よりも TG 蓄積が進行していたが、PCOOH と TBA の高ま

りは確認できなかった。肝臓中の TG 量と過酸化脂質量が相関しなかったことか

ら、アルコール性脂肪肝と NASH 脂肪肝では過酸化脂質の発生機序が異なること

が示唆された。過去の報告から NASH 脂肪肝よりもアルコール性脂肪肝の方が

CYP2E1 が強く活性化され、活性酸素を発生させた可能性が考えられた。STZ 誘

導性 NASH モデルマウスを酸化ストレス動物モデルに適応するには、更に病状を

進展させてから検証する必要が考えられた。



- 42 -

第 3章 四塩化炭素が肝臓と腎臓に及ぼす酸化ストレスとカカオポリフェノー

ルの生体内抗酸化作用の解明

緒言

CCl4は 19 世紀中頃に麻酔薬として用いられていたが、肝障害作用が強かった

ため使用が中止された[39]。その後 CCl4肝毒性の作用機序について研究が進み、

CCl4が生体内で代謝されてラジカル化し、脂質過酸化を進行させ肝臓障害を惹

起することがわかってきた[40]。同時に酸化ストレスを誘発する薬剤としても

注目され、CCl4を用いた酸化ストレス動物実験は数多く報告されてきた。しか

し大半の実験は非特異的検出の問題点が指摘されている比色法の TBARS 値を生

体内酸化ストレスの指標にしているため、CCl4動物モデルには定性性と定量性

を高めた生体内酸化ストレスの評価方法が必要と考えられた。

また CCl4の酸化ストレスが顕著に現れる標的臓器の選定も、酸化ストレス動

物モデルの検証において重要である。CCl4の臓器障害は肝臓のみならず腎臓で

も起きることが報告されているが[41]、殆どの研究は肝臓に焦点を当てており、

CCl4酸化ストレスに対する肝臓と腎臓の感受性の違いを調べた研究は殆ど無い。

よって CCl4酸化ストレス動物モデルの最適な標的臓器ははっきりとわかってい

ない。

近年 National Institute of Environmental Health Sciences(NIEHS)は CCl4

1200 mg/kg をラットへ腹腔内投与すると、2 時間後に血漿の過酸化脂質が有意

に増加し、その後経時的に減少することを報告した[7]。NIEHS は GC-MS を用い

て従来の TBARS 法よりも定性性と定量性の精度を高めて過酸化脂質を評価して

おり、信頼性の高い実験結果と考えられたが、臓器の酸化ストレスについて報

告は無かった。そこで本実験では NIEHS の実験条件を参考に、CCl4を 1200 mg/kg

ラットへ腹腔内投与し、2 時間後の肝臓と腎臓の過酸化脂質を CL-HPLC 法と

FL-HPLC 法で評価し、酸化ストレスが顕著に現れる標的臓器を明らかにしようと

した。

CCl4酸化ストレスに対するカカオポリフェノールの生体内抗酸化作用につい
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ては、カカオ豆から脂肪分を取り除いたパウダー（ココアパウダー）を給与し

