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略語一覧 

 

6PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase  6-グルコン酸デヒドロゲナーゼ 

ABC ATP-binding cassette ATP結合カセット 
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ASH alcoholic steatohepatitis アルコール性脂肪性肝炎 

AST aspartate aminotransferase アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

AUC area under the ethanol concentration-time curve 血中エタノール濃度-時間曲線下面積 

BARE bile acid response element 胆汁酸応答領域 

BHT butylated hydroxytoluene ブチル化ヒドロキシトルエン 

CYP cytochrome P450 シトクロムP450 

CYP7A1 cholesterol 7 alpha-hydroxylase コレステロール7a-ヒドロキシラーゼ 

DDT dichlorodiphenyltrichloroethane ジクロロジフェニルトリクロロエタン 

DR direct repeat  ダイレクトリピート 

FADS fatty acid desaturase 脂肪酸デサチュラーゼ 

FAS fatty acid synthase 脂肪酸シンターゼ 

FCE freshwater clam extract タイワンシジミ抽出物 

FXR farnesoid X receptor ファルネソイドX受容体  

G6PD glucose-6-phosphate dehydrogenase グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ 

HDL high density lipoprotein 高比重リポ蛋白 

HMG-CoA hydroxymethylglutaryl-CoA ヒドロキシメチルグルタリルCoA 

HNF hepatocyte nuclear factor 肝細胞核因子 

LAP leucine aminopeptidase  ロイシンアミノペプチダーゼ 

LD lactate dehydrogenase 乳酸デヒドロゲナーゼ 

LDL low density lipoprotein 低比重リポ蛋白 

LPS lipopolysaccharide リポポリサッカライド 

LXR liver X receptor 肝臓X受容体 

ME malic enzyme リンゴ酸酵素 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 

NAFLD non-alcoholic fatty liver disease 非アルコール性脂肪肝 

NASH non-alcoholic steatohepatitis 非アルコール性脂肪性肝炎 

NF-B nuclear factor-kappa B 核内因子-B 

PCB polychlorinated biphenyl ポリ塩化ビフェニル 

PCSK9 proprotein convertase subtilisin/kexin 9  プロ蛋白転換酵素サブチリシン/ケキシン9型 



PUFA polyunsaturated fatty acid 多価不飽和脂肪酸 

RNA ribonucleic acid リボ核酸 

ROS reactive oxygen species 活性酸素種 

SCD stearoyl-CoA desaturase ステアロイル－CoAデサチュラーゼ 

SEM standard error of mean 標準誤差 

SHP small heterodimer partner 小型ヘテロ二量体パートナー 

SREBP sterol regulatory element binding protein ステロール調節配列結合蛋白 

TLR Toll like Receptor Toll様受容体 

TMS Trimethylsilyl トリメチルシリル 

TNF Tumor Necrosis Factor 腫瘍壊死因子 
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VLDL very low-density lipoprotein 超低比重リポ蛋白 
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第 1章 

 

序論 

 

メタボリックシンドロームは、いくつかの遺伝素因と、運動習慣、食生活などの環境要因によ

って引き起こされる、肥満、インスリン抵抗性、脂質代謝異常、高血圧、耐糖能異常を含む代謝

異常である。世界的にみると死因の 31％が心疾患に由来し、毎年 1750万人が死亡している 

(Hajar, 2016)。このままでは心疾患による死亡者数は、2030年には、年間 2360万人にまで増大

すると予想されている (Hajar, 2016)。厚生労働省の発表によると 2016年の日本における死因の

2位は 15.1％を占める心疾患で、4位は 8.4％を占める脳血管疾患である。心疾患や脳血管疾患の

原因である動脈硬化を引き起こす一因がメタボリックシンドロームである。虚血性心疾患の一次

予防ガイドライン (2006年改訂版) によると日本においては、1970年頃を境に、脳血管疾患お

よび虚血性心疾患を原因とした死亡率は低下している。一方で、日本人間ドック学会の調査によ

ると 1990年代と比較すると、高中性脂肪を除き、肥満、高コレステロール、高血圧、耐糖能異

常の割合は約 2～3倍に増加している (日本人間ドック学会, 2016)。つまり、運動習慣や食生活

などの生活習慣の激変によってメタボリックシンドロームが増加していると考えられる。死因と

して動脈硬化が原因である心疾患や脳血管疾患を原因とする死亡率が低下していることとメタボ

リックシンドロームが増加していることは矛盾が生じている。充分な統計結果は見当たらないも

のの、軽症や医療技術の進展等に伴い死亡に至らない心疾患や脳血管疾患はむしろ増加している

可能性がある。その場合、寝たきり等の後遺症によって日常生活活動や生活の質が著しく阻害さ

れることになる。 

コレステロールは動物細胞の細胞膜を構成する重要な脂質の 1つである。また、コレステロー

ルは、ステロイドホルモン、ビタミン D、胆汁酸の前駆物質でもある。哺乳動物においては、コ

レステロールは主に肝臓で生合成される内因性のものと、食餌由来の外因性のものがある。一般

的に、生体内におけるコレステロール量は、コレステロールホメオスタシスによってバランスが

取られているが、何らかの理由によって、ホメオスタシスが破綻し、血中のコレステロールレベ

ルが過剰になると動脈硬化の危険因子となる。特に酸化などの修飾を受けた変性 low density 

lipoprotein (LDL) が動脈硬化の進展に密接に関与している。LDLはコレステロールとトリグリ

セリドが核となり、その周囲に遊離脂肪酸やリン脂質の層があり、1分子の apoBタンパク質が

結合している。apoBタンパク質は、LDL中の不飽和脂肪酸など酸化を受けやすい構成成分の影

響等により変性する。LDL は血管壁内膜へ浸入し、血管壁内で生じた酸化ストレスによって酸化

LDLとなる。酸化 LDLはマクロファージによって際限なく取り込まれ、マクロファージはコレ
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ステロールが蓄積した泡沫細胞となる (Takeya et al., 1999; Witztum & Steinberg, 1991; 

Lara-Guzmán et al., 2018)。さらに、酸化 LDLは血管内皮細胞にも取り込まれ血管内皮細胞での酸

化ストレスを増加させることなどで粥状動脈硬化巣の形成、進展に関わるとされている (Gopaul  

et al., 1994; Kataoka et al., 2001)。これらのことから、高コレステロール血症を含むメタボリッ

クシンドロームの予防は、心疾患および脳血管疾患発症の予防につながり単なる長寿への寄与の

みならず、健康寿命の延伸および医療費の低減の面からも非常に重要である。 

一般的に、肝臓は沈黙の臓器といわれており、異変等に気づくことが困難な臓器である。肝疾

患には、B型、C型肝炎というウイルスによって引き起こされる疾患の他に、アルコール性脂肪

肝・脂肪性肝炎 (ASH)、非アルコール性脂肪肝 (NAFLD)・脂肪性肝炎 (NASH) がある。日本

人間ドック協会による 2015年「人間ドックの現況」によると、2015年の調査において肝機能異

常は 33.2％と年々増加しており、1984年と比較すると約 3倍にまで異常頻度が増加している。

ウイルス性肝炎の罹患者数は治療および予防方法が進歩したことで、日本においては 200万人程

度にまで減少したとされている (岡上ら, 2015)。ASHおよび NASHは発症機構に差異もみられ

るものの、いずれも線維化から肝硬変や肝がんに進展することが知られており (杉本ら, 2015)、

予防および治療が重要である。NAFLDおよびNASHはメタボリックシンドロームの肝臓におけ

る表現型と考えられている。従来、非アルコール性肝疾患は注目されていなかったが、生活習慣

が大きく変わったことから、NAFLDおよびNASHの有病率が増加し、注目されている。日本に

おける NAFLDの有病率は報告年等によっても異なるが、2009～2010年に実施された調査では

対象者の 29.7%が NAFLDであったという報告がある (Eguchi et al., 2012)。特にNAFLDおよ

び NASHは、基礎疾患として、2型糖尿病、高コレステロール血症、高血圧症があり、それらに

対する治療薬はあるものの、現時点において肝臓に対して有効性が確立した治療薬はない 

(NAFLD/NASH診療ガイドライン 2014)。そのため、肝機能障害、特にウイルス性以外の肝疾患

に対する予防・治療方法の確立は望まれるところである。 

これまで、多くの有用産物が陸上生物から発見され、薬などに開発されてきた。しかしながら、

陸上生物の代謝産物の研究はかなり進んでいるため、新たな構造を持つ化合物を発見することが

必ずしも容易ではなくなってきている。水生生物は多様性に富み、有用産物資源が豊富にあると

考えられており、マリンバイオテクノロジー分野への期待は高い (Molinski, 2009)。陸上生物と

は異なる代謝経路を持ち、開拓の進んでいなかった水生生物には新規化合物を代謝産物として持

つものも少なくないと考えられる。特に、深海生物はこれまで調査対象となっていなかったもの

の、有人深海探査船や深海探査機などの急激な進展により、これまで全く謎であった領域の生物

も対象とすることが出来ており、いくつかの有用生物が既に発見されている(Xiong et al., 2013)。

一方で、深海生物は、その生育環境が特殊であるため、有用物質を得るための深海生物の培養や
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養殖等をすることが困難であるという問題点もある。その点、浅瀬に生息する水産生物は、増殖

させることが比較的容易であり、既に養殖技術等が確立しているものも多くある。しかしながら、

比較的浅瀬に生息しており、これまでも食糧資源として利用されてきた水産生物に対して有用産

物を求める研究は意外に多くない。 

貝類は世界中で消費されている重要な食糧資源である。古代人が食したであろう貝の非可食部

(貝殻) が堆積した貝塚が世界中で見つかっていることから、貝類は古くから食用等に利用されて

いる食糧資源であった。現代においては、サザエ、アワビ、ホラガイなどの巻貝とカキやイガイ (ム

ール貝)、ザルガイ、マテガイ、ホタテ、ハマグリ、アサリ、シジミなどの二枚貝が世界中で食さ

れている (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FishStat Plus)。国際連

合食糧農業機関 (FAO) の統計によると、世界における貝類の生産量 (漁獲生産量および養殖生

産量の合計) は年々増加しており、天然および養殖の貝類 (巻貝と二枚貝含む) の漁獲高は、2000

年の 10,974ktから 2010年には 15,752ktへ増加している (Food and Agriculture Organization 

of the United Nations, FishStat Plus)。その中でも、二枚貝は重要な資源であり、2010年生産

量のうち、15,226kt (貝類生産量の約 96.7%) が二枚貝であり、また、全ての水産資源の約 1割

を占めている (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FishStat Plus)。日

本では、刺身、寿司などとして魚介類を生食する習慣があり、サザエ、アワビなどの巻貝、カキ、

ホタテなどの二枚貝も生食する。日本以外では、貝類含め魚介類全般を生食する習慣は一般的に

ないが、カキについては欧米諸国にあるオイスターバーなどで生食することもある。特徴的な貝

類の生食の文化として、ニュージーランドのマオリ族が緑イガイを生食していたという文化があ

る。シジミは日本で、食材として非常になじみの深い食材の 1つである。味噌汁や佃煮として、

利用されるのが一般的である。一方で、台湾では、スープ等の利用方法以外に、半生の状態のシ

ジミを醤油漬けにして食する方法もある。しかし、貝類の生食は食中毒や肝炎ウイルスの感染の

リスクがあるため、加熱調理して食されることが一般的である。 

食材としての有用性だけではなく、貝類は民間療法薬として利用されてきた (Mahawar & 

Jaroli, 2007; Wakimoto et al., 2011)。ニュージーランドでマオリ族が生食していたとされるイガ

イは、滋養強壮のために常食していたとされている (Wakimoto et al., 2011)。沖縄では、ミズイ

リショウジョウガイ (Thorny Oyster: Spondylus varius) は肝臓に良いとされて利用されてきた 

(Koyama et al., 2006)。漢方薬について総合的に記載された現存する書物の中で古いものである

本草綱目 (李) には、シジミは「暴熱を去り、目を明にし、小便を利し、熱気、脚気、湿毒を下

し、酒毒目黄を解す。浸した汁を服すれば消渇を治す」とあり、中国、台湾、日本などの東アジ

アにおいてはシジミの可食部や抽出液 (スープ) が肝臓に良いとされ利用されてきた。また、二

枚貝の一部では軟体の可食部だけではなく、貝殻を焼成したものも伝承薬として使用されてきた 



4 

 

(Mahawar & Jaroli, 2007)。このように、貝類は食材としての価値のみならず、様々な生理活性

物質を有する資源としても有益な可能性がある。しかしながら、その科学的根拠についてはそれ

ほど多く示されていない。一方で機能性が未開発であるということは、様々な新規生理活性物質

を含んでいる可能性も高いと思われる。これまでの生理活性物質を探索するための研究は、主に

陸上生物に求めてきた。しかし、水生生物は、生息環境が陸上生物と全く異なるため、その代謝

経路も異なる。それ故、水生生物から、陸上生物では見つかっていなかった新規生理活性物質が

発見される可能性が高いと考えられる。近年、マリンバイオテクノロジーへの関心が高まってい

るが、新規化合物の発見による創薬シーズを提供するだけではなく、従来食されている水産資源

であれば機能性食品としての利用の可能性も高い。水生生物の中でも、貝類の機能性や貝類中に

含まれる生理活性物質については研究が進んでおらず、新規作用や新規化合物が発見される可能

性が期待できるものと思われる。また、貝類に含まれる生理活性物質には、ステロールやカロテ

ノイドなど餌由来と思われる成分もある。いくつかの貝類は、既に食糧資源としての養殖技術は

確立されている。一方で、様々な貝類の生理活性物質が明らかになれば、養殖方法により生理活

性物質を富化した機能性食品の開発や、生理活性物質を生産するための生物工場としての利用も

期待される。このように、貝類には様々な可能性が秘められているが、これまでは貝類の生理活

性についての研究が多くないのが現状である。これまでに報告されている貝類の研究について次

に述べる。 

貝類は一般的にアミノ酸が豊富であると言われている。アミノ酸は単なる窒素源としてだけで

はなく、その組成や単一のアミノ酸によって脂質代謝等の機能性を示すことが知られている。特

に、含硫アミノ酸であるタウリンは脂質代謝を促進することが報告されている (Oda, 2006)。ま

た、グリシンも脂質代謝促進効果 (Park et al., 1999; Hafidi et al., 2004) や肝機能保護効果 

(Stachlewitz et al., 1999) が報告されているアミノ酸の 1つである。貝類相互間ではアミノ酸組

成はかなりの違いがあり、貝類のアミノ酸と一口に表現するのは適切ではないかもしれないが、

魚肉エキスと比較すると、総じて貝肉エキスのアミノ酸には、ヒスチジンが少なく、グリシン、

アラニン、グルタミン酸、アルギニン、プロリン、アスパラギン酸、タウリンが多いことが報告

されている (高木ら, 1970)。 

一般的に食用に供されている貝類は巻貝および二枚貝である。巻貝であるアワビ、サザエ、ホ

ラ貝などの生理活性に関する報告は限られている。アワビは伝承的に目に良いと言われている。

しかしながら、その科学的な根拠は見当たらない。一方で、アワビ中の硫酸化多糖は免疫の調整

機能、抗腫瘍活性、抗酸化活性を有することが報告されている (Sun et al., 2010; Zhu et al., 2010)。

また、サザエも日本で良く食される巻貝の 1 種であるが、その生理活性についての研究報告は、

見当たらない。以上のように、現状、巻貝の生理活性に関する研究報告は進んでいない。そのた
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め、今後の機能性が期待される食材でもある。 

