
213大豆たん白質研究　Vol. 18（2015）

大豆イソフラボンのマウス抗肥満効果に関する時間栄養学的研究
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ABSTRACT

Chrono-nutritional research is important to enhance the function of functional foods 
by considering the timing of consumption, because circadian clock system regulates 
many physiological processes with daily variations. Quercetin is one of functional 
fl avonoids, and has antioxidant, anti-infl ammatory, and anti-obesity eff ects. Here we 
show that quercetin prevents absorption of fats at the morning time but not at the 
evening time. In addition, daily morning intake of quercetin reduced fasting blood 
glucose and obesity-induced hyperinsulinemia. These results indicate that quercetin 
should be taken in the morning to prevent obesity. Soy Protein Research, Japan 18, 
213-220, 2015.
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健康維持，肥満予防には，食・栄養の摂取総量や摂
取栄養素のバランスのみならず，1日の総量をどのよ
うな時間にどのように分食して食べていくのが大事か
を調べる「時間栄養学」の発想が必要である．申請者
はこれまでに，肥満・体内時計に対して朝食の有効性
を示してきた1, 2）．また，大豆イソフラボンのダイゼイ
ンやゲニステインが，培養細胞の体内時計の周期を延
長させる作用があることが分かり，大豆ペプチドが体
内時計に作用する可能性が指摘できた．本研究では，

まずゲニステイン，ダイゼインについて，抗肥満効果
を検証したが，当研究室の実験系ではその効果を認め
なかった．そこで，様々な植物に含まれるポリフェノー
ルであり，抗炎症，抗酸化，抗肥満作用の報告がある
ケルセチンについて，抗肥満効果，脂肪吸収抑制効果
の検証を，摂取タイミングの違いを考慮に入れて検証
した．
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方 法

実験動物
動物実験は，早稲田大学動物実験審査委員会の許可
を得た上で行った．ICRマウス，オスを東京実験動物
株式会社より購入して，使用した．マウスは22±2℃，
湿度は60±5%で，明暗条件は12-h light－12-h dark 
cycle（L:D=12:12）で飼育した．明期は午前8：00（ZT0）
から，暗期は午後8：00（ZT12）からと設定した．

飼料，試薬
餌はオリエンタル酵母工業株式会社より購入した
MF（通常食；ND），RESEARCH DIETS社より購
入した45 kcal%脂肪の高脂肪食（HFD）を与えた．
Quercetin（Sigma-Aldrich, Q4951-10），ラード（Sigma-
Aldrich, L0657-500ML），D（+）-Glucose （和光純薬工業, 
049-311165） を使用した．Mercodia Mouse Insulin 
ELISA（Mercodia, 10-1247-01），NEFA C-テストワコー
（ACS・ADOD法）（和光純薬工業, 279-75401），トリ
グリセライド　E-テストワコー（GPO・DAOS法）（和
光純薬工業, 432-40201）を使用した．

RT-PCR
採取した臓器からRNAを抽出後，One-Step SYBR 
RT-PCR kit（TaKaRa Bio），PikoReal 96ウェルシス
テム（Thermo Fisher Scientifi c, TCR0096）を用いて
RT-PCRを行った．

糖負荷試験
経口投与前の血糖値を0分とし，マウスにグルコー
ス溶液を経口投与後15分，30分，60分，120分の血糖
値を測定した．グルコース溶液は0.1 mL/10 g BWを
投与し，濃度は2 g/kg BWとなるよう調整した．測定
中は絶食した．

実験1：ケルセチン食による抗肥満作用
実験開始時6週齢のマウスを使用した．高脂肪食に
ケルセチン（Q）を0.05%（HFD+Q0.05）3），もしくは
0.33%（HFD+Q0.33）4）混ぜた餌を用意し，これら
のマウスに自由摂食させた．（各群n=6）また，20% 
sucrose水および水道水を自由摂水させた．マウスは
各群3匹飼いし，1週間ごとに体重，摂食量，摂水量を
測定した．測定から4週間経過後，サンプリングを行っ
た．また，サンプリング2日前にグルコース負荷試験
を行った．グルコース負荷試験でのグルコース経口投