たラットに CCl4を腹腔内投与したところ、肝臓の酸化障害が抑制された報告が

あった[42]。しかしココアパウダーはカカオ豆の様々な成分を含むため、カカ

オポリフェノールの CCl4酸化ストレスに対する抗酸化作用についてはよくわか

っていない。またカカオポリフェノールの腎臓への抗酸化作用については報告

が無かった。そこで本実験では CPE を給与し、腎臓の CCl4酸化ストレスに対す

るカカオポリフェノールの抗酸化作用を検証した。

3-1 目的

CCl4腹腔内投与 2時間後のラット肝臓と腎臓の酸化ストレスを比較し、CCl4

の酸化ストレスがより顕著に現れる標的臓器を検証した。初めに CCl4による臓

器障害を血漿と臓器の生化学パラメーターから確認した。次に臓器障害が酸化

ストレスに起因することを確かめるため、肝臓と腎臓の過酸化脂質を CL-HPLC

法と FL-HPLC 法で定量した。また過酸化脂質以外の酸化ストレス指標として、

肝臓と腎臓の酸化タンパク質、酸化 DNA、抗酸化酵素及び抗酸化物質を定量した。

さらに肝臓と腎臓の CCl4酸化ストレスに対する CPE の抗酸化作用を調べた。

CPE の給与量については、CCl4酸化ストレスに対するポリフェノールの抗酸化作

用を調べた過去の研究を参考に[43][44][45]、CPE を体重１kg あたり 500mg(ポ

リフェノール換算で 303mg）７日間経口投与した。予備試験では上記量 CPE を投

与して毒性は見られなかった (データ未掲載)。CPE の抗酸化作用機序を調べる

ため、肝臓と腎臓の CCl4ラジカルを産生する CYP2E1 の RNA 量を調べた。

3-2 方法

3-2-1 試薬成分

CPE は 1-2-1 と同じものを用いた。試薬は可能な限り最上級のものを用いた。

3-2-2 実験動物および飼育法

Fisher 系雄性ラット（12 週齢）20 匹を４群（Water+Non-CCl4, Water+CCl4,
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CPE+Non-CCl4及び CPE+CCl4）に分けた。市販固形普通飼料（CE-2，日本クレア)

および蒸留水を自由摂食させた。CPE+Non-CCl4と CPE+CCl4群に CPE を７日間

500mg/kg/day 経口投与した。24 時間絶食後、Water+CCl4と CPE+CCl4群に菜種油

と混合した CCl4を 1200mg/kg 腹腔内投与した。腹腔内投与 2時間後、イソフル

ラン麻酔下で剖検した。ヘパリン入り採血管に採血し、遠心分離して血漿を採

取し-80℃で保存した。肝臓と腎臓を 5mm 幅に剃刀で切り落とし、ホルマリン緩

衝液に漬けて組織学検査用試料とした。肝臓と腎臓の一部を RNA 抽出用として

RNA later (Ambion, Japan) に入れ、-30℃で保存した。残りの肝臓と腎臓は生

理食塩水で灌流し、液体窒素で急速に凍らせ-80℃に保存した。この研究に関す

る動物実験は、東北大学大学院農学研究科の動物実験委員会の動物実験指針に

則り、許可されてから行われた。

3-2-3 血漿成分の測定方法

・血漿中肝腎障害マーカーの測定（アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ

(AST), アラニンアミノトランスフェラーゼ(ALT), 乳酸脱水素酵素(LDH), 尿

酸(UA), 総脂質(TL), TG, コレステロール(Cho)及びリン脂質(PL))

長浜ライフサイエンスラボラトリーの血液自動分析装置で測定した。

3-2-4 肝臓及び腎臓成分の測定方法

・肝臓及び腎臓中の障害マーカーの測定（TG, PL 及びタンパク質)

TG は 1-2-4 と同様に行った。PL は Bartlett 法で測定した[46]。タンパク質

は Lowry 法で測定した[47]。

・肝臓及び腎臓中の PCOOH と MDA の測定

2-2-3 と同様に行った。

・肝臓及び腎臓中の酸化タンパク質と酸化 DNA の測定

酸化タンパク質は Cayman Chemical 社の Protein Carbonyl Assay Kit を用い
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て定量した。本測定法は DNPH（2, 4-dinitrophenylhydrazine）とサンプル中の

カルボニルタンパク質の反応物質の吸収極大波長 360 nm の吸光度を求め定量す

る。

酸化 DNA は日研フード(株)社の 8-OHdG モノクローナル抗体を用い、免疫組織

染色し評価した。染色及び評価は㈱組織科学研究所社で行った。

・肝臓及び腎臓中のグルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)とα-トコフェロール

の測定

GPx 活性は Biovision 社の Glutathione Peroxidase Assay Kit を用いて定量

した。本測定法はサンプル中の GPｘとグルタチオン還元酵素反応と共役反応に

より消費される NADPH 量を吸光度測定することで GPx 活性を定量する。α-トコ

フェロール量は 1-2-4 と同様に行った。

・肝臓及び腎臓中の定量リアルタイム PCR(RT-PCR)法を用いた CYP2E1 遺伝子発

現の測定

①Total RNA の抽出

１． RNA later 中-30℃で保存してあったサンプル約 5 mg に、1% メルカプトエ

タノールを含む QIAGEN RLT lysis buffer 350μl を加えた。

２． ホモジナイザー（TOMY Micro Smash）を用いて充分に組織を粉砕した。

３． QIAGEN 社の QIAcube で RNA 抽出した。

４． 抽出液を-80℃で保管した。

②RNA の濃度測定

抽出した Total RNA 溶液 1μl を、Thermo Fisher Scientific 社の NanoDrop を

用いて濃度検定を行った。純度検定は核酸の吸光度が極大を示す A260、核酸の吸

光度が極小を示す A230、及びタンパク質の吸光度が極大を示す A280の吸収比で確

認した。また RNA 濃度が 800～1000ng/μl であることを確認した。
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③cDNA 作成