二枚貝については、いくつかの生理活性の研究報告が見られる。中国原産の二枚貝の 1種であ

るヒレイケチョウガイの多糖類には抗酸化活性があることが報告されている (Qiao et al., 2009)。

カキ、アサリには脂質代謝改善効果があることが報告されている (Iritani et al., 1979a; Iritani et 

al., 1980)。特に、これらの貝類の中性脂肪は多価不飽和脂肪酸を多く含み、肝臓における脂肪酸

合成系の酵素活性を抑制して脂質代謝に影響を及ぼす可能性が示されている (Iritani et al., 

1980)。また、生理活性を有する脂肪酸として、緑イガイの脂肪酸があり、特に抗炎症活性成分

としてフラン脂肪酸が同定されている (Wakimoto et al., 2011)。ホタテは日本でも代表的な食用

の二枚貝の 1つである。ホタテの可食部は主に貝柱であり、それ以外の部分は廃棄物となるため、

問題となっている。そのホタテ未利用資源の有効利用につながる機能性として、紫外線による細

胞傷害に対して保護効果および皮膚繊維芽細胞の増殖促進効果を示すマイコスポリン様アミノ酸

がホタテ卵巣に含まれていることが報告されている (Oyamada et al., 2008)。また、ラットの白

色脂肪組織重量を減少させる効果が、ホタテの貝殻を粉末化したものにあることが報告されてい

る (Liu & Hasegawa, 2006)。カキは、以前から機能性食品として利用されている代表的な貝類

の 1つである。カキ可食部や抽出物は脂質代謝を促進することが報告されている (Tanaka et al., 

2003; Kimura et al., 1998)。魚介類タンパク質の加水分解物にはアンジオテンシン変換酵素 

(ACE) 阻害活性があることが報告されている (Wijesekara & Kim, 2010)。ハマグリ、カキ、ム

ール貝のタンパク質加水分解物でも ACE阻害活性があることが報告されている (Wijesekara & 

Kim, 2010)。同じ二枚貝原料であっても、加水分解の条件が異なると生成するペプチドも異なり、

その作用の強さや阻害様式は異なる。例えば、Jeら (2005) は発酵したカキソースにも ACE阻

害活性があり、その阻害様式は拮抗阻害であることを見出しているが、Wangら (2008) はカキ

のペプシン加水分解物の ACE阻害の阻害様式は非拮抗阻害であるとしている。 

シジミは、本草綱目にも記載されている生薬の 1つであり、日本でも昔から肝機能に対する効

果が伝承的に言われている二枚貝の 1つである。シジミにはオルニチン含量が高いことが報告さ

れている (Wu & Shiau, 2002)。アミノ酸の 1種であるオルニチンは、肝保護作用などいくつか

の機能性が報告されている(Bucci et al., 1990)。Uchisawaら (2004) はシジミを冷凍することで、

オルニチン含量が増加する加工方法を報告している。また、シジミは、オルニチンを含むトリペ

プチド (acorbine：-Ala-Orn-Orn) を含むことが見い出されている (Uchisawa et al., 2007)。シ

ジミを冷凍処理することで、遊離アラニンおよびオルニチン量が増加するが、一方でこの

acorbine量を減少させることも報告されている (Uchisawa et al., 2007)。脂質成分としては、シ

ジミにも他の魚介類同様に多価不飽和脂肪酸が含まれる (Iritani et al., 1980)。またシジミの脂

質中にはコレステロールの吸収を抑制する植物ステロールも含まれている (Iritani et al., 1979b)。
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動物には植物ステロールの生合成能力はないことが知られているため、シジミはエサである植物

プランクトンが合成した植物ステロールを取り込んで蓄積しているものと思われる。また、シジ

ミ中からは新規ステロールとしてポリ酸化ステロールが同定されている (Kong et al., 2011)。シ

ジミ中にいくつかの新規カロテノイドも見出されている (Maoka et al., 2005)。シジミ中のカロ

テノイドについても植物ステロール同様にシジミが摂取している植物プランクトンに由来してい

るものと思われ、淡水のシジミと汽水域に生息するシジミとではカロテノイドの組成が異なり、

その原因が摂取している植物プランクトンの種類の違いによる可能性が示唆されている(Maoka 

et al., 2005)。これらのことは、貝類は自ら生理活性物質を合成する可能性だけではなく、エサと

しての微生物、原生生物由来の生理活性物質を濃縮する能力を持っているものと思われる。この

ように、いくつかの生理活性物質がシジミに含まれていることが報告されているが、シジミが有

する生理活性機能についての研究は他の貝類同様にそれほど多くない。 

そこで、本論文ではシジミ、特に淡水で生息しているタイワンシジミに注目して、タイワンシ

ジミ抽出物 (freshwater clam extract: FCE) の生理活性を検討し、さらにその生理活性が FCE 中の

どのような成分によるものなのかを探索した。シジミは昔から肝機能に良いとされている。その

ため、第２章では FCE がガラクトサミン誘導肝障害モデルに及ぼす影響を検討した。その結果、

FCE がガラクトサミンによって誘導される肝障害に対し保護効果を有することを明らかにした。

第３章では FCE がアルコール代謝およびアルコール性脂肪肝に及ぼす影響について、エタノール

急性経口投与モデルに及ぼす影響を検討した。その結果、FCE はアルコール代謝促進効果、脂肪

肝抑制作用があることを明らかにした。第４章では、高コレステロール食を投与した外因性高コ

レステロール血症モデルラットを用いて、FCEのコレステロール低下作用、およびその作用メカ

ニズム、活性化合物の探索を行った。その結果として、FCE はコレステロール低下作用を有し、

その主要構成成分である脂質画分および分離タンパク質画分のどちらにもその作用があることが

明らかとなった。特に効果の強かった脂質画分について、さらに詳細に活性化合物を探索したと

ころ、スフィンゴ脂質、中性脂肪、ステロールエステルを含む画分に効果があることが明らかと

なった。また、これらの活性画分においてコレステロールの異化代謝の促進および糞中への胆汁

酸排泄促進によってコレステロール低下作用が示される可能性が示唆された。第５章では、クロ

レトンによって誘導される内因性高コレステロール血症および脂肪肝、肝障害に対する FCE の効

果を検討した。その結果、FCE およびその脂質画分、分離タンパク質画分にコレステロール低下

作用、脂肪肝抑制作用および肝障害抑制作用があることが明らかとなった。 

以上のように本論文では、高コレステロール血症などの脂質代謝異常を含むメタボリックシン

ドロームやその肝臓における表現型である NAFLD/NASH に対する有用物質を水産生物であるシ

ジミ、特に養殖方法の確立しているタイワンシジミの熱水抽出物から探索することを目的として
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研究を行った。実験動物を用いた検討によってタイワンシジミの熱水抽出物である FCE が脂質代

謝異常改善効果、および肝機能改善効果を有することを明らかにした。さらに、FCE に含まれる

脂質成分が生体内でどのように作用しているのかというメカニズムの一端も明らかにした。  



8 

 

第 2章 

 

タイワンシジミ抽出物が肝障害モデルラットに及ぼす影響 

 

2.1. 緒言 

 

シジミは、東アジア特に、日本、中国、台湾で良く食されている二枚貝の 1つである。また、

食用としてだけではなく、民間療法、生薬としても用いられてきた。特に、肝機能に対する生薬

の 1 つとして利用してきた。 

これまでの研究において、タイワンシジミ抽出物 (FCE) には、四塩化炭素又は、出血性ショッ

クにより誘導される肝障害に対する予防効果があることが報告されている (Peng et al., 2008; Hsu 

et al., 2010)。 

ガラクトサミン誘導肝障害モデルはウイルス性肝障害と病態が似通っているとしてよく利用さ

れる動物モデルの 1つである。ガラクトサミンにより誘発される肝障害のメカニズムは完全には

明らかとなっていないが、いくつかのメカニズムが提唱されている。1つのメカニズムとして、

ガラクトサミンが代謝される過程において uridine diphosphate (UDP) -ガラクトサミンとなり、肝

臓における uridine triphosphate (UTP) が減少することでリボ核酸 (RNA) およびタンパク質合成

の阻害が起きていることが考えられている (Decker & Keppler, 1974)。また、他のメカニズムとし

て、ガラクトサミンがマスト細胞を活性化し、ヒスタミンの放出を促進する。ヒスタミンは腸の

透過性を増加させ、腸内細菌により産生されるリポポリサッカライド (LPS) が血中へ移行し

Kupffer細胞が活性化される。活性化された Kupffer細胞では腫瘍壊死因子 (TNF) -の産生が誘

導される。そして炎症性サイトカインの 1つである TNF-によって肝細胞のアポトーシスが誘導

されると考えられている (Stachlewitz et al., 1999)。また、ヒトにおいて肝炎ウイルスに感染して

いると血漿中 LPS濃度が高まることから、ガラクトサミン同様にウイルス性肝炎においても LPS

を介したアポトーシスの誘導の可能性も示唆されている (Sheron et al., 1991; Nelson et al., 1997)。

また、アルコール性肝障害についても同様にLPSを介している可能性が示唆されている (Enomoto 

et al., 1998)。 

そこで、ガラクトサミン誘導肝障害モデルを用いて、FCEが肝機能に及ぼす影響について明ら

かにすることを目的として検討を行った。 
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2.2. 実験方法 

 

2.2.1. FCEの調製および成分分析 

台湾花蓮縣で養殖されたタイワンシジミ (C. fluminea) 50kgを蒸煮した後、非可食部として殻を

取り除いた。殻を取り除いた後の肉質部として 4.8kg を得て、ミートチョッパーで肉質部を粉砕

した。肉質部に対し 2倍量の加水をし、熱水にて 2 時間攪拌抽出した。抽出液を 80メッシュの濾

布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、FCE 745gを得た (FCE の収率：生のタイワンシジミ貝の約

1.5％) 。以下、本論文における研究において FCE は同じ方法によって調製されたものを用いた。 

FCE の一般成分組成、コハク酸およびグリコーゲンは日本冷凍食品検査協会センターに、分析

を委託した。水分は常圧加熱乾燥法、粗タンパク質はケルダール法、粗脂肪をエーテル抽出法、

灰分は直接灰化法、コハク酸は HPLC法、グリコーゲンはソモギー変法によって分析した。炭水

化物は差し引き法により算出した。加水分解アミノ酸は食品分析開発センターに委託した。加水

分解アミノ酸のうちアスパラギン酸、スレオニン、セリン、グルタミン酸、グリシン、アラニン、

バリン、イソロイシン、ロイシン、チロシン、フェニルアラニン、ヒスチジン、リジン、アルギ

ニン、プロリンは塩酸加水分解したもの、メチオニンおよびシスチンは過ギ酸酸酸化し塩酸加水

分解をしたものをアミノ酸自動分析計により分析した。トリプトファンは水酸化バリウムにより

加水分解した後、HPLC によって分析した。タウリンおよびオルニチンは、食品環境検査協会に

て分析を委託した。除タンパクした後、アミノ酸自動分析計によって分析を行った。FCE 中の植

物ステロール (ブラシカステロール、カンペステロール、スティグマステロールおよびシトス

テロール) は Delaneyらの方法 (2003) により抽出し、トリメチルシリル (TMS) 化した。内部標

準として 5-コレスタンを用いた。TMS化したサンプルをガスクロマトグラフマススペクトロメ

トリー (GC/MS：GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロジー㈱) によって分析した。GC/MS

の分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、ディテクタ温度：230℃、カラム：

30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム温度：245℃で 2分間保持、その後

300℃まで 2℃/分で昇温させた。 

 

2.2.2. 実験動物 

5 週齢の Wistar 系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1 匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期 8:00-20:00、暗期 20:00-8:00とした。

本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大学動物

実験委員会の承認を得て行った。 
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馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (MF：オリエンタル酵母工業㈱) で 2日間、半

合成飼料 (Table 2.1中の対照食) で 4 日間飼育し、試験に供した。対照群を 6匹、FCE 群を 8匹

の 2 群とした。試験食を Table 2.1に示した。対照群はタンパク質量が 20%となるようにカゼイン

を添加し、FCE群は、FCE を 2%添加し、タンパク質量が同じになるようにカゼイン、コーンス

ターチ、ショ糖で調整した (Table 2.1)。 

試験食の投与期間は 10日間とした。試験食投与 9日目に、D-ガラクトサミン (和光純薬㈱：大

阪) を 350mg/kg B.W.の割合で投与量 2mL/kg B.W.となるように生理食塩水に溶解して、腹腔内投

与した。D-ガラクトサミン投与前後の絶食は行わなかった。D-ガラクトサミン投与 22時間後に

エーテル麻酔を行い、開腹し心臓より採血した。 

 

Table 2.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the hepato-protective effect of 

freshwater clam extract (FCE) in rats injected D-galactosamine. 

 

 

2.2.3. 生化学分析 

採血後、血液を室温に 30 分間放置した後、遠心分離 (1,500×g, 10 分間) することによって血

清を得た。血清成分は市販キットを用いて測定した。血清中 aspartate aminotransferase (AST, EC 

2.6.1.1)活性はデタミナーAST II (協和メディックス㈱)、alanine aminotransferase (ALT, EC 2.6.1.2) 

活性はデタミナーALT II (協和メディックス㈱)、lactate dehydrogenase (LD, ,EC1.1.1.27) 活性はデ

タミナーLD (協和メディックス㈱)、alkaline phosphatase (ALP, EC 3.1.3.1) 活性はデタミナーALP 

(協和メディックス㈱)、中性脂肪は TG-EN カイノス(カイノス㈱)、総コレステロールは T-CHO カ

イノス (カイノス㈱)、リン脂質はリン脂質-C テストワコー (和光純薬㈱)、遊離脂肪酸は NEFA

試薬 B (シスメックス国際㈱) を用いた。 

 

Control FCE

Casein              222.0              210.0

Corn starch              435.0              430.0

Sucrose              218.0              215.0

Cellulose                30.0                30.0

Corn oil                50.0                50.0

AIN-76 mineral mixture                35.0                35.0

AIN-76 vitamin mixture                10.0                10.0

FCE －                20.0

g/kg
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2.2.4. 統計解析  

2 群間の統計的有意差の検定は、Studentの t-検定により行った (p < 0.05 or 0.01)。 
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2.3. 結果 

 

得られた FCE の収率は、生のタイワンシジミ貝の約 1.5％であった。そのため、FCEが 2%添加

された試験食（Table 2.1）1kgには、約 1.3kgに相当する生の殻付のタイワンシジミから得られた

抽出物が含まれることになる。また、FCE は水可溶部だけでなく、約 35%が水不溶部であった。

FCE の一般成分組成を Table 2.2 に示した。FCE の主要構成成分はタンパク質で 57%であった。ま

た、熱水により抽出したものであるが、比較的脂質が多く 7.2%であった。また、灰分が 6.4%で

あった。シジミは一般的にコハク酸を多く含む。炭水化物の定量は差し引き法によって行われる

ため、コハク酸の量によっては炭水化物量に大きな影響を及ぼす可能性があると考えられたため、

コハク酸も定量した。FCE に含まれるコハク酸は 11.4%と無視できない量であったため、炭水化

物の差し引き法に用いた。グリコーゲンは、9.8%であり、炭水化物の大部分を占めていた。 

 

Table 2.2 Proximate composition of freshwater clam extract (FCE). 