与およびサンプリングはZT0に行った．

実験2：ケルセチンによる肥満改善効果
実験開始時に50 g以上のマウスを用いて，水，また

はケルセチン（100 mg/kg）を2週間，ZT12（活動期
の始め，朝）に投与した．各群n=8．
2週間の投与後，ZT12にサンプリングした．また，

実験開始時と投与2週間後に，耐糖試験を行った．

実験3：ケルセチンによる脂肪吸収抑制作用
制限給餌装置を用い，活動期の始まりと終わりそれ

ぞれ2時間ずつ（ZT12-14およびZT22-24）のみ摂食で
きるよう制限給餌を行った．餌は通常餌を用いた．こ
れらのマウスに，ZT12（朝に相当）もしくはZT22（夕
に相当）にケルセチン混合ラードを経口投与し，血清
トリグリセリド（TG）値を測定した．経口投与前の
TG値を0分とし，マウスにケルセチン混合ラードを経
口投与後60分，120分，180分で採血を行った．ラー
ドは0.1 mL/30 g BWを投与し，ケルセチン濃度は100 
mg/kg BWとなるよう調整した．マウスは実験時9-10
週齢，各群n=7．同様のプロトコルで，代謝装置を使
用して呼吸商およびエネルギー代謝量（EE）を測定
した．

結 果

実験1において，まずケルセチン添加高脂肪食を自
由摂食させ，高脂肪食誘導性の肥満に対する抑制効果
を検討した．添加濃度は先行論文を参考にして設定し
た3, 4）．その結果，0.33%ケルセチン添加群において，
対照群に比べて体重増加を抑制する結果を得た（Fig. 
1A）．その際に，糖負荷試験における血糖値上昇の抑
制，また肝臓トリグリセリド量の低下も同時に見られ
た（Fig. 1B, D）．しかし，対照群に比べて，ケルセチ
ン添加群では摂食量が大きく減少してしまった（Fig. 
1C）．摂食量の減少による肥満抑制の可能性を排除す
るのは難しいと考え，この実験系では実験を進めてい
くことを断念した．
実験2では，高脂肪食負荷により既に肥満（50 g以
上）傾向のマウスに対して，ケルセチンの経口投与に
よる肥満抑制効果を検討した．ケルセチンは活動期の
始めであるZT12（ZT0は明期の始め，8時と定義する．
ZT12は暗期の始め，20時となる）に2週間連続で投与
した（Fig. 2A）．その結果，絶食時の血糖値は対照群
にて有意に上昇したが，ケルセチン投与群では見られ
なかった（Fig. 2B, C）．また，ケルセチン群ではイン
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スリン分泌量が減少していた（Fig. 2D）．血清中の遊
離脂肪酸は両群で共に減少していた（Fig. 2E）．以上
より，ケルセチンによるインスリン抵抗性の改善効果
を確認することができた．
実験3では，朝夕それぞれの時刻における，ケルセ
チンの脂肪吸収抑制作用を検討した．ラードを経口投
与し，血中トリグリセリド濃度を経時的に測定するこ
とで脂肪吸収を評価した（Fig. 3A）．結果，朝（ZT12）
においてケルセチンによる脂肪吸収抑制効果を確認し
たが，夕（ZT22）ではその効果を確認でき無かった（Fig. 
3B）．また，経口投与2時間後に肝臓，腓腹筋における
Pparαの発現量が朝のケルセチン投与群でのみ有意に
上昇していた（Fig. 4）．同時に代謝ケージにて，呼吸商，
エネルギー代謝の変化を測定したが，対照群，ケルセ
チン群の間に大きな差は見られなかった．しかし，朝
夕で比較してみると，朝の方が投与前後でエネルギー
代謝の増加が著しかった（Fig. 5）．

考 察

本研究では，大豆に含まれるフラボノイドであるイ
ソフラボンに着目し，抗肥満作用の時間栄養学を展開
する予定であった．しかし，予備検討の段階でイソフ
ラボンによる抗肥満効果を認めなかったため（混餌投
与，飲水投与試験にて），同時に研究を遂行していた
フラボノイドの一つであるケルセチンを用いた時間栄
養学研究にテーマを変更した．
ケルセチンはタマネギやソバ，リンゴに含まれるフ
ラボノイドの一種であるが，フラボノイドの中でもケ
ルセチンは特に強い抗酸化作用を有する．血管や赤血
球は活性酸素により柔軟性を失う，つまり活性酸素は
血栓の原因となり，動脈硬化や血圧上昇が引き起こさ
れる．抗酸化物は活性酸素によるダメージを軽減する
ため，ケルセチンはこれらの疾患の予防に役立つ5）．
このほか，抗炎症作用6），インスリン抵抗性改善7），ホ
ルモン感受性リパーゼ活性による脂肪分解能8），アディ
ポネクチン発現上昇9）などの機能を持つ．近年，この
脂肪分解能に注目した特定保健用食品も発売されてお
り，ケルセチン摂取によりメタボリックシンドローム
予防や改善への寄与が期待されている．
本研究では，先行研究と同様に，ケルセチン投与に
おける抗肥満効果，脂肪吸収抑制効果を確認すること
ができた．さらに，この脂肪吸収抑制作用は活動期の
始めのみに効果が見られることが分かった．朝のケル
セチン投与により，肝臓や腓腹筋において，β酸化関
連遺伝子であるPparα発現の増加が見られた．代謝測