１．Rnase-Free water で希釈して、RNA 5μg/33μl(=152ng/μl)になるように

調整する。

２．エッペンチューブに移し、65℃で 5分間変性をかける。

３．37℃で 5分間保温した。

４．反応液を Takara 社の PrimeScript RTase に移し、37℃で 15 分間反応させ

た。

５．滅菌した MilliQ 水を 450μl 加えた。

６．-20℃で保管した。

④電気泳動による RNA の状態確認

１．RNA 溶液を希釈し、2.5 μg 相当の RNA 溶液（12 μL）に泳動用マーカー（3

μL）を加えた。

２．65℃で 15 分間の変性をかけた。

３．直ちに氷冷（5分間以上）し、0.7%アガロースゲルにアプライし、TAE バッ

ファーを用いて 150 V ・ 400mA ・ 35 分の条件で泳動した

４．UV トランスイルミネーターを用いて各サンプルの RNA のコンディションが

均一であることを確認した

⑤定量 RT-PCR

プライマー Forward 及び Reverse 各 10μl と滅菌 MilliQ 230μl の混合液を 5

μl、Takara 社の SYBR Premix Ex TaqⅡを 10μl、及び cDNA 液を 5μlを 96 well

plate に入れ、専用のシールとヘラでシーリングした。プライマーの配列は

Supplementary Table 1 に示した。Bio-Rad 社の cfx96 を用い以下の反応条件で

測定した。

95℃ 5 分／（95℃ 10 秒→59℃ 50 秒）×40 回／65℃ 5 秒/95℃ 5 分

3-2-5 統計処理
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1-2-5 と同様に行った。

3-3 結果と考察

3-3-1 CCl4による臓器障害と CPE の保護作用

CCl4によって肝臓に障害が発生すると、細胞中の酵素が血液中に流れ出すこ

とが報告されている[48]。Water+Non-CCl4群と比べ Water+CCl4群で血漿で肝細

胞酵素の AST、 ALT 及び LDH の有意な増加が確認されたので(Table 3-1)、CCl4

腹腔内投与により肝臓障害が発生したと考えられた。また CCl4は肝臓からのリ

ポ蛋白質分泌を阻害し、血中の脂質を減少させることが報告されている[49]。

Table 3-1 より Water+CCl4群の血漿 TL, TG, Cho 及び PL 濃度が有意に減少した

ため、逸脱酵素以外に血中脂質量の減衰からも肝臓障害が確認できた。 また腎

細胞に特徴的な UAが Water+CCl4群で血漿中に有意に増加したため(Table 3-1)、

CCl4腹腔内投与により腎臓障害が発生したと考えられた。一方、CCl4による肝腎

障害が起きると臓器中の TG が増加し、PL とタンパク質が減少することが報告さ

れているが[48][50]、本実験ではこれら TG、PL 及びタンパク質の増減が肝臓よ

りも腎臓で顕著にみられた為（Table. 3-2）、CCl4腹腔内投与の臓器障害は肝臓

よりも腎臓で重症化しているように思われた。

Water+CCl4群と比べ CPE+CCl4群では、血漿中の TL、TG、Cho 及び PL 量は差が

見られなかったが、CCl4により増加した AST、ALT 及び LDH 量が有意に抑制され

た（Table 3-1）。さらに CPE+CCl4群では CCl4により増加した血漿 UA 濃度の増加

が抑制され（Table 3-1）、腎臓中の TG、PL 及びタンパク質の変動も抑制されて

いた（Table 3-2）。これらの結果から CPE は CCl4の肝腎障害に対し保護作用を

示したと考えられた。カカオポリフェノールによる CCl4の腎臓障害を抑制する

作用は我々の知る限り初めての報告である。この CPE の保護作用が抗酸化作用

によるものか確認するため、肝臓と腎臓の酸化ストレスを測定した。

3-3-2 CCl4による酸化ストレスと CPE の抗酸化作用

肝臓と腎臓の過酸化脂質を CL-HPLC 法と FL-HPLC 法で定量した。
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Water+Non-CCl4群と比べ Water+CCl4群で、腎臓の PCOOH 及び MDA 量が有意に増