 

Each components were analyzed by following method; moisture: heat-drying method, crude protein: Kjeldahl method, 

crude fat: Soxhlet extraction using diethyl ether, ash: direct ashing method, succinic acid: HPLC method. Carbohydrate 

content was caluclated by subtracting the sum of the percentage of moisture, crude protein, crude fat, ash and succinic 

acid from 100%. 

 

また、FCE 中の加水分解アミノ酸量についても Table 2.3に示した。動物性タンパク質のカゼイ

ンとの比較をおこなった結果、FCE にはグリシン、アルギニンが比較的多く、またプロリンが比

較的少なかった (Table 2.3)。また、貝類に一般的に多いとされるタウリンと、シジミに特に多い

とされるオルニチンの 2つの遊離アミノ酸についても分析を行い、Table 2.3 に示した。FCE100g

中のタウリンおよびオルニチン量は 69mg と 51mgであった。 

シジミには植物ステロールが含まれていることが報告されている (Iritani et al., 1979b)。そのた

め、FCE 中の植物ステロールとしてブラシカステロール、カンペステロール、スティグマステロ

ールおよび-シトステロールの 4 種類のステロールの分析を行った。また、コレステロールも併

せて分析を行った。その結果を Fig. 2.1、Table 2.4に示した。分析した 4種の植物ステロールはす

Components (%) FCE

Moisture               8.1

Crude protein             57.0

Crude fat               7.2

Ash               6.4

Carbohydrate               9.9

Succinic acid             11.4
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べて FCE 中に含まれていたが、その中でもカンペステロールが最も多く 3.31mol/gであった.。 

Table 2.3 Amino acids composition of freshwater clam extract (FCE). 

 
1  Analysis of amino acids other than tryptophan were performed by amino acid analyzer. Tryptophan content was 

analyzed by HPLC. Analyses of amino acids after hydrolysis were performed in duplicate. Each data were shown 

in parentheses. Each values represents the mean. 
2  The data of casein was quoted from Standard of Food Composition in Japan, 4th ed 

 

Figure 2.1 Chromatogram of sterol in the freshwater clam extact (FCE) 

Serols in FCE were extraced and trimethylsililated by the method described by Delany et al. (2003). The sterols as 

trimethylsilil esters were analyzed by GC/MS.   

Casein
2

Aspartic acid 677 ( 659 , 696 ) 460

Threonine 333 ( 354 , 312 ) 270

Serine 299 ( 304 , 295 ) 340

Glutamic acid 877 ( 803 , 951 ) 1400

Glycine 316 ( 272 , 360 ) 120

Alanine 332 ( 315 , 349 ) 200

Valine 332 ( 334 , 330 ) 440

Cystine 58 ( 68 , 49 ) 32

Methionine 158 ( 164 , 152 ) 200

Isoleucine 289 ( 275 , 302 ) 360

Leucine 469 ( 453 , 486 ) 620

Tyrosine 249 ( 240 , 257 ) 370

Phenylalanine 266 ( 266 , 266 ) 340

Histidine 159 ( 138 , 180 ) 200

Lysine 462 ( 455 , 468 ) 530

Tryptophan 80 ( 76 , 84 ) 84

Arginine 428 ( 416 , 440 ) 240

Proline 263 ( 251 , 275 ) 750

Taurine ―

Ornithine ―51

69

FCE
1

(mg/g Nitrogen )

(mg/100g )
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Table 2.4 Sterol concentraiton in the freshwater clam extact (FCE) 

 

Sterols in FCE were analyzed by GC/MS. Quantification of each sterols were calculated by ratio of the peak area of 

each sterol to that of internal standard (5-cholestane). 

 

ラットの初体重、終体重、飼料摂取量、肝臓重量を Table 2.5 に示した。終体重、飼料摂取量お

よび肝臓重量は 2群間で差は見られなかった。 

肝障害の指標である血清 AST、ALT および LD 活性、胆汁鬱滞の指標の 1 つである ALP 活性を

Table 2.5 に示した。血清 AST、ALT および LD 活性ともに、対照群と比較して FCE 群では有意

に低値を示した。また、ALP 活性においても、FCE 群は、対照群と比べ有意に低値を示した。 

血清脂質 (中性脂肪、総コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸) 濃度を Table 2.5 に示した。

血清脂質は、2群間で有意差は見られなかった。 

Table 2.5  Effect of freshwater clam extract (FCE) on food intake, body weight, relative liver weight, serum 

parameter in rats injected D-galactosamine1 

 

1 Each value represents the mean ± standard error of mean (SEM) for the 6-8 rats in each dietary group. The 

statistical differences amang the values were analyzed by Student's t test. *, ** Significantly different from each of 

control (p < 0.05 and < 0.01). 
2 FCE:Freshwater clam extract

Sterol

Brassicasterol

Campesterol

Stigmasterol

β-sitosterol

Cholesterol

1.42

3.31

0.33

 (mol/g )

8.54

FCE

1.80

Group

Initial body weight (g ) 122 ± 3 125 ± 2

Final body weight (g ) 155 ± 4 162 ± 3

Food intake  (g for 10 days ) 126 ± 2 128 ± 4

Liver/Body weight (g/100g of body weight ) 3.61 ± 0.08 3.68 ± 0.12

Serum

  AST (IU/L ) 9908 ± 1028 5321 ± 892
**

  ALT (IU/L ) 7728 ± 647 4383 ± 689
**

  LD (IU/L ) 40280 ± 5555 17695 ± 3561
**

  ALP (IU/L ) 2134 ± 24 1979 ± 49
*

  Triacylglycerol (mg/dL ) 32.8 ± 6.8 48.6 ± 10.6

  Total cholesterol (mg/dL ) 59.5 ± 3.6 54.0 ± 2.6

  Phospholipids (mg/dL ) 113.2 ± 3.7 113.4 ± 5.1

  Free fatty acid (mEq/L ) 1.21 ± 0.11 1.05 ± 0.09

Control FCE
2
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2.4. 考察 

 

本節の研究により FCE によって、D-ガラクトサミンの投与によって誘導される血清トランスア

ミナーゼの上昇が有意に抑制された。このことから、FCE には D-ガラクトサミンによって誘導さ

れる肝障害に対し予防効果があることが示唆された。武内ら (1981a) は、セタシジミを水溶性画

分とヘキサン可溶性画分に分け、D-ガラクトサミン誘導肝障害に対する効果を検討している。そ

の結果として、水溶性画分または水溶性画分とヘキサン可溶性画分の併用によって、肝障害予防

効果を報告している (武内ら, 1981a)。Hsuら (2010) は四塩化炭素によって誘導される肝障害に

対し FCE が予防効果を示すことを報告している。Pengら (2008) も FCE が出血性ショックによ

って誘導される肝障害に対し、予防効果を示すことを報告している。また、FCE は出血性ショッ

クによって誘導される TNF-の産生を抑制することも報告されている (Lee et al., 2012)。ガラクト

サミンによる肝障害を誘発するメカニズムについては、1)ガラクトサミンの代謝過程において

UDP-ガラクトサミンとなり、肝臓におけるUTPの枯渇によるRNAおよびタンパク質合成の阻害、

2)ガラクトサミンが、腸の透過性を増加させ、LPS が取り込まれやすくなり、LPS が TNF-の産

生を誘導し、TNF-によって肝細胞のアポトーシスが誘導されるという、2 つのメカニズムが考

えられている (Decker & Keppler, 1974; Stachlewitz et al., 1999)。本節の研究においては、FCE の D-

ガラクトサミン誘導肝障害に対する予防効果のメカニズムについての検討は十分に出来ていない。

しかしながら、上述のように、出血性ショックによって誘導される肝障害モデルに対する FCE の

予防効果のメカニズムと同様に TNF-の産生を抑制している可能性は考えられる(Lee et al., 2012)。 

本試験に使用した FCE にはタンパク質が 57%と多く含まれている (Table 2.2)。Wangら (1999)

は、D-ガラクトサミン誘導肝障害モデルラットにおいて、アミノ酸が及ぼす影響について検討を

行っている。その結果、グルタミン、アスパラギン、セリン、ヒスチジン、チロシン、リジン、

グリシンに肝障害に対する保護効果があることを明らかにしている (Wang et al., 1999)。これらの

アミノ酸について、本節で用いた試験食の比較を行った。FCE の添加量は 2%であり飼料全体と

してのアミノ酸組成に影響を及ぼすほどでなく、対照食と FCE 添加食に含まれるアミノ酸組成に

明確な差は見られていない (Table 2.3)。そのため、FCE 中のアミノ酸による作用ではないと考え

られた。しかし、FCE 中のタンパク質やペプチドがどのような形で存在しているかは、今のとこ

ろ不明である。そのため、D-ガラクトサミン誘導肝障害に対し、FCE 中のタンパク質またはペプ

チドが作用しているかどうかを検討することは今後の課題である。また、未発表ではあるが、FCE

の水溶性成分に着目して、D-ガラクトサミン誘導肝障害に対する生理活性物質の探索も行った。

水溶性成分を等電点電気泳動法により分画する方法 (Hashimoto et al., 2006) が報告されており、

FCE の分画を行い、ラットを用いて D-ガラクトサミンによる肝障害予防効果を検討した。その結
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果として酸性画分に活性がみられ、さらにその酸性画分を逆相クロマトグラフィーによって分画

し特定の画分に活性があることを見出した。活性画分の主要成分を分析したところ、ウリジンお

よびウラシルを同定した。ウリジンは D-ガラクトサミン肝障害を予防するという報告もある 

(Stachlewitz et al., 1999)。しかしながら、市販試薬のウリジンおよびウラシルを混餌投与し、D-ガ

ラクトサミンによって引き起こされる肝障害を予防する効果があるかどうかを検討した結果に

おいては、肝障害予防効果が見られなかったため、FCE の肝障害予防効果はウリジンおよびウラ

シルによる可能性は低いと考えられた。 

また、FCE には 7.2%と比較的脂質も多く含まれていた (Table 2.2)。Linら (2012) は、FCE か

らクロロホルム可溶部と熱水可溶部を調製して、in vitro および in vivoにおける LPS によって誘

導される炎症性サイトカイン産生に及ぼす影響を検討している。Linら (2012) の報告では、クロ

ロホルム可溶部の収率は 8.2%であり、本節の FCE の脂質と同程度である。In vitro において、ヒ

ト白血病細胞株および末梢血単核球細胞を用い、また in vivoにおいてラットを用いて、LPS によ

って誘導される TNF-の産生が FCE クロロホルム可溶部で有意に抑制されることを明らかにし

ている (Lin et al., 2012)。FCE 脂質画分が D-ガラクトサミン誘導肝障害モデルラットに対し保護

効果を示すかどうか、またその作用メカニズムとして TNF-の産生抑制によるかどうか、今後更

なる検討が必要である。 

本節において、FCE が D-ガラクトサミン誘導肝障害に対し保護効果を示すことが明らかとなっ

た。しかしながら、FCE 中の活性化合物の単離・同定および、そのメカニズムについては明らか

にすることが出来ていない。今後、D-ガラクトサミン誘導肝障害モデルや他の肝障害モデルも用

いながら、FCE の肝保護作用について活性化合物の同定およびメカニズムの解明を進めていく必

要があると思われる。 
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第 3 章 

 

タイワンシジミ抽出物がラットにおける 

アルコール性脂肪肝およびアルコール代謝に及ぼす影響 

 

3.1. 緒言 

 

前章において、ガラクトサミンによって誘導される肝障害モデルラットを用いたが、その肝障

害誘導メカニズムにはいくつかの説があるものの、ガラクトサミンによって腸管の透過性が増加

することにより、腸内細菌によって産生されたエンドトキシンである LPSが血中へ移行し、

Kupffer細胞を活性化し、TNF-の産生が誘導され、肝細胞のアポトーシスが誘導されると考えら

れている (Stachlewitz et al., 1999)。アルコール摂取によって引き起こされる肝障害のメカニズム

の１つとしても、ガラクトサミン誘導肝障害同様に、LPS を介して TNF-の産生が誘導され肝障

害が引き起こされるということがメカニズムの１つとして考えらえている (Enomono et al., 1998)。

前章において FCE はガラクトサミン誘導肝障害ラットにおいて、AST および ALT 値の上昇を抑

制し、肝障害を抑制する効果を有することが示唆された。また、出血性生ショックによって誘導

される肝障害ラットにおいても、FCE によって TNF-の産生が抑制されているという報告もある 

(Lee et al., 2012)。アルコールによって引き起こされる初期の病変は脂肪肝である。アルコールは、

sterol regulatory element binding protein (SREBP) 1を介して、fatty acid syntase (FAS) や stearoyl-CoA 

desaturase (SCD) などの脂肪酸合成関連酵素遺伝子の発現を促進することが知られている (You et 

al., 2002; Yin et al., 2007)。 

シジミは、食用としてだけではなく、民間療法、生薬としても用いられてきた。生薬について

総合的に記載されたものの中で最も古い書物である本草綱目 (李) には、シジミは「暴熱を去り、

目を明にし、小便を利し、熱気、脚気、湿毒を下し、酒毒目黄を解す。浸した汁を服すれば消渇

を治す」とある。このようにシジミにはアルコールに対して有効性がある記載があり、加えて、

二日酔いのときにシジミ汁が良いなどアルコール代謝に対する効果が伝承的に言われている。し

かしながら、アルコール摂取による肝機能障害等に対し、シジミが及ぼす影響について科学的に

検討した研究はない。 

そこで、我々は、まずアルコール摂取による生体変化に対し FCE がどのような影響を及ぼすの

か検討した。特に、アルコール投与により誘導される肝臓脂質の蓄積に及ぼす影響、アルコール

投与時の血中アルコール濃度に及ぼす影響についてラットを用いて検討を行った。  
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3.2. 実験方法 