定により朝方はエネルギー消費量が夕方より高いこと
が分かった．これらの結果もまた，血清TGの増加抑
制に寄与したのではと考えている．今後は，腸管にお
ける脂肪の動態，ケルセチンによる脂肪吸収抑制機構
のどこに日内制御があるのか調べていく．抗肥満効果
については，実験プロトコルの検討に時間がかかって
しまい，朝夕投与の比較が出来なかったが，脂肪吸収
作用と同様に朝の投与にてインスリン抵抗性の改善効
果が見られた．今後は夕方投与における効果を同様の
プロトコルで実験していく．以上の研究より，ケルセ
チンの摂取タイミングの違いによって，その素材がも
つ機能を高めたり損なわせたりすることが分かった．
今後，同様の研究を行うことで，時間薬理学を応用し
た時間栄養学の発展に寄与できると考えている．
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Fig. 1. Experiment 1: Preventive eff ects of obesity by Quercetin.
 (A) Body weight increase ratio. 
 (B) Food intake during each 1 week.
 (C) Liver TG contents at the week 4. 
 (D) Blood glucose changes in OGTT. 
 HFD+Q 0.05 or HFD+Q 0.33; 0.05% or 0.33% of quercetin in HFD, respectively
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Fig. 2. Experiment 2: Improvement eff ects of obesity by Quercetin.
 (A) Body weight increase ratio. (B) Blood glucose changes in OGTT before and after quercetin treatment. 

＊p<0.05 vs. pre by Student's t -test, #p<0.05 vs. pre by Mann-Whitney test.
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Fig. 3. Experiment 3: Decrease of absorption of fat by Quercetin (1).
 (A) Experimental protocol. (B) Blood TG contents after injection. ＊p<0.05 vs. lard by Student's t -test. 
 (C) TG AUC. ＊p<0.05 vs. lard by Student's t -test.
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Fig. 4. Experiment 3: Decrease of absorption of fat by Quercetin (2).
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 (B) mRNA expressions in the gastrocnemius. ＊p<0.05, ＊＊p<0.01 vs. lard by Student's t -test.
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要　　　　約

健康維持，肥満予防には，食・栄養の摂取総量や摂取栄養素のバランスのみならず，1日の総量
をどのような時間にどのように分食して食べていくのが大事かを調べる「時間栄養学」の発想が必
要である．本研究では，まずゲニステイン，ダイゼインについて，抗肥満効果を検証したが，当研
究室の実験系ではその効果を認めなかった．そこで，様々な植物に含まれるポリフェノールであり，
抗炎症，抗酸化，抗肥満作用の報告があるケルセチンについて，抗肥満効果の検証を，摂取タイミ
ングの違いを考慮に入れて行った．
通常食を朝，夜2時間ずつのみ摂食できるよう制限給餌し，水道水を自由飲水させたマウスを用
意し，朝食前もしくは夜食前にラードもしくはケルセチン混合ラードを単回経口投与した．その後
の血清TGの推移を追ったところ，朝でのケルセチン投与でTG上昇を抑えた．これはケルセチンが
脂肪吸収抑制を示したことが考えられる．さらに同様のプロトコルで代謝測定を行った．呼吸商は
経口投与前後，および対照群，ケルセチン群間に変化を及ぼさなかった．エネルギー代謝量は夜よ
りも朝でのケルセチン投与で増加した．次に，通常食自由摂食条件下で飼育され，実験開始時肥満（体
重50 g以上，平均58.5 g）のマウスに，純水，もしくはケルセチン水溶液を2週間経口投与し肥満改
善効果を検証した．これまでの実験で，朝でのケルセチン投与が効果的である可能性が示唆された
ため，本実験では朝での経口投与を行った．結果，体重変化率は対照群と差はなかったものの，血
糖値AUC，血清TGおよび肝臓TG，血清FFAは，ケルセチン群でより減少した．以上より，ケル
セチンは朝での摂取がメタボリックシンドローム改善に効果的であることが示された．
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