加したが、肝臓では差は見られなかった（Fig. 3-1）。臓器障害の結果を考慮す

ると、CCl4による腎臓障害は過酸化脂質の増加と関連があると考えられた。ま

た腎臓は CCl4腹腔内投与による酸化障害が肝臓よりも現れやすく、酸化ストレ

ス動物モデルの標的臓器に有用であると考えられた。一方、Water+Non-CCl4群

とWater+CCl4群で肝臓と腎臓のカルボニルタンパク質と8-OHdGに差は見られな

かった（肝臓の 8-OHdG はデータ未掲載）（Fig. 3-2）。これらの結果から CCl4

による臓器障害の発生機序には、カルボニルタンパク質や 8-OHdG よりも、過酸

化脂質が寄与している可能性が考えられた。

Water+Non-CCl4群の肝臓と腎臓の GPx 活性を定量したところ、肝臓は腎臓よ

り 2倍以上 GPx 活性が強かった（Table 3-2）。また Water+CCl4群でも肝臓は腎

臓より GPx 活性が高かったことから、CCl4投与後の肝臓で PCOOH 及び MDA 量が

低かった要因として肝臓の高い GPx 活性が寄与している可能性が考えられた。

この可能性を支持する結果として、Water+CCl4群のα-トコフェロールは肝臓で

は減少しなかったが、腎臓では有意に減少していた（Table 3-2）。過去に酸化

鉄を腹腔内投与したラットで肝臓よりも腎臓の酸化障害が進行していた報告が

あり[51]、本実験はこの報告を支持する結果と考えられた。

腎臓で過酸化脂質の増加が確認できたので、CPE の保護作用が抗酸化作用によ

るものか検証した。Water+CCl4群とCPE+CCl4群を比べると、CCl4による腎臓PCOOH

と MDA の増加は CPE 給与によって有意に抑制されていた（Fig. 3-1）。さらに CCl4

投与により減少した腎臓の GPx 活性とα-トコフェロール量は、CPE+CCl4群で有

意に回復していた（Table 3-2）。これらの結果から CCl4による腎臓障害に対す

る CPE の保護作用は抗酸化作用であった可能性が考えられた。カカオポリフェ

ノールは複数のフェノール性水酸基を有しラジカル消去活性を示すことが報告

されているが（Fig. 1-3)[52]、本実験で示された CPE の抗酸化作用は単にラジ

カル消去能によるものなのか疑問が生じた。Baba らはカカオポリフェノールを

ラットへ経口投与して尿中の濃度を測定したところ、体内への吸収率は 30～

50％であり、そのほとんどが抱合反応を受けた代謝物であったことを報告した
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[53]。またカカオポリフェノールは生体内で代謝されて抱合されると、抱合前