 

3.2.1. FCEの調製 

FCE は、第 2章 2.2.1. FCE の調製および成分分析に詳細が記載してある方法で調製した。タイ

ワンシジミ (C. fluminea)を蒸煮し殻と肉質部に分けた。肉質部をミートチョッパーで粉砕した後、

熱水にて 2時間攪拌抽出した。抽出液を 80メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、FCE

を得た。

 

3.2.2. 急性アルコール投与により誘発される脂肪肝に及ぼす影響 

3.2.2.1. 実験動物 

Wistar系雄性ラットではエタノールによる肝臓への脂肪の蓄積がされず、Donryu系ラットでは

エタノールの急性経口投与によって血清脂質の上昇および肝臓への脂質の蓄積が引き起こされる

ことが報告されている (Mochizuki and Yoshida, 1991)。そのため、4週齢のDonryu系雄性ラット (日

本エスエルシー㈱：静岡) をアルコール投与により誘導される脂肪肝に対する影響を検討するた

めに用いた。室温 23±1℃、12時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1匹ずつステンレスケージ

に入れ飼育した。飼育期間中、飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期 

8:00-20:00、暗期 20:00-8:00とした。本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分

大学動物実験規定に従い大分大学動物実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるために市販固形飼料 (MF：オリエンタル酵母工業㈱) で 2日間、半合成飼料 (Table 

3.1中の対照食) で 3日間、予備飼育した後に試験に供した。1群 5匹の 2群とした。試験食を Table 

3.1に示した。対照群は 25%カゼイン食とし，FCE群は、対照食のショ糖のうち一部を FCE に置

き換えた (Table 3.1)。 

試験食の投与開始 10 日目に、25% (w/v) エタノール水溶液を 20mL/kgB.W. (エタノールとして

5g/kg BW) となるようにゾンデを用いて強制経口投与した。エタノール投与後、絶食させた。絶

食開始から 16時間後にエーテル麻酔下で開腹し、心臓より採血した後、肝臓を得た。 
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Table 3.1 Compositions of diets for the animal experiment of the effect of freshwater clam extract (FCE) on 

fatty liver in rats induced by alcohol. 

 

3.2.2.2. 生化学分析 

採血後、血液を室温に 30分間放置した後、遠心分離 (1,500×g, 10分間) することによって血

清を得た。血清中 AST、ALT、LD、ALP 活性、中性脂肪、総コレステロール、リン脂質、遊離脂

肪酸を市販キットを用いて測定した。血清中 AST、ALT、LD、ALP 活性の測定キットとして、そ

れぞれデタミナーAST II、デタミナーALT II、デタミナーLD、デタミナーALP (すべて協和メディ

ックス㈱))を用いた。血清中の中性脂肪、総コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸をそれぞれ

TG-EN カイノス (カイノス㈱)、T-CHOカイノス (カイノス㈱)、リン脂質-C テストワコー (和光

純薬㈱)、NEFA 試薬 B (シスメックス国際㈱) を用いて測定した。 

肝臓脂質は Folchらの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

 

3.2.3. アルコール投与時の血中アルコール濃度に及ぼす影響 

3.2.3.1. 実験動物 

5 週齢のWistar系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期 8:00-20:00、暗期 20:00-8:00とした。

本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大学動物

実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるために市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱) で 3日間、半合成飼料 (Table 3.2

Control FCE

Casein              250.0              250.0

Sucrose              465.0              445.0

Dextrin              200.0              200.0

Cellulose                30.0                30.0

Soy bean oil                10.0                10.0

AIN-76 mineral mixture                35.0                35.0

AIN-76 vitamin mixture                10.0                10.0

FCE －                20.0

g/kg
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中の対照食) で 4日間、予備飼育した後に試験に供した。1群 6匹の 2群とした。試験食を Table 

3.2に示した。対照群は 20%カゼイン食とし、FCE群は、対照食のタンパク質を全て FCE のタン

パク質で置き換えて、タンパク質の割合を対照食と等しくした飼料とした。カゼイン中のタンパ

ク質が 82.65%であったので、対照食である 20％カゼイン食の飼料中のタンパク質は 16.53％とな

る。FCEのタンパク質が 57.0％ (Table 2.2) であるため、飼料中に FCEを 29%混合した (Table 3.2)。 

 

Table 3.2 Compositions of diets for the animal experiment of the effect of freshwater clam extract (FCE) on 

alcohol metabolism in rats administered with ethanol. 

 

 

試験食の投与開始 13 日目に絶食させ、絶食 15 時間後に、20% (w/v) エタノール水溶液を

10mL/kgB.W. (エタノールとして 2g/kg BW) となるようにゾンデを用いて強制経口投与した。エタ

ノール投与 1時間後から 11 時間後まで 1時間毎に尾静脈から採血し、血中エタノール濃度の測定

に用いた。採血終了後、エーテル麻酔下で開腹し、肝臓及び各脂肪組織を得た。 

 

3.2.3.2. 生化学分析 

ヘパリン処理した毛細管によって採血した 44.7μLの血漿に 0.4mLの 0.33mol/L過塩素酸水溶

液を加え、遠心分離 (1,500×g，2 分間) して上清を用いた。Fキットエタノール (J.K.インターナ

ショナル製) を用いてエタノール濃度を測定した。エタノール投与後の血中エタノール濃度-時間

曲線下面積(area under the ethanol concentration-time curve: AUC）を台形法によって算出した。 

 

3.2.4. 統計解析 

動物実験において 2群間の統計的有意差の検定は，Studentの t-検定により行った (p < 0.05 or 

Control FCE

Casein              200.0 －

Corn starch              437.0              390.0

Sucrose              218.0              195.0

Cellulose                50.0                50.0

Corn oil                50.0                30.0

AIN-93G mineral mixture                35.0                35.0

AIN-93 vitamin mixture                10.0                10.0

FCE －              290.0

g/kg
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0.01)。  
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3.3. 結果 

 

3.3.1 急性アルコール投与により誘発される脂肪肝に及ぼす影響 

ラットの初体重、終体重、飼料摂取量、肝臓重量を Table 3.3 に示した。終体重、飼料摂取量お

よび肝臓重量は 2群間で差は見られなかった。 

血清パラメーターおよび肝臓脂質を Table 3.3に示した。肝障害の指標である血清中 AST、ALT

および LD 活性は、2 群間で差が見られなかった。また、胆汁鬱滞の指標である ALP 活性も 2群

間で差は見られなかった。 

 

Table 3.3  Effect of freshwater clam extract (FCE) on food intake, body weight, relative liver weight, serum 

parameter and hepatic lipids in rats administered with ethanol1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed by Student's t test. *, ** Significantly different from each of control (p < 0.05 and < 0.01). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

 

Control FCE
2

Initial body weight (g ) 142 ± 2 142 ± 2

Final body weight (g ) 221 ± 2 223 ± 4

Food intake (g for 10 days ) 210 ± 6 211 ± 6

Liver weight (g/100g of body weight ) 4.84 ± 0.18 4.49 ± 0.10

Serum

  AST (IU/L ) 136.6 ± 16.6 126.4 ± 10.3

  ALT (IU/L ) 26.6 ± 1.4 25.2 ± 2.7

  LD (IU/L ) 1985 ± 522 1608 ± 255

  ALP (IU/L ) 840 ± 52 834 ± 52

  Triacylglycerol (mg/dL ) 61.0 ± 20.1 60.2 ± 6.2

  Total cholesterol (mg/dL ) 108.2 ± 3.8 106.2 ± 2.5

  Phospholipids (mg/dL ) 191.2 ± 6.5 191.6 ± 3.3

  Free fatty acid (mEq/L ) 0.98 ± 0.09 1.00 ± 0.08

Liver

  Total lipids (mg/g liver ) 122.2 ± 14.8 93.7 ± 7.8

  Triacylglycerol (mg/g liver ) 93.0 ± 16.7 57.7 ± 9.1

  Cholesterol (mg/g liver ) 5.23 ± 0.21 4.19 ± 0.17**

  Phospholipids (mg/g liver ) 27.4 ± 0.6 27.6 ± 0.6
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血清脂質 (総コレステロール、中性脂肪、リン脂質および遊離脂肪酸) については、2群間で有

意な差は見られなかった。有意差はみられなかったものの肝臓総脂質および中性脂肪は、それぞ

れ FCE 群は対照群の 76.7% (p = 0.127)、62.0% (p = 0.101)と低値を示す傾向にあった。肝臓中コレ

ステロールは FCE 群において対照群と比べ有意に低値を示した (Table 3.3)。 

 

3.3.2. 血中エタノール濃度に及ぼす影響 

ラットの初体重、終体重、飼料摂取量、組織重量を Table 3.4に示した。終体重、飼料摂取量は

2 群間で差は見られなかった。終体重に有意差は見られなかったものの、体重増加量は、対照群

と比較して FCE 群で有意に高値を示した (対照群：63.7±2.5g for 13 days、FCE 群：71.3±1.9g for 

13 days、 p < 0.05)。また、対照群と比較して FCE 群の肝臓の重量は有意に増加し、各脂肪組織 (副

睾丸周囲、腎周囲および腹部) 重量は有意に減少した。 

 

Table 3.4 Effect of freshwater clam extract (FCE) on food intake, body weight, relative organ weight in rats for 

14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed by Student's t test. *, ** Significantly different from each of control (p < 0.05 and < 0.01). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

試験食での飼育開始後 13 日目にエタノールを強制胃内投与した後の血中エタノール濃度の経

時変化を Fig. 3.1に示した。投与 2時間後には FCE 群で対照群と比較して有意に血中エタノール

濃度が高値を示したが、その後、投与 5時間後以降は血中エタノールが消失するまで、測定時全

てにおいて、対照群と比較して FCE 群が有意に低い値を示した。また、FCE 群ではエタノール投

与後 10 時間後には血中エタノールが消失した。しかし、対照群では、血中エタノールが 11時間

後においても検出された。また、血中エタノール濃度の AUC は対照群と比較して、FCE 群で有

意に低値を示した。 

Initial body weight (g ) 141 ± 2 141 ± 2

Final body weight (g ) 205 ± 4 213 ± 5

Food intake  (g for 13days  ) 210 ± 5 220 ± 4

Relative organ weight (g/100g of body weight )

  Liver 3.19 ± 0.03 3.37 ± 0.03
**

  Adipose tissue

    Epididymal 1.67 ± 0.06 1.47 ± 0.05
*

    Perirenal 0.28 ± 0.01 0.23 ± 0.02
*

    Abdominal 0.75 ± 0.03 0.60 ± 0.06
*

Control FCE
2



24 

 

 

    

 

Figure 3.1 Effect of freshwater clam extract (FCE) on (A) plasma ethanol concentration and (B) area under the 

plasma ethanol concentration-time curve in rats administered with ethanol. 

Each data are shown as mean ± SEM for 6 rats in each dietary group. *, ** The statistical differences among the values 

were analyzed by Student's t test. *, ** Significantly different from each of control (p < 0.05 and < 0.01). FCE: 

freshwater clam extract.
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3.4 考察 

 

本章の研究において、FCE を投与することで、エタノールを急性経口投与したラットの肝臓脂

質の蓄積が低値を示す傾向にあり、肝臓コレステロール値が有意に低値を示した。このことから、

FCE はエタノールによって誘導される肝臓脂質の蓄積を抑制する可能性が示唆された。また、FCE

を投与することで、エタノールを急性経口投与したラットにおいて血中エタノール濃度の低下速

度を速めること、血中エタノールの AUC が減少することが確認された。このことから、FCE は

エタノール代謝促進効果があるものと考えられた。 

エタノールの摂取は脂肪酸・中性脂肪合成系の転写因子である SREBP1 を介して、肝臓の脂肪

酸の蓄積を促進することが報告されている (You et al., 2002; Yin et al., 2007)。エタノール投与モデ

ルではないが、我々は、FCE が健常ラットにおいて FAS や SCD などの脂肪酸合成系遺伝子の発

現を、SREBP1を介して抑制している可能性を示した (Laurent et al., 2013)。 

一般的にシジミには、タウリンやオルニチンなどの遊離アミノ酸が多く含まれているとされて

いる。タウリンおよびオルニチンについては、脂質代謝改善効果が報告されている (Kerai et al., 

1998; Cantafora et al., 1986; Choi et al., 2006; Hunold, 1973; Wotzka & Weber, 1972; Melzer et al., 1969)。

FCE 中のアミノ酸分析の結果、タウリンは 69mg/100g、オルニチンは 51mg/100g であった (Table 

2.3)。本章では 2 つの独立した動物実験を行っており、エタノール急性経口投与によって誘導さ

れる脂肪肝に対する検討においては、飼料への FCE の添加量は、2%とし、一方でエタノール急

性経口投与ラットにおけるエタノール代謝の検討においては、飼料への FCE の添加量が 29%とし

ている。これらのことから算出すると、飼料 100g 中のタウリン量は、1.38mg または 20.01mg、

オルニチン量は、1.02mg または 14.79mgであり、非常に少ない量しか含まれていない。そのため、

FCEのエタノールによって誘導される脂肪肝に対する抑制効果およびエタノール代謝促進効果に

おけるタウリンおよびオルニチンの寄与は低いものと考えられる。 

武内らは、セタシジミを水溶性画分とヘキサン可溶性画分に分け、効果は低いものの、水溶性

画分とヘキサン可溶性画分の併用によって、エタノールによって誘導される脂肪肝に対する有効

性を示唆する結果を示している (武内ら, 1981a)。また、武内らは、セタシジミ中の生理活性物質

を探索した結果として、2-Octadecenoic acidの,’-および,-diglycerideであることを示している 

(武内ら, 1981b)。本節で使用した FCE はタイワンシジミを熱水で抽出し粉末化したものであるが、

一般成分分析の結果から、粗脂肪が約 7%と多く含まれていた (Table 2.2)。そのため、FCE のア

ルコールに対する脂肪肝予防効果も、2-Octadecenoic acid の diglycerideである可能性が考えられる。

FCE の脂質に含まれる脂肪酸組成について分析を行った (Table 4.2.2)。脂肪酸分析は、mono, di, 

triglyceride を加水分解して脂肪酸エステルとして分析している。しかしながら、外部標準として
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は、食品に含まれる一般的な脂肪酸を対象とした Spelco® 37 FAME mix (Cat. No.47885-U, 

Sigma-Aldrich, Inc.) を使用している。そのため、2-Octadecenoic acidは分析対象の脂肪酸に含まれ

ておらず、FCE中にどの程度含まれているかは不明である。 

今後、FCEのエタノール代謝促進効果およびエタノールによって引き起こされる肝臓への脂肪

蓄積の抑制効果について、活性化合物およびその作用メカニズムについて詳細な検討が必要であ

ると考えられる。 
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第 4章 

 

タイワンシジミ抽出物が食餌性高コレステロール血症に及ぼす影響およびその活性化合物の探

索 

 

第 1節 

 

タイワンシジミ抽出物が食餌性高コレステロール血症モデルラットに及ぼす影響 

 

4.1.1. 緒言 

 

アルコールの摂取は肝臓からの very low-density lipoprotein (VLDL) の分泌を抑制することが報

告されており (Venkatesan et al., 1988)、コレステロール恒常性が破綻し、肝臓コレステロールの蓄

積、高コレステロール血症を誘導することが報告されている (Wang et al., 2010)。第 3章において、

我々はアルコール投与によって引き起こされる肝臓への脂肪蓄積に対する FCE の効果を検討し

た。その結果、FCE による肝臓コレステロールの低下作用が見られた。この結果から、FCE は肝

臓におけるコレステロールを含む脂質代謝を促進する可能性が考えられた。 

いくつかの貝類が有するコレステロール低下作用について報告されている (Iritani et al., 1979a; 

Lin et al., 1984; Tanaka et al., 2003; Tanaka et al., 2004; Yanagita et al., 1991; Childs et al., 1987; Vanouny 

et al., 1981)。ヤマトシジミは高コレステロール食を摂食させたラットの脂質代謝を促進すること

が報告されている (Iritani et al., 1979b; Iritani et al., 1980)。入谷らは、可食部 (Iritani et al., 1979b)

および可食部から抽出した中性脂肪 (Iritani et al., 1980) を用いて、ヤマトシジミに血清および肝

臓コレステロールおよび中性脂肪を低下させる効果があることを報告している。特に、ヤマトシ

ジミに含まれるステロール (24-メチレンコレステロールおよび-シトステロール) がコレステロ

ール吸収を阻害する可能性を示している (Iritani et al., 1979b)。しかしながら、シジミが胆汁酸代

謝に及ぼす影響に関する研究は多くない。 

そこで、我々は、FCE が有するコレステロール低下作用について、一般的に広く用いられてい

る高コレステロール血症モデルであり高VLDL血症を示す高コレステロール食を与えたラットを

用いて検討を行った。 
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4.1.2. 実験方法 

 

4.1.2.1. 試料の調製 

FCE は、第 2 章 2.2.1. FCE の調製および成分分析に詳細記載の方法で調製した。タイワンシジ

ミ (C. fluminea)を蒸煮し開口させ肉質部を取り出した。肉質部をミートチョッパーで粉砕し、熱

水にて 2時間攪拌抽出した後、80メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、FCE を得た。 

  

4.1.2.2. 実験動物 

4 週齢の Wistar 系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1 匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期 8:00-20:00、暗期 20:00-8:00とした。

本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大学動物

実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱) で 3 日間、20%

カゼイン食の半合成飼料で 4 日間飼育した後に試験に供した。1 群 6 匹の 4 群とした。試験食を

Table 4.1.1に示した。対照群は 20%カゼイン食に 0.5%コレステロールと 0.25%コール酸ナトリウ

ムを添加した高コレステロール食群とし，FCE 群は、3%、15%、30%の FCE を添加し、高コレス

テロール食のカゼイン及びショ糖で置き換えた。全ての飼料中のタンパク質は同量となるように

した。 

 

Table 4.1.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the cholesterol-lowering effect of 

freshwater clam extract (FCE) in rats fed a high-cholestreol diet. 

 

 

Control 3%FCE 15%FCE 30%FCE

Casein              200.0              180.0              100.0 －

Sucrose              637.5              627.5              587.5              537.5

Corn oil                10.0                10.0                10.0                10.0

Lard              100.0              100.0              100.0              100.0

AIN-76 mineral mixture                35.0                35.0                35.0                35.0

AIN-76 vitamin mixture                10.0                10.0                10.0                10.0

Cholesterol                  5.0                  5.0                  5.0                  5.0

Sodium cholate                  2.5                  2.5                  2.5                  2.5

FCE －                30.0              150.0              300.0

g/kg
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試験食の投与開始 14 日目の 18:00 から 4 時間絶食した。22:00 にエーテル麻酔下で開腹し、心

臓より採血した後，肝臓を得た。肝臓は直ちに凍結して、分析まで冷凍保管した。また、試験食

投与の最後の 3日間に糞を採取した。 

 

4.1.2.3. 生化学分析 

採血後、血液を室温に 30分間放置した後、遠心分離 (1,500×g, 10分間) することによって血

清を得た。血清中 AST、ALT、ALP 活性、直接ビリルビン、中性脂肪、総コレステロール、リン

脂質、遊離脂肪酸は以下の市販キットを用いて測定した。AST、ALT、ALP 活性の測定に、それ

ぞれデタミナーAST II、デタミナーALT II、デタミナーALP (すべて協和メディックス㈱))を用い

た。直接ビリルビン、中性脂肪、総コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸の測定には、イアト

ロ LQ-BIL (三菱化学メディエンス㈱) 、TG-EN カイノス (カイノス㈱)、T-CHO カイノス (カイノ

ス㈱)、リン脂質-C テストワコー (和光純薬㈱)、NEFA 試薬 B (シスメックス国際㈱)を用いた。血

清中 LDLコレステロールは、血清をアガロースゲル電気泳動で分画し、その後、酵素法によって

染色して測定した。 

肝臓脂質は Folchらの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

採取した糞を、凍結真空乾燥した。乾燥した糞を中性ステロールおよび胆汁酸の分析に用いた。

中性ステロールは Delaneyらの方法 (2003) により抽出し、TMS化した。内部標準として 5-コ

レスタンを用いた。TMS化したサンプルを GC/MS (GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロジ

ー㈱) によって分析した。GC/MSの分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、

ディテクタ温度：230℃、カラム：30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム

温度：245℃で 2分間保持、その後 300℃まで 2℃/分で昇温させた。胆汁酸は、Sheltawyおよび

Lowskyの方法 (1975) により酵素法で測定し、リトコール酸を標準として用いた。 

肝臓中 cholesterol 7 alpha-hydroxylase (CYP7A1)、liver X receptor (LXR)、small heterodimer partner 

(SHP)、hepatocyte nuclear factor-4 (HNF-4)、apolipoprotein (apo) A-Iおよび apoE mRNA 量をノーザ

ンブロット法で測定した。Chomczynskiおよび Sacchi の方法 (1987) で肝臓中 RNA を抽出した。

20gの RNAをノーザンブロット法による分析に用いた。Megaprime DNAラベリングシステム 

(アマシャム㈱) でラット CYP7A1、ラット LXR、ラット SHP、ラット HNF-4、ラット apoA-Iお

よびマウス apoEの cDNAを標識し、ハイブリダイゼーションを行い、イメージアナライザー (BAS 

2000, 富士フィルム㈱)を用いて測定した。apoE mRNA量はこの動物モデルでは変化しないこと

が分かっている (Oda et al., 1995; Yoshida et al., 1996)。そのため apo E mRNAを内部標準として用

いた。 
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4.1.2.4. 統計解析  

一元配置分散分析法を用いて有意差が見られた場合に、Tukey (1949) の多重分析により群間の

有意差検定を行った。 
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4.1.3. 結果 

 

ラットの初体重、終体重、飼料摂取量、肝臓重量を Table 4.1.2 に示した。飼料摂取量および肝

臓重量は 4群間で差は見られなかった。しかし終体重は 15%および 30%FCE 群において対照群に

比べ有意に増加した。 

胆汁鬱滞の指標となる血清中直接ビリルビン量、ALP 活性について Table 4.1.2に示した。直接

ビリルビンおよびALP活性は、15%、30%FCE群において対照群と比較して有意に低値を示した。

肝障害の指標となる AST及び ALT 活性については 4群間で差がなかった (Table 4.1.2)。 

 

Table 4.1.2  Effect of freshwater clam extract (FCE) on food intake, body weight, relative liver weight, serum 

parameter and hepatic lipids in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way analysis of variance (ANOVA) and then by Tukey's maltiple-range test. Mean 

values within a column with different superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

血清脂質量を Table 4.1.2に示した。血清総コレステロール、LDLコレステロール、リン脂質、

遊離脂肪酸は 3%FCE群では対照と比較して差が見られなかったが、15%および 30%FCE群では、

Initial body weight (g ) 109 ± 1 109 ± 1 109 ± 1 109 ± 1

Final body weight (g ) 182 ± 3
a

188 ± 1
ab

194 ± 3
b

193 ± 2
b

Food intake  (g for 14 days ) 201 ± 5 199 ± 2 213 ± 5 212 ± 4

Liver (g/100g of body weight ) 4.88 ± 0.09 5.14 ± 0.05 5.12 ± 0.15 4.81 ± 0.07

Serum

Direct bilirubin (mg/dL ) 0.02 ± 0.00
b

0.02 ± 0.00
ab

0.01 ± 0.00
a

0.01 ± 0.00
a

AST (IU/L ) 97.7 ± 7.0 98.2 ± 12.2 86.3 ± 4.1 80.0 ± 3.8

ALT (IU/L ) 53.3 ± 4.2 53.0 ± 5.1 45.5 ± 3.5 44.0 ± 3.2

ALP (IU/L ) 2429 ± 61
c

2283 ± 87
c

2003 ± 43
b

1636 ± 28
a

Triacylglycerol (mg/dL ) 11.2 ± 1.5
a

20.0 ± 2.6
ab

32.0 ± 4.2
bc

42.8 ± 5.2
c

Total cholesterol  (mg/dL ) 395.0 ± 14.7
c

369.8 ± 17.2
c

173.0 ± 8.7
b

102.5 ± 3.0
a

LDL-cholesterol (mg/dL ) 323.5 ± 12.4
c

295.5 ± 15.2
c

117.8 ± 6.4
b

50.7 ± 2.1
a

Phospholipids  (mg/dL ) 173.5 ± 6.9
b

179.3 ± 5.3
b

136.5 ± 6.6
a

120.8 ± 4.5
a

Free fatty acid (mEq/L ) 1.42 ± 0.07
b

1.59 ± 0.06
b

1.02 ± 0.08
a

0.86 ± 0.06
a

Liver

Total lipids (mg/g liver ) 183.2 ± 3.4
b

174.7 ± 8.6
b

168.6 ± 2.6
b

139.0 ± 6.8
a

Triacylglycerol (mg/g liver ) 64.6 ± 2.5 63.8 ± 7.1 74.7 ± 3.7 60.9 ± 4.6

Cholesterol  (mg/g liver ) 19.68 ± 1.99
b

15.26 ± 0.81
a

13.68 ± 0.42
a

11.91 ± 0.33
a

Phospholipids (mg/g liver ) 26.4 ± 0.9
ab

26.9 ± 0.5
a

25.4 ± 0.6
ab

24.2 ± 0.6
b

Control 3%FCE
2

15%FCE 30%FCE
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対照群と比較して有意に低値を示した。また、血清中性脂肪は、15%および 30%FCE 群において、

有意に高値を示した。 

肝臓脂質量を Table 4.1.2に示した。肝臓総脂質は、対照群と比較して 30%FCE群のみで有意に

低値を示し、3%および 15%FCE 群では有意差は見られなかった。肝臓中性脂肪において、群間差

は見られなかった。肝臓コレステロールは全ての FCE 投与群において、対照群と比較して有意に

低値を示した。肝臓リン脂質は FCE 投与群において、対照群と比較すると有意差は見られなかっ

た。 

3 日間の糞の排泄量および中性ステロール(コレステロール、コプロスタノールおよびコプロス

タノンの合計)排泄量および胆汁酸排泄量を Table 4.1.3に示した。糞の排泄量は飼料中への FCE

含有量依存的に有意に増加した。中性ステロールおよび胆汁酸は 3%FCE 群では対照群と有意差

がなかったが、15%および 30%FCE 群では対照群と比較して有意に排泄量が増加した。 

 

Table 4.1.3 Effect of freshwater clam extract (FCE) on fecal dry weight, neutral sterol and bile acids in rats fed a 

high-cholesterol diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Tukey's maltiple-range test. Mean values within a column with 

different superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 
3  Total neutral sterols = cholesterol + coprostanol + coprostanone. 

 

また、糞中への植物ステロールの排泄量と飼料中の FCE 含量の相関を Fig. 4.1.1 に示した。全

ての植物ステロールにおいて R2が 0.85以上であり、飼料中の FCE 含量と強い相関を示した。そ

のため、糞中の植物ステロールは FCE 由来である可能性を確認するため、FCE 中の植物ステロー

ル量を測定した。その結果を Table 2.4および Fig. 2.1 に示した。ブラシカステロール、カンペス

テロール、スティグマステロールおよび-シトステロールの 4種類の植物ステロールが FCE 中に

含まれていた。 

コレステロール異化代謝の律速酵素である CYP7A1 の mRNA 量は対照群と比較して 15%FCE

群で有意差はないものの高値を示す傾向にあり、30%FCE 群で有意に高値を示した (Fig. 4.1.2)。

CYP7A1 の負の調節因子である SHP の mRNA 量は全ての群間で差が見られなかった。CYP7A1

Fecal dry weight (g/3 d ) 0.78 ± 0.08
a

1.25 ± 0.03
b

2.39 ± 0.09
c

3.53 ± 0.12
d

Cholesterol (μmol/3 d ) 7.96 ± 1.18
a

10.6 ± 1.9
a

123 ± 12
b

174 ± 18
c

Coprostanol (μmol/3 d ) 2.06 ± 0.75
a

5.68 ± 2.36
ab

1.96 ± 0.74
a

8.64 ± 0.77
b

Coprostanone (μmol/3 d )   0
a

0.218 ± 0.102
ab

0.0900 ± 0.0573
ab

0.341 ± 0.071
b

Total neutral sterols
3 

(μmol/3 d ) 10.0 ± 0.9
a

16.5 ± 1.0
a

125 ± 12
b

183 ± 17
c

241 ± 28
a

333 ± 29
a

441 ± 17
b

597 ± 22
cTotal bile acids (μmol/3 d )

Control 3%FCE
2

15%FCE 30%FCE
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の正の調節因子である HNF-4および LXR mRNA量を Fig. 4.1.2に示した。HNF-4 mRNA量は FCE

の飼料への添加量依存的に増加し、15%および 30%FCE 群で有意に高値をしめした。一方で、LXR 

mRNA 量は群間で有意な差は見られなかった。また、apoA-I mRNA 量も群間で有意な差がみられ

なかった (Fig. 4.1.2)。

 

 

 

Figure 4.1.1 Correcation between freshwater clam extract (FCE) content in diet and fecal excretion of 

phytosterols in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days.  