に比べラジカル消去能が減少することが報告されている[54]。そこで CCl4の酸

化ストレスに対する CPE の抗酸化作用のメカニズムを調べるため、CCl4を代謝

してラジカルを生成する CYP2E1 遺伝子発現量を調べた[55]。過去の報告から

CCl4ラジカルは CYP2E1 の mRNA の分解を促進することが知られている[56]。

Water+Non-CCl4群と比べ Water+CCl4群では肝臓と腎臓で CYP2E1 の mRNA が有意

に減少していたため（Table 3-3)、肝臓と腎臓において CYP2E1 が CCl4ラジカル

を生成したことが考えられた。一方 CPE+CCl4群は CYP2E1 の mRNA 分解が抑制さ

れていたので（Table 3-3)、CPE が CYP2E1 活性を阻害して CCl4ラジカルの生成

量を減少させた可能性が考えられた。過去の研究で、ココアパウダーを摂取し

たラットの尿中で検出されたカカオポリフェノールの代謝物が、CYP2E1 活性を

抑制した報告があり[57]、本実験結果はこの報告と一致した。CPE が PCOOH、MDA、

GPx そして CYP2E1 の活性に及ぼすメカニズムについては更なる研究が必要と考

えられた。

3-4 結論

本研究は CCl4腹腔内投与 2時間後のラット肝臓と腎臓の酸化ストレスを評価

し、CCl4酸化ストレス動物モデルの最適な標的臓器を明らかにしようとした。

また CCl4酸化ストレスに対する CPE の抗酸化作用を定量的に示すことを目的と

した。肝臓と腎臓で過酸化脂質の PCOOH と MDA を定量したところ、腎臓で有意

な高まりが確認された。よって腎臓を標的臓器にした CCl4酸化ストレス動物モ

デルが有用であると考えられた。CPE 給与は腎臓の PCOOH と MDA の増加を抑制し

た。CPE は CYP2E1 の活性を抑制する作用が見られたため、CCl4由来のラジカル

を減少させ、生体内抗酸化作用を発揮した可能性が考えられた。CPE が PCOOH、

MDA、GPx そして CYP2E1 の活性に及ぼすメカニズムについては更なる研究が必要

であるが、CCl4酸化ストレスに対する CPE の生体内抗酸化作用を、特に腎臓の

PCOOH と MDA を分析することで定量的に示すことができた。
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TableTableTableTable 3-3-3-3-1111 Body weights and plasma parameters of rats あ dministrated CPE (500
mg/kg body weight) for 7 days and injected i.p. with CCl4 (1200 mg/kg body
weight) 2 hours before sacrifice.

Non-CCl4 CCl4

Water CPE Water CPE

Weight Initial body weight (g) 209.6 ± 6.0 208.6 ± 4.3 211.6 ± 2.7 211.0 ± 6.0

Body weight 
after 24 h fasting (g) 209.2 ± 4.8 194.8 ± 1.8 211.0 ± 2.9 202.8 ± 7.8

Liver weight 
relative to body weight (%) 2.8 ± 0.0 2.9 ± 0.1 2.8 ± 0.2 3.1 ± 0.3

Kidney weight 
relative to body weight (%) 0.7 ± 0.0 0.7 ± 0.0 0.7 ± 0.1 0.8 ± 0.1

Plasma AST (IU/l) 82.80 ± 6.69 89.40 ± 3.27 12194.00 ± 4811.45# 1928.20 ± 577.92*

ALT (IU/l) 44.4 ± 1.5 45.2 ± 3.2 10440.4 ± 5641.7# 363.8 ± 95.0*

LDH (IU/l) 248.8 ± 56.1 288.2 ± 62.8 61722.0 ± 28616.8# 6750.2 ± 2242.1*

UA (mg/dl) 0.9 ± 0.1 0.4 ± 0.1* 8.1 ± 2.9# 2.3 ± 0.3*

TL (mg/dl) 138.2 ± 9.8 143.0 ± 3.4 70.2 ± 3.6# 87.0 ± 11.3

TG (mg/dl) 44.6 ± 7.4 21.4 ± 2.9 8.4 ± 1.5# 13.4 ± 4.7

Cho (mg/dl) 38.4 ± 0.9 52.0 ± 2.6* 26.6 ± 1.4# 31.4 ± 2.9

PL (mg/dl) 76.6 ± 3.2 89.4 ± 3.3 43.4 ± 1.9# 58.4 ± 11.2

Data points represent the mean ± S.E.M. * Significantly different from the corresponding
control value (p < 0.05); # significantly different from the corresponding non-alcohol group (p
< 0.05).
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TableTableTableTable 3-23-23-23-2 Hepatorenal parameters and antioxidants of rats administrated CPE
(500 mg/kg body weight) for 7 days and injected i.p. with CCl4 (1200 mg/kg body
weight) 2 hours before sacrifice.

Non-CCl4 CCl4

Water CPE Water CPE

Liver Protein (mg/g) 191.0 ± 24.0 216.3 ± 22.3 219.7 ± 12.4 202.4 ± 17.9

Triglyceride (mg/g) 6.1 ± 0.8 7.4 ± 0.9 4.9 ± 0.1 7.2 ± 1.7

Cholesterol  (mg/g) 1.7 ± 0.1 2.1 ± 0.1 1.6 ± 0.1 1.5 ± 0.2

Phospholipid (μg/g) 1035.8 ± 109.5 967.3 ± 69.6 963.2 ± 65.5 827.8 ± 38.3

α-tocopherol (μg/mg TG) 1.26 ± 0.17 1.20 ± 0.20 0.77 ± 0.15 0.97± 0.17

glutathione peroxidase (mU/mg protein) 133.16 ± 13.24 125.95 ± 13.26 69.81 ± 18.17# 141.67± 17.94*

Kidney Protein (mg/g) 163.6 ± 9.8 145.8 ± 5.7 109.1 ± 9.2# 159.4 ± 5.6*

Triglyceride (mg/g) 3.0 ± 0.5 5.6 ± 1.5 8.5 ± 1.2# 4.6 ± 0.8

Cholesterol  (mg/g) 3.1 ± 0.1 3.4 ± 0.2 2.9 ± 0.3 3.1 ± 0.1

Phospholipid (μg/g) 977.5 ± 99.1 941.2 ± 45.8 745.8 ± 26.8# 913.4 ± 58.6*

α-tocopherol (μg/mg TG) 1.84 ± 0.33 2.47 ± 0.14 0.78 ± 0.10# 1.97 ± 0.36*

glutathione peroxidase (mU/mg protein) 48.95 ± 2.12 53.29 ± 4.58 30.45± 4.92# 50.78± 2.26*

Data points represent the mean ± SEM. * Significantly different from the corresponding control value (p < 0.05);  # significantly  different from the corresponding 
non-CCl4 group (p < 0.05).
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Fig.Fig.Fig.Fig. 3-13-13-13-1 Hepatorenal PCOOH and MDA levels in rats administrated CPE (500 mg/kg
body weight) for 7 days and injected i.p. with CCl4 (1200 mg/kg body weight) 2 hours
before sacrifice. PCOOH and MDA levels were measured with the methods as described
in Materials and Methods. Data points represent the mean ± SEM. *Significantly
different from the corresponding control value (p < 0.05); #significantly different from
the corresponding non-CCl4 group (p < 0.05).
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Fig.Fig.Fig.Fig. 3-23-23-23-2 Hepatorenal protein carbonyl content and renal immunohistochemical staining
for 8-OHdG in rats administrated CPE (500 mg/kg body weight) for 7 days and injected
i.p. with CCl4 (1200 mg/kg body weight) 2 hours before sacrifice. Protein carbonyl was
measured using a commercial kit (Cayman Chemical, MI, USA). 8-OHdG was
determined by an immunoassay. Data points represent the mean ± SEM. *Significantly
different from the corresponding control value (p < 0.05).
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TableTableTableTable 3-33-33-33-3 Gene expressions of CYP2E1 of rats administrated CPE (500 mg/kg
body weight) for 7 days and injected i.p. with CCl4 (1200 mg/kg body weight) 2
hours before sacrifice.

Non-CCl4 CCl4

Water CPE Water CPE

Liver 1.00 ± 0.10 0.75 ± 0.09 0.20 ± 0.07# 0.63 ± 0.11*

Kidney 1.00 ± 0.15 1.25 ± 0.05 0.55 ± 0.09# 0.97 ± 0.10*

Data points represent the mean ± SEM. * Significantly different from the corresponding control value (p  
< 0.05);  # significantly different from the corresponding non-CCl4 group (p  < 0.05).



- 55 -

SupplementarySupplementarySupplementarySupplementary TableTableTableTable 1111. Primer sequences for real-time quantitative reverse
transcription-PCR (RT-PCR)

Gene Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')

CY P2E1 GACCAAAGGCCAGCCTTTTG GTTATTGTAAAGCTGGATCCAGGGG

GAPDH GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA
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第 3章 小括