Each value represents the mean for the 6 rats in each dietary group. Total pytosterols = brassicasterol + campesterol + 

stigmasterol + -sitosterol. 
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Figure 4.1.2 Effect of freshwater clam extract (FCE) on hepatic (A) CYP7A1, (B) HNF-4, (C) LXR, (D) SHP 

and (E) ApoA-I mRNA in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Tukey's maltiple-range test. In each graph, different letters (a,b,c) 

indicate statistically significant differences (p < 0.05). FCE:Freshwater clam extract 
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4.1.4. 考察 

 

Iritaniら(1979b)は高コレステロール食を摂食させたラットにおいてシジミを投与するとコレス

テロールレベルが低下することを示している。我々は、本節において高コレステロール食を摂食

させたラットに対し FCE が血中および肝臓コレステロールレベルを低下させることを明らかに

した。Iritaniら(1979b)はまた、シジミ中にコレステロールの吸収を阻害するいくつかのステロー

ルが含まれていることを示している。それゆえ、Iritaniらは、シジミのコレステロール低下作用

のメカニズムはコレステロール吸収の拮抗阻害 (1979b) による可能性を示唆している。FCE群に

おいて糞中の植物ステロール排泄量は、投与量依存的に増加した (Fig. 4.1.1)。また、糞中中性ス

テロール排泄量も、FCE投与量依存的に増加した (Table 4.1.3)。しかしながら、FCE 中の植物ス

テロールが、血清および肝臓コレステロールレベルを低下させるに十分な量を含んでいるか否か

は明らかではなかった。Suganoら (1976) は高コレステロール食によって誘導した高コレステロ

ール血症モデルラットにおける植物ステロールの投与量依存性の検討を行っている。Suganoら 

(1976) の研究結果に基づくと、本節において用いた 30%FCE 食は肝臓コレステロールレベルを低

下させる量は含んでいるものの、血清コレステロールレベルを低下させる量ではなかった。加え

て、3%および 15%FCE 食には、血清および肝臓コレステロールレベルどちらにおいても低下させ

るには十分な量が含まれていなかった。このことから、FCE に含まれる植物ステロールのコレス

テロール低下作用は強くない可能性が示唆された。しかしながら、FCE を含む飼料を投与するこ

とにより、ラットにおいて糞中への中性ステロール排泄量は、劇的に増加した (Table 4.1.3)。こ

れらの結果から、FCE中には植物ステロール以外にも、糞中中性ステロール排泄促進作用を持つ

成分が存在する可能性が考えられた。 

本節の研究において、FCE 群では中性ステロールのみならず、糞中への胆汁酸排泄量も増加し

た (Table 4.1.3)。植物ステロールが、糞中への胆汁酸排泄を促進することは知られていない 

(Subbiah, 1973; Raicht et al., 1975; Sugano et al., 1976)。FCE は、コレステロール低下作用に寄与し

ている胆汁酸代謝に影響を及ぼしていると考えられた。Tanakaら (2003) は、カキが糞中への中

性ステロールおよび胆汁酸排泄を促進することを報告している。カキのコレステロール低下作用

は、腸管における胆汁酸ミセル形成の阻害によると考えられている (Tanaka et al., 2003)。我々は、

本節において外因性高コレステロール血症モデルにおいて、FCEによって胆汁酸合成の律速酵素

である CYP7A1遺伝子が増加することを明らかにした (Fig. 4.1.2)。このことは、FCE による血清

コレステロール低下作用の要因の 1つであるかもしれない。いくつかの転写因子が CYP7A1の転

写調節に重要な役割を果たしていることが報告されている (Chiang, 2002)。CYP7A1遺伝子の発現

は SHP を介して胆汁酸によって、負の調節を受け、一方で HNF-4や LXRは正に調節している 
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(Chiang, 2002)。FCE 投与群における CYP7A1遺伝子発現の誘導は、SHP mRNA レベルの変動を介

さず起きていた (Fig. 4.1.2)。加えて、本節において我々は、CYP7A1遺伝子の発現がどのように

誘導されているのかを明らかにするために、HNF-4および LXRの mRNA レベルを測定した (Fig. 

4.1.2)。Direct repeat (DR) 4に結合し CYP7A1遺伝子の転写を促進することが報告されている LXR 

(Lehmann et al., 1997) の遺伝子発現は、FCE によって変動しなかった。HNF-4遺伝子は、外因性

高コレステロール血症モデルにおいて FCE によって増加した (Fig. 4.1.2)。HNF-4は胆汁酸応答領

域 (BARE) -IIに存在する DR1 シーケンスに結合して、CYP7A1プロモーター活性を促進する 

(Crestani et al., 1998; Stroup and Chiang, 2000)。FCE による CYP7A1遺伝子の発現誘導は、HNF-4

遺伝子発現の誘導を介している可能性が考えられた。HNF-4はまた、HDLの主要なアポリポタン

パク質である apoA-Iも調節している (Harnish et al., 1996)。しかしながら、本節の研究において、

HNF-4遺伝子の発現は上昇したものの、apoA-I mRNA 量に対する FCE の影響はなかった(Fig. 

4.1.2)。これらの結果から、CYP7A1遺伝子の発現を誘導する他のメカニズムが存在する可能性が

考えられた。そのため、さらに他のメカニズムを検討する必要がある。 

本節において、FCE はコレステロール低下作用を示すことを明らかにした。また、そのメカニ

ズムとして FCE 中に含まれるいくつかの植物ステロールによるコレステロール吸収の拮抗阻害

のみならず、他の成分によるコレステロール排泄および異化代謝の促進も考えられた。特に、コ

レステロールの胆汁酸への異化代謝は CYP7A1の誘導を介していると考えられた。 
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第 2節 

 

タイワンシジミ抽出物の脂質画分および分離タンパク質画分が食餌性高コレステロール血症モ

デルラットに及ぼす影響 

 

4.2.1. 緒言 

 

本章第 1 節において、FCE は高コレステロール食を摂食させたラットに対し、強いコレステロ

ール低下作用を示すことを明らかにした (Table 4.1.2)。また FCE のコレステロール低下作用の作

用メカニズムとして、糞中への中性ステロール及び胆汁酸の排泄の増加および肝臓の CYP7A1遺

伝子の発現促進の可能性を示した (Table 4.1.3, Fig. 4.1.2)。しかしながら、FCE のコレステロール

低下作用について説明できる成分の特定には至っていない。 

貝類はいくつかの植物ステロールや貝類特有のステロールを含むことが報告されている 

(Iritani et al., 1979b; Kritchevsky et al., 1967; Vahouny et al., 1981)。これらのステロールは腸管におい

てコレステロール吸収を阻害することが良く知られている (Iritani et al., 1979b; Vahouny et al., 

1981; Sugano et al., 1976; Uchida et al., 1984; Plsöch et al., 2006)。加えて、入谷ら (1976b) は、ヤマ

トシジミのコレステロール低下作用が、コレステロール吸収を阻害する植物ステロールに由来す

る可能性を示唆している。しかしながら、前節で示したように、他の植物ステロールのコレステ

ロール低下作用に関する研究の結果と比較すると、FCE のコレステロール低下作用を説明するの

に十分な植物ステロールは含まれていなかった (Table 2.4)。さらに、作用メカニズムとしても植

物ステロールだけでは十分な説明をすることが出来なかった。我々は、FCE は糞中への胆汁酸排

泄量を促進し、また CYP7A1遺伝子の発現を促進することを明らかにしている (Table 4.1.3, Fig. 

4.1.2)。しかしながら、植物ステロールは胆汁酸排泄および CYP7A1遺伝子の発現には影響しない

とされている (Uchida et al., 1984; Plösch et al., 2006)。 

また、入谷ら (1980) は、ヤマトシジミの中性脂肪がコレステロール低下作用を示すことも示

している。そのヤマトシジミ中の中性脂肪のコレステロール低下作用を示す成分について多価不

飽和脂肪酸 (PUFA) の可能性を示している (Iritani et al., 1980)。しかしながら PUFA の作用メカニ

ズムは不明な点も多い。Moriseら (2004) はハムスターにおいて PUFA を多く含む亜麻仁油は、

飽和脂肪酸と比較してCYP7A1活性および遺伝子発現が上昇させることを報告している。一方で、

De Schrijverら (1992) はラットにおいて n-3系 PUFA の多い魚油食が、牛脂食と比較して糞中へ

の中性ステロールの排泄量は増加させるものの、胆汁酸排泄には影響しないことを示している。

さらに、Høstmark ら (1989) は、様々な脂質が糞中への中性ステロールと胆汁酸への排泄に及ぼ
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す影響を検討した結果、PUFA は影響を及ぼさないことを報告している。それ故、コレステロー

ル低下作用について、FCE 中の脂質成分について不明な点が多い。 

FCE は比較的、タンパク質を多く含んでいる (Table 2.2)。試験食中のタンパク質の質と量は、

コレステロール代謝の重要な要因の 1つである。いくつかの植物から調製されたタンパク質はヒ

トおよび実験動物においてコレステロール低下作用を示すことが報告されている (Roy & 

Schneeman, 1981; Tanaka et al., 1984; Kayashita et al., 1997; Wong et al., 1998; Higaki et al., 2006)。特に、

大豆タンパク質のコレステロール低下作用は良く知られている (Roy & Schneeman, 1981; Tanaka 

et al., 1984; Wong et al., 1998; Higaki et al., 2006)。しかしながら、タンパク質の由来が植物であるか

動物であるかは重要ではない (Oda, 2006)。Higakiら (2006) は、大豆タンパク質は疎水性アミノ

酸が多く、胆汁酸と疎水結合することを示し得ている。このように FCEタンパク質は大豆タンパ

ク質と同様な作用メカニズムでコレステロール低下作用を示す可能性も考えられる。 

本研究においては、FCEのコレステロール低下作用について、主要構成成分である脂質および

分離タンパク質画分のどちらがコレステロール低下作用を示すのか検討を行った。 
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4.2.2. 実験方法 

 

4.2.2.1. FCE脂質画分/分離タンパク質画分の調製および成分分析 

FCE は、第 2章 (2.2.1. FCE の調製および成分分析) に記載の方法で調製した。タイワンシジミ 

(C. fluminea)を蒸煮し開口させ肉質部を取り出した。肉質部を粉砕し、肉質部の 2倍量の加水をし

2時間加熱攪拌抽出した後、80メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、FCEを得た。  

FCE を 5倍量のクロロホルム：メタノール (2:1, v/v) で一晩撹拌抽出し、濾過した。更に残渣

に同様の溶媒を加え更に抽出、濾過した。クロロホルム：メタノール抽出物をロータリーエバポ

レーターを用いて 40℃以下で濃縮・乾固し FCE 脂質画分を得た。FCE脂質画分の収率は、FCE

の 18%であった。FCE 脂質画分の脂肪酸組成は大分大学全学研究推進機構実験実習機器部門へ委

託した。脂質画分をメチルエステル化して、GC/MS にて分析した。トリコサノン酸を内部標準と

して用いた。また外部標準として Spelco® 37 FAME mix (Cat. No.47885-U, Sigma-Aldrich, Inc.)を使

用した。 

 FCE をクロロホルム：メタノールで抽出した後の残渣を室温で風乾した。乾燥した残渣を 4倍

量の 8mM 酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 4.8) に懸濁した。主な炭水化物であるグリコーゲンを分解

するため、-アミラーゼ (EC 3.2.1.2, 723 nkat/mg, type II-B, from barley; Sigma-Aldrich, Inc., St Louis, 

MO, USA) を酵素量：基質量比率が 1:1000となるように加え、室温で 2時間インキュベーション

した。15分間 沸騰した水浴中で加熱して酵素を失活させた。室温までさました後、-20℃に冷却

したアセトンを 3倍量加え、一晩-20℃で放置して高分子を沈殿させた。沈殿を濾過し室温で風乾

し、FCE 分離タンパク質画分を得た。FCE 分離タンパク質画分の収率は、FCE の 71%であった。

FCE 分離タンパク質の粗タンパク質をケルダール法で分析した。

 

4.2.2.2. 実験動物 

4 週齢のWistar系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期を 20:00-8:00、暗期を 8:00-20:00と

した。本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大

学動物実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱) で 3日間、20%

カゼイン食の半合成飼料で 4日間飼育した後に試験に供した。1群 6匹の 5 群とした。試験食を

Table 4.2.1に示した。基本食群は 20%カゼイン食にとした。対照群は 20%カゼイン食に 0.5%コレ

ステロールと 0.25%コール酸ナトリウムを添加した高コレステロール食とした。FCE群の飼料は
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高コレステロール食に、タンパク質源を全て FCE となるように加え、カゼイン、ラード、ショ糖

で置き換えた。また、脂質画分および分離タンパク質画分は、収率から FCE 群の飼料に含まれる

それぞれの脂質画分および分離タンパク質画分量と同じになるように飼料への添加量を決定した。

全ての飼料はタンパク質および脂質量が同じになるようにした。 

試験食の投与開始 14 日目の 6:00から 4時間絶食した。10:00より断頭により採血した後、肝臓

および脂肪組織を得た。肝臓は直ちに凍結して、分析まで冷凍保管した。また、試験食投与の最

後の 3日間に糞を採取した。 

 

Table 4.2.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the cholesterol-lowering effect of 

freshwater clam extract (FCE), fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction in rats fed a high-cholestreol 

diet. 

 

 

4.2.2.3. 生化学分析 

採血後、血液を室温に 30分間放置した後、遠心分離 (1,500×g, 10分間) することによって血

清を得た。血清中 AST、ALT、ALP 活性、直接ビリルビン、中性脂肪、総コレステロール、リン

脂質、遊離脂肪酸、アディポネクチンを市販キット (デタミナーAST II、デタミナーALT II、デタ

ミナーALP、(すべて協和メディックス㈱)、イアトロ LQ-BIL (三菱化学メディエンス㈱)、TG-EN

カイノス (カイノス㈱)、T-CHO カイノス (カイノス㈱)、リン脂質-C テストワコー (和光純薬㈱)、

NEFA試薬B (シスメックス国際㈱)、マウス/ラットアディポネクチン ELISAキット (大塚製薬㈱))

Control FCE
Fat fraction of

FCE

FCE protein

isolate fraction

Casein 200.0 200.0 ― 200.0 38.8

Sucrose 645.0 637.5 598.5 637.5 591.7

Corn oil 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0

Lard 100.0 100.0 47.5 47.5 100.0

AIN-93G mineral mixture 35.0 35.0 35.0 35.0 35.0

AIN-93 vitamin mixture 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0

Cholesterol ― 5.0 5.0 5.0 5.0

Sodium cholate ― 2.5 2.5 2.5 2.5

FCE ― ― 291.5 ― ―

Fat fraction of FCE ― ― ― 52.5 ―

FCE protein isolate fraction ― ― ― ― 207.0

Cholesterol

free diet

High-cholesterol diet

g/kg
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を用いて測定した。LDLコレステロールは、血清をアガロースゲル電気泳動で分画し、その後、

酵素法によって染色して測定した。 

肝臓脂質は Folch らの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

糞中ステロールは、採取した糞を、凍結真空乾燥し中性ステロールおよび胆汁酸の分析に用い

た。中性ステロールは Delaneyらの方法 (2003) により抽出し、TMS 化した。内部標準として 5-

コレスタンを用いた。TMS 化したサンプルを GC/MS (GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロ

ジー㈱) によって分析した。GC/MSの分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、

ディテクタ温度：230℃、カラム：30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム

温度：245℃で 2分間保持、その後 300℃まで 2℃/分で昇温させた。胆汁酸は、Sheltawyおよび

Lowskyの方法 (1975) により酵素法で測定し、リトコール酸を標準として用いた。また、糞中の

疎水性物質に結合している胆汁酸量も測定した。糞を 5mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) で 2回抽出し

た後、残渣を 75% エタノールで抽出した。75% エタノールで抽出された胆汁酸を同様に酵素法

により測定し、疎水性物質結合胆汁酸とした。 

肝臓の CYP7A1、ATP-binding cassette (ABC) G5 および apoE mRNA 量をノーザンブロット法で

測定した。Chomczynski および Sacchiの方法 (1987) で肝臓中 RNA を抽出し、20gの RNA をノ

ーザンブロット法による分析に用いた。Megaprime DNA ラベリングシステム (アマシャム㈱) で

ラット CYP7A1、ラット ABCG5、およびマウス apoE の cDNAを標識し、ハイブリダイゼーショ

ンを行い、イメージアナライザー (BAS 2000, 富士フィルム㈱)を用いて測定した。apoE mRNA

量はこの動物モデルでは変化しないことが分かっている (Oda et al., 1995; Yoshida et al., 1996)。そ

のため apo E mRNA を内部標準として用いた。 

 

4.2.2.4. 統計解析  

一元配置分散分析法を用いて有意差が見られた場合に、Duncan (1955) の多重分析により群間

の有意差検定を行った。
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4.2.3. 結果 

 

FCE 脂質画分の脂肪酸組成を Table 4.2.2に示した。FCE 脂質画分の主要な脂肪酸はパルミチン

酸 (16:0) であり、FCE 脂質画分 100g中に 18.2%含まれていた。ラード、コーン油、魚油との比

較をおこなったが、多価値不飽和脂肪酸は、少なかった。FCE 分離タンパク質画分の粗タンパク

質は 70.7%であった。 

 

Table 4.2.2 Fatty acids compositon of in the fat fraction of freshwater clam extract (FCE), lard, corn oil and fish 

oil. 

 

1 Fatty acids in fat fracion of FCE were analyzed by GC/MS. Quantification of each sterols were calculated by ratio of 

the peak area of each fatty acid to that of internal standard (tricosanoic acid). Spelco® 37 FAME mix (Cat. 

No.47885-U, Sigma-Aldrich, Inc.) was used as external standard. 
2 The data concerning lard and corn oil were quoted from the Standard Tables of Food Composition in Japan, 4th 

ed.(1982). 
3 The data concerning fish oil was published in De Schrijver et al. (1992). 

 

ラットの初体重、終体重、飼料摂取量、肝臓および脂肪組織重量を Table 4.2.3 に示した。終体

Fat fraction of FCE
1

Lard
2

Corn oil
2

Fish oil
3

Fatty acid

C14:0 1.5 1.9 5.0

C14:1 0.3 0.1

C15:0 0.3 0.4

C15:1 0.1

C16:0 18.2 25.3 10.5 19.5

C16:1 6.3 3.5 6.0

C16:2 0.8

C16:4 0.8

C17:0 1.3 0.5 1.1

C17:1 1.2 0.4

C18:0 3.9 11.5 2.0 4.5

C18:1(n-9 ) 2.4 40.5 32.5 16.0

C18:1(n-7) 2.8

C18:2(n-6 ) 0.9 9.3 47.3 20.5

C18:3(n-3 ) 1.7 0.7 1.4 2.5

C18:4(n-3) 1.9

C20:0 0.5 0.2

C20:1(n-9 ) 0.5 0.6 0.9

C20:4(n-6 ) 0.6 0.3 0.4

C20:5(n-3) 9.0

C22:5(n-3) 1.0

C22:6(n-3 ) 0.7 6.0

C24:1(n-9 ) 0.4

PUFAs 4.3 10.3 48.7 42.9

MUFAs 10.4 45.4 32.5 25.8

(g/100g )
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重は 5群間で差は見られなかった。しかし飼料摂取量は FCE 群において対照群に比べ有意に増加

した。肝臓重量は、基本食群と比較して、高コレステロール食である対照群で有意に高値を示し

た。FCE 群および分離タンパク質画分群は、対照群と比較して有意に低値を示したが、脂質画分

群は、対照群と差が見られなかった。副睾丸周囲脂肪組織は基本食群と比較して、対照群で有意

に低値を示した。また、 腎周囲脂肪組織および 腹部脂肪組織では、基本食群と対照群で差は見

られなかった。FCE 群およびその画分群 (脂質画分、分離タンパク質画分)では対照群と差が見ら

れなかった。 

胆汁鬱滞の指標となる直接ビリルビンおよび ALP について Table 4.2.3に示した。直接ビリルビ

ンおよび ALP において、基本食群と比較して対照群で有意に高値を示した。しかし、FCE 群、脂

質画分群および分離タンパク質画分群においては、対照群と比較して有意に低値を示した。 

 肝障害の指標となる血清 AST及び ALT を Table 4.2.3 に示した。AST は 5群間で差がなかった

が、ALT は基本食群と比較して、対照食群で有意に高値を示した。FCE 群および分離タンパク質

画分群は対照群と比較して有意差がなかったが、脂質画分群は有意に低値を示した。 

血清脂質 (中性脂肪、総コレステロール、LDLコレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸) を Table 

4.2.3に示した。血清中性脂肪は基本食群と比較し対照群で有意に低値を示した。FCE 群および脂

質画分では対照群と比較し、有意に高値を示したが、分離タンパク質画分では対照群と差が見ら

れなかった。血清総コレステロール、LDLコレステロール、リン脂質および遊離脂肪酸は基本食

群と比較し、対照群で有意に高値を示した。しかし FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質画

分群では、対照群と比較し有意に低値を示した。 

血清アディポネクチン濃度は、基本食群と比較し対照群で有意に低値を示した。FCE 群では対

照群と比較し有意に高値を示したが、脂質画分群および分離タンパク質画分群では対照群と比較

し差が見られなかった (Table 4.2.3)。 

肝臓脂質 (総脂質、中性脂肪、コレステロール、リン脂質) を Table 4.2.3に示した。肝臓総脂質、

中性脂肪、コレステロールは基本食群と比較し、対照群で有意に高値を示した。肝臓総脂質、中

性脂肪は、FCE群および脂質画分および分離タンパク質画分で対照群と比較し有意に低値を示し

た。肝臓コレステロールは FCE 群および脂質画分群で対照群と比較し有意に低値を示したが、分

離タンパク質画分群では対照群と比較し低値を示す傾向があるものの有意差がなかった。リン脂

質は基本食群と対照群に差がなく、また対照群と FCE 群および脂質画分/分離タンパク質画分で

有意差がなかった。 
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Table 4.2.3 Effect of freshwater clam extract (FCE), fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction on food 

intake, body weight, relative organ weight, serum parameter and hepatic lipids in rats fed a high-cholesterol 

diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c,d) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

試験終了前 3日間の糞の排泄量と糞中ステロール量を Table 4.2.4に示した。糞の乾燥重量は対

照群と基本食群で有意差が見られなかった。FCE群、脂質画分群および分離タンパク質画分群で

は対照群と比較して有意に増加した。対照群はコレステロールの添加により基本食群と比較して

中性ステロールの糞中への排泄量が有意に増加した。FCE 群および脂質画分群の糞への中性ステ

ロール排泄量 (コレステロール、コプロスタノールおよびコプロスタノンの合計) は対照群と比

較して、さらに増加した。 

 

Initial body weight (g ) 108 ± 2 108 ± 2 108 ± 2 108 ± 2 108 ± 2

Final body weight (g ) 176 ± 4 178 ± 4 184 ± 4 176 ± 3 183 ± 3

Food intake  (g for 14 days ) 185 ± 3
a

187 ± 5
a

207 ± 4
b

185 ± 2
a

201 ± 5
ab

Relative organ weights (g/100g of body weight )

Liver 4.34 ± 0.07
a

5.18 ± 0.08
c

4.78 ± 0.05
b

5.07 ± 0.05
c

4.84 ± 0.07
b

Adipose tissue

  Epididymal 1.92 ±  0.09
b

1.31 ± 0.08
a

1.51 ± 0.09
a

1.46 ± 0.08
a

1.35 ± 0.08
a

  Perirenal 0.13 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.11 ± 0.01

  Abdominal 1.29 ± 0.07
b

1.01 ± 0.10
ab

1.12 ± 0.08
ab

0.86 ± 0.10
a

0.99 ± 0.10
ab

Serum

Direct bilirubin (mg/dL ) 0.01 ± 0.00
a

0.02 ± 0.00
b

0.01 ± 0.00
a

0.01 ± 0.00
a

0.01 ± 0.00
a

AST (IU/L ) 186 ± 13 199 ± 12 231 ± 21 220 ± 13 236 ± 22

ALT (IU/L ) 55.7 ± 4.9
a

79.3 ± 8.0
b

67.5 ± 6.5
ab

58.5 ± 3.5
a

70.0 ± 6.2
ab

ALP (IU/L ) 1435 ± 41
a

2323 ± 79
d

1566 ± 47
ab

1667 ± 66
b

1885 ± 58
c

Triacylglycerol (mg/dL ) 51.7 ± 4.8
b

17.3 ± 1.9
a

46.2 ± 10.5
b

47.7 ± 12.6
b

13.2 ± 1.9
a

Total cholesterol  (mg/dL ) 93.3 ± 4.7
a

447 ± 36
c

107 ± 4
a

145 ± 7
a

273 ± 25
b

LDL-cholesterol (mg/dL ) 12.5 ± 0.8
a

350 ± 30
d

54.0 ± 3.8
ab

82.7 ± 5.6
b

203 ± 21
c

Phospholipids  (mg/dL ) 167 ± 6
c

189 ± 11
d

122 ± 2
a

139 ± 6
ab

146 ± 6
b

Free fatty acid (mEq/L ) 0.99 ± 0.03
a

1.44 ± 0.05
c

0.99 ± 0.05
ab

1.17 ± 0.05
b

1.17 ± 0.07
b

Adiponectin (mg/L ) 2.99 0.12
b

2.59 0.08
a

3.74 0.07
c

2.52 0.12
a

2.12 0.11
a

Liver

Total lipids (mg/g liver ) 81.9 ± 6.8
a

173 ± 5
d

126 ± 2
b

114 ± 4
b 156 ± 4

c

Triacylglycerol (mg/g liver ) 29.3 ± 3.4
a

52.8 ± 5.7
c

31.0 ± 1.7
a

30.1 ± 1.0
a 42.8 ± 2.7

b

Cholesterol  (mg/g liver ) 4.08 ± 0.19
a

21.9 ± 2.0
c

14.4 ± 0.7
b

15.2 ± 0.7
b 18.8 ± 1.1

c

Phospholipids (mg/g liver ) 24.3 ± 0.3
a 26.1 ± 1.0

ab 25.9 ± 0.4
ab 26.6 ± 0.6

b 24.3 ± 0.8
a

High-cholesterol diet

Cholesterol free diet FCE protein

 isolate fraction
2

Control FCE
2

Fat fraction of FCE
2
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Table 4.2.4 Effect of freshwater clam extract (FCE), fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction on fecal 

dry weight, nutral sterol and bile acids in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan's maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 
3 Total neutral sterols = cholesterol + coprostanol + coprostanone. 

 

糞への植物ステロール排泄量 (ブラシカステロール、カンペステロール、スティグマステロー

ルおよび-シトステロール量の合計) もまた、FCE 群および脂質画分群で対照群と比較して有意

に増加した (Table 4.2.5)。しかしながら、分離タンパク質画分は糞中中性ステロールおよび植物

ステロールの糞中への排泄量に影響しなかった (Table 4.2.4 および 4.2.5)。胆汁酸の糞中への排泄

量は、基本食群に比較して対照群で有意に増加した (Table 4.2.4)。FCE 群、脂質画分群および分

離タンパク質画分群で対照群と比較して糞中胆汁酸排泄量は有意に増加した。FCE に含まれる疎

水性物質に胆汁酸が結合しているか否かを検討するために、糞をまずリン酸緩衝液で洗浄した後、

残渣を 75%エタノールで抽出し、75%エタノールで抽出された胆汁酸量を測定し、糞中疎水性物

質結合胆汁酸量とした。FCE群では、対照群と比較して糞中疎水性物質結合胆汁酸量が有意に増

加した。しかしながら、脂質画分群および分離タンパク質画分群では、対照群と比較して有意な

差が見られなかった (Table 4.2.4)。 

肝臓 CYP7A1 mRNA 量と ABCG5 mRNA量を Fig. 4.2.1に示した。コレステロールから胆汁酸

への代謝における律速酵素である CYP7A1 の mRNA 量は FCE 群、脂質画分群および分離タンパ

ク質画分群において、対照群と比較して有意に増加した (Fig. 4.2.1)。また、ABCG5 は主に肝臓

と腸管で発現し、肝臓から胆汁中へコレステロール排泄において重要な役割を果たしている。肝

臓 ABCG5 の mRNA 量は対照群で基本食群と比較して有意に増加した。さらに、FCE 群、脂質画

分群および分離タンパク質画分群では対照群と比較して有意にABCG5 mRNA量が増加した (Fig. 

4.2.1)。 

Fecal dry weight (g/3 d ) 0.94 ± 0.07
a

0.94 ± 0.08
a

3.7 ± 0.1
d

1.6 ± 0.0
b

2.7 ± 0.1
c

Cholesterol (μmol/3 d ) 4.80 ± 0.96
a

72.9 ± 11.5
b

381 ± 24
d

302 ± 16
c

113 ± 7
b

Coprostanol (μmol/3 d ) 21.6 ± 1.5
d

12.3 ± 1.2
c

1.29 ± 0.87
ab

4.61 ± 1.84
b

0.09 ± 0.04
a

Coprostanone (μmol/3 d ) 0.84 ± 0.10
a

0.73 ± 0.16
a

2.99 ± 1.98
a

10.5 ± 4.0
b

0.71 ± 0.48
a

Total neutral sterols
3 

(μmol/3 d ) 27.3 ± 2.0
a

85.9 ± 11.4
b

386 ± 26
d

317 ± 18
c

114 ± 7
b

20.4 ± 3.4
a

154 ± 12
b

325 ± 20
d

287 ± 10
c

282 ± 7
c

11.9 ± 2.0
a

89.3 ± 7.7
b

134 ± 16
c

114 ± 8
bc

99 ± 10.5
b

Bile acids binding to

  hydrophobic substance
4

                             (μmol/3 d )

Cholesterol free diet

High-cholesterol diet

Control FCE
2

Fat fraction of FCE
2

FCE protein

 isolate fraction
2

Total bile acids (μmol/3 d)
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Table 4.2.5 Effect of freshwater clam extract (FCE), fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction on fecal 

dry weight, nutral sterol and bile acids in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan's maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 
3 Total pytosterols = brassicasterol + campesterol + stigmasterol + -sitosterol. 