CCl4腹腔内投与 2時間後のラット肝臓と腎臓の酸化ストレスを評価し、CCl4

酸化ストレス動物モデルの最適な標的臓器を明らかにし、CCl4酸化ストレスに

対する CPE の抗酸化作用を定量的に示すことを目的とした。肝臓と腎臓で過酸

化脂質の PCOOH と MDA を定量したところ腎臓で有意な高まりが確認されたので、

腎臓を標的臓器にした CCl4酸化ストレス動物モデルが有用であると考えられた。

CPE 給与は腎臓の PCOOH と MDA の増加を抑制した。CPE は CYP2E1 の活性を抑制

する作用が見られたため、CCl4由来のラジカルを減少させ、生体内抗酸化作用

を発揮した可能性が考えられた。本研究では、CCl4酸化ストレスに対する CPE

の生体内抗酸化作用を、特に腎臓の PCOOH と MDA を分析することで定量的に示

すことができた。
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総括

本博士論文の目的は、CL-HPLC 法により高選択的に定量した PLOOH を指標に酸

化ストレス動物モデルを確立し、CPE の生体内抗酸化作用を明らかにすることで

ある。

第 1 章ではアルコール含有液体飼料によるラット脂肪肝の酸化ストレスを評

価した。アルコール性脂肪肝に特徴的な症状である肝臓 TG の蓄積とレチノール

の減少が確認できたので、アルコール性脂肪肝モデルが作成できたと考えられ

た。アルコール摂取初期では酸化ストレスをあまり伴わずに脂肪肝が形成され、

その後にα-トコフェロールの減少や PCOOH と PEOOH の増加を伴う酸化ストレス

が発生し、病状が進展する可能性が考えられた。本実験から、アルコール含有

液体飼料を 8 週間投与したラットのアルコール性脂肪肝は酸化ストレス動物モ

デルに適用できると考えられた。CPE を給与すると、レチノールの減少は抑制で

きなかったが、α-トコフェロールの減少と PCOOH と PEOOH の増加が抑制された

ので、CPE が生体内で抗酸化作用を発揮したと考えられた。この作用は CPE が直

接的に抗酸化力を発揮したというよりも、肝臓への TG の蓄積を抑制することで

酸化ストレスを軽減している可能性が考えられた。

第2章ではSTZ誘導性NASHモデルマウス肝臓の酸化ストレスを評価した。NASH

群の脂肪肝は TG 量で 54.8±5.4mg/g liver を示し、第１章のアルコール性脂肪

肝（25.9±3.9mg/g liver)よりも病状は更に進行したと考えられたが、PCOOH と

TBA の高まりは確認できなかった。過去の報告から、STZ 誘導性 NASH モデルマ

ウスよりも、アルコールと高脂肪食を組み合わせたアルコール投与ラットの方

が、肝臓の CYP2E1 が強く活性化され、活性酸素を発生させた可能性が考えられ

た。STZ 誘導性 NASH モデルマウスを酸化ストレス動物モデルに適応するには、

病状を進展させてから検証する必要が考えられた。

第 3 章では CCl4腹腔内投与 2 時間後のラット肝臓と腎臓の酸化ストレスを評

価し、CCl4酸化ストレス動物モデルの最適な標的臓器を明らかにしようとした。

肝臓と腎臓で過酸化脂質の PCOOH と MDA を定量したところ、腎臓で有意な高ま
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りが確認された。よって腎臓を標的臓器にした CCl4酸化ストレス動物モデルが

有用であると考えられた。また CCl4酸化ストレスに対する CPE の抗酸化作用を

調べたところ、CPE 給与によって腎臓の PCOOH と MDA の増加が抑制された。CPE

は CYP2E1 の活性を抑制する作用が見られたため、CCl4由来のラジカルを減少さ

せ、生体内抗酸化作用を発揮した可能性が考えられた。

本研究ではアルコール含有液体飼料投与 8 週間後のラット脂肪肝と、CCl4腹

腔内投与 2 時間後のラット腎臓で、過酸化脂質の高まりが確認できたため、酸

化ストレス動物モデルとして有用であることを示した。これらの酸化ストレス

動物モデルを食品成分の生体内抗酸化作用の評価に活用することで、酸化スト

レスが憎悪の原因となる生活習慣病の予防に資する食品成分の機能性解明に貢

献できると考えられる。また本研究で CPE のアルコール摂取による脂肪肝を緩

和させる作用と、腎臓への生体内抗酸化作用を初めて明らかにすることができ

た。今後 CPE の吸収性・代謝動態について更に検証を進めることで、CPE は抗酸

化作用をもつ機能性食品素材として国民の健康向上に貢献できると考えられる。
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