 

 

Figure 4.2.1 Effect of freshwater clam extract (FCE), fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction  on 

hepatic (A)CYP7A1 and (B)ABCG5 mRNA in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan's maltiple-range test. In each graph, different letters (a,b,c) 

indicate statistically significant differences (p < 0.05). FCE:Freshwater clam extract 

Brassicasterol (μmol/3 d ) 0
a

0
a

31.00 ± 2.1
c

23.7 ± 1.1
b

0
a

Campesterol (μmol/3 d ) 0.30 ± 0.11
a

0.83 ± 0.13
a

48.9 ± 3.8
c

38.5 ± 2.4
a

1.01 ± 0.11
a

Stigmasterol (μmol/3 d ) 0
a

0
a

24.1 ± 1.9
c

18.9 ± 1.1
b

0
a

β-sitosterol (μmol/3 d ) 0.490 ± 0.13
a

2.690 ± 0.61
a

19.90 ± 1.7
b

17.70 ± 1.2
b

2.08 ± 0.11
a

Total phytosterols
3 

(μmol/3 d ) 0.780 ± 0.22
a

3.520 ± 0.74
a

124.0 ± 9
c

98.8 ± 5.8
b

3.1 ± 0.21
a

Cholesterol free diet

High-cholesterol diet

Control FCE
2

Fat fraction of FCE
2

FCE protein

 isolate fraction
2
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4.2.4 考察 

 

前節において、我々は FCE が高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モ

デルラットに対し、コレステロール低下作用を示すことを明らかにした (Table 4.1.2)。FCE のコ

レステロール低下作用は、糞中への中性ステロールおよび胆汁酸排泄促進 (Table 4.1.3)、また肝

臓 CYP7A1遺伝子の発現促進を介しているメカニズムの可能性が示唆された (Fig. 4.1.2)。しかし

ながら、そのコレステロール低下作用が、FCE中のどのような成分によって引き起こされるのか

は明らかとなっていない。本節においては、FCEの主要構成成分である脂質およびタンパク質に

着目して、その脂質画分または分離タンパク質画分がコレステロール低下作用を示すかどうかを

高コレステロール食によって誘導した高コレステロール血症モデルラットを用いて検討した。そ

の結果、脂質画分および分離タンパク質画分ともに、有意に血清および肝臓コレステロール濃度

を低下させた (Table 4.2.3)。また、脂質画分の方が分離タンパク質画分より強いコレステロール

低下作用を示すことが明らかとなった。 

Iritaniらはシジミ中に含まれる植物ステロールおよび多価不飽和脂肪酸がコレステロール低下

作用を示す可能性を示唆している (Iritani et al., 1979b; Iritani et al., 1980)。Sugano ら (1976) は高コ

レステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデルラットを用いて、植物ステロー

ルのコレステロール低下作用の投与量依存性について検討を行っている。その結果、0.1%植物ス

テロール+1%コレステロール食では、植物ステロールを含まない 1%コレステロール食と血清コレ

ステロール濃度に有意差が見られないことが示されている (Sugano et al., 1976)。FCE 群および脂

質画分群の飼料に含まれる FCE 由来の総植物ステロール量は 0.04%以下であった (Table 2.4)。そ

のため、本節の研究において用いた FCE 中の植物ステロール量では、FCE のコレステロール低下

作用の効果の全てを説明するには十分ではないと思われた。また、FCE 中の多価不飽和脂肪酸量

は、ラードと比較して同程度であり、またコーン油や魚油より低い値を示した (Table 4.2.2)。さ

らに、FCE のコレステロール低下作用を植物ステロールと多価不飽和脂肪酸で説明する場合、い

くつかの研究において、本節における研究結果と矛盾する結果が示されている。Jiaら (2007) は、

ハムスターにおいてコレステロールを含まない飼料と比較して、0.25%コレステロール食は肝臓

ABCG5遺伝子の発現を促進し、一方で、高コレステロール食+1%植物ステロール食では肝臓

ABCG5遺伝子の発現が促進されないことを示している。残念なことに、多価不飽和脂肪酸が肝

臓 ABCG5 または G8遺伝子に及ぼす影響を検討したものはほとんど見られない。さらに、先行研

究において植物ステロールや多価不飽和脂肪酸は糞中への胆汁酸排泄量を促進しないことが示さ

れている (Uchida et al., 1984; Plsöch et al., 2006; De Schrijver et al., 1992; Høstmark et al., 1989)。それ

故、植物ステロールおよび多価不飽和脂肪酸は、FCEの糞中中性ステロールおよび胆汁酸排泄促



48 

 

進作用において中心的に作用している化合物ではないと考えられた。以上のことから、FCEには

植物ステロールおよび多価不飽和脂肪酸以外に強いコレステロール低下作用を示す化合物の存在

が示唆された。 

本章第 3 節で詳細は述べるが、FCE脂質画分を TLC プレート上に展開すると様々な化合物が含

まれることが分かる (Fig. 4.3.1)。Maokaら (2005) はシジミ中から複数の新規カロテノイドの存

在を報告している。また、Maokaら (2005) はシジミ中の主要なカロテノイドであるルテインが、

シジミの餌中に含まれることも示している。本節においては、FCE中のカロテノイドやその他の

脂溶性化合物がどのような成分であるかについての検討は行っていないが、脂質画分に含まれる

未知の脂溶性化合物の可能性が考えられた。 

Ikedaら (2009) は大豆タンパク質が肝臓 ABCG5および G8遺伝子発現を促進し、胆汁中への

コレステロール排泄を促進するが、糞中への中性ステロール排泄には影響を及ぼさないことを示

している。FCE分離タンパク質画分においても、Ikedaら (2009) の報告同様に、ABCG5 遺伝子

の発現を誘導するものの、糞中中性ステロール排泄量には影響を及ぼさなかった (Fig. 4.2.1, Table 

4.2.4)。Higakiら (2006) は胆汁酸が大豆タンパク質中のペプチドに、結合して、糞中へ排泄され

ている可能性を示唆している。FCE群およびその分離タンパク質画分群において、糞の排泄量が、

対照群と比較して有意に増加した (Table 4.2.4)。このことは、FCEが難消化性タンパク質を含ん

でいる可能性を示している。しかしながら、分離タンパク質画分群のラットの排泄した糞中にお

ける疎水性物質に結合している胆汁酸量は増加しなかった (Table 4.2.4)。FCEによって肝臓

CYP7A1遺伝子発現は促進されたが、farnesoid X receptor (FXR) を介した CYP7A1 の負の転写因

子である SHP 遺伝子の発現には影響を及ぼさなかった (Lu et al., 2000; Goodwin et al., 2000) (Fig. 

4.1.2)。それ故、これらの結果から、分離タンパク質画分に含まれる疎水性物質が糞中への胆汁酸

排泄の促進や血清コレステロール低下に作用しているとは考えられなかった。一方で、タンパク

質のアミノ酸組成は、コレステロール代謝において重要な役割を果たしている (Oda, 2006)。FCE

中のグリシン量はカゼインと比較して約 2～3倍含まれており、また含硫アミノ酸量は FCE とカ

ゼインにおいて差がなかった (Table 2.3)。グリシンや含硫アミノ酸は、高コレステロール食によ

って誘導される高コレステロール血症モデルラットにおいて血漿コレステロールレベルを低下さ

せることが報告されている (Sugiyama et al., 1985; Oda, 2006)。しかしながら、我々は FCE 中のタ

ンパク質がどのようにコレステロール低下作用を示すのか明らかにすることは出来ていない。

FCE中のアミノ酸組成や未知の生理活性ペプチドがコレステロール低下作用を示している可能性

も考えられる。 

本節において、我々は FCE 脂質画分および分離タンパク質画分がコレステロール低下作用を有

することを明らかにした。加えて、本節で得られた結果から、FCEはメタボリックシンドローム、
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肝障害および胆汁鬱滞に対しても有用な効果を示す可能性が示唆された。FCE脂質画分によって

肝障害の指標である血清 ALT 活性が抑制された。胆汁鬱滞の指標である血清直接ビリルビンおよ

び ALP 活性は高コレステロール食によって上昇したが、FCEの混餌投与によって上昇が抑制され

た。メタボリックシンドロームは、肥満に由来する疾病であり、一般的にインスリン抵抗性と慢

性的な血漿遊離脂肪酸レベルの上昇を伴うことが知られている (Lam et al., 2002)。本節において、

FCE および脂質画分、分離タンパク質画分を摂食したラットにおいて血清遊離脂肪酸レベルは低

下することを示した (Table 4.2.3)。さらに、FCE によって血清アディポネクチンレベルが上昇し

た (Table 4.2.3)。これらの結果は、FCE がメタボリックシンドロームや生活習慣病に対して有益

な効果を有することを示唆している。 

本節において、FCE脂質画分および分離タンパク質画分はコレステロール低下作用を示すこと

が明らかとなった。脂質画分と分離タンパク質画分の混合物である FCE は、強いコレステロール

低下作用を示した。さらに、FCE のコレステロール低下作用は、ABCG5 および CYP7A1の遺伝

子発現の変動を介していることが明らかとなった。しかしながら、一方でこれらの遺伝子の発現

が FCE およびその成分によって、どのように制御されているのかという部分は明らかとなってい

ない。近年、コレステロール代謝を制御しているいくつかの microRNAが報告されている (Esau et 

al., 2006; Takagi et al., 2010)。そのため、転写因子の分析や microRNA マイクロアレイ解析は、FCE

や FCE 脂質画分/分離タンパク質画分が高コレステロール食を摂食したラットにおいてどのよう

に作用しているのかを明らかにするのに有用であると思われる。一方で、糞中への中性ステロー

ルおよび胆汁酸排泄に対する FCE 脂質画分と分離タンパク質画分の影響は異なっていた。そのた

め、これら 2つの画分による作用メカニズムは、異なっていると思われる。現在、我々はマイク

ロアレイを行い、FCE 脂質画分および分離タンパク質画分がどのように作用しているのかの検討

を行っている。さらに、FCE脂質画分が分離タンパク質画分より強いコレステロール低下作用を

示したので、FCE 中の脂溶性成分に焦点を絞り、活性化合物の同定を行うことが望まれる。 
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第 3節 

 

食餌性高コレステロール血症モデルラットを用いたタイワンシジミ抽出物の脂質画分中の活性

化合物の探索 

 

4.3.1. 緒言 

 

本章第 2 節において、タイワンシジミ抽出物 (FCE) は肝臓の ABCG5および CYP7A1 遺伝子発

現の上昇を介したコレステロール低下作用を示すことを明らかにした (Fig. 4.2.1)。また、FCE の

コレステロール低下作用は、その主要な成分である脂質画分および分離タンパク質画分にどちら

にも由来していることを明らかにした (Table 4.2.3)。また、FCE の脂質画分は分離タンパク質画

分よりも強いコレステロール低下作用を示した。 

本節においては、FCE の脂質画分中のいかなる成分がコレステロール低下作用を示すのかを探

索することを目的とした。FCE の脂質画分は、肝臓の ABCG5および CYP7A1遺伝子の発現を上

昇させることが明らかになっている (Fig. 4.2.1)。さらに、FCE の脂質画分は、糞中への中性ステ

ロールおよび胆汁酸の排泄を促進することが明らかになっている (Table 4.2.4)。入谷らはヤマト

シジミのコレステロール低下作用は、主に植物ステロールおよび PUFA に由来しているとしてい

る (Iritani et al., 1979b; Iritani et al., 1980)。しかしながら、我々のこれまでの研究において、FCE

脂質画分中の植物ステロールおよび PUFA の量では、FCE脂質画分のコレステロール低下作用の

強さを説明することは出来なかった。加えて、FCE 脂質画分による CYP7A1 遺伝子の発現上昇や

糞中への胆汁酸排泄の促進効果については、植物ステロールや PUFA の存在では説明することが

出来ない。それ故、FCE の脂質画分中には植物ステロールや PUFA 以外にコレステロール低下作

用を示す成分があることが考えられる。薄層クロマトグラフィーで FCE の脂質画分を分析すると、

様々な成分が含まれていることが分かる。近年、Maokaら (2005) は、シジミから 43種類のカロ

テノイドを単離し、さらにその中のいくつかが新規のカロテノイドであることを報告している。 

本節においては、FCE中のコレステロール低下作用を示す化合物の探索の一環として、強いコ

レステロール低下作用を示した FCEの脂質画分をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで 9つの

画分に分けた。それらの画分について、ラットを用いてコレステロール低下作用を検討した。 
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4.3.2. 実験方法 

 

4.3.2.1. 試料の調製 

FCE は、第 2章 (2.2.1. FCE の調製および成分分析) に詳細を記載した方法で調製した。タイワ

ンシジミ (C. fluminea)を蒸煮し開口させ肉質部を取り出した。肉質部を粉砕し、肉質部の 2倍量

の加水をし 2時間加熱攪拌抽出した後、80メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、FCE

を得た。FCE 脂質画分は第 4章 第 2 節(4.2.2.1. FCE 脂質画分/分離タンパク質画分の調製および

成分分析) に記載の方法で得た。FCE をクロロホルム：メタノール (2:1, v/v) で撹拌抽出し、濾

過した。更に残渣に同様の溶媒を加え抽出、濾過した。濾液をロータリーエバポレーターで濃縮・

乾固し FCE 脂質画分を得た。FCE を本節における FCE 脂質画分の収率は 25.1%であった。 

脂質画分を n-ヘキサンに溶解し、可溶部をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (移動相：n-

ヘキサン-酢酸エチル；10:0→0:10, クロロホルム:メタノール；10:0→5:5) により 8画分に分画し

た (画分 1-8)。n-ヘキサン不溶部は画分 9とした。全ての画分を減圧乾燥して、FCE からの収率

を求めた。収率および各画分を薄層クロマトグラフィーにより展開した結果を Fig. 4.3.1に示した。 

 

4.3.2.2. 実験動物 

4 週齢のWistar系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期を 20:00-8:00、暗期を 8:00-20:00と

した。本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大

学動物実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱) で 4日間、20%

カゼイン食の半合成飼料で 3日間飼育した後に試験に供した。1群 6匹の 11 群とした。試験食を

Table 4.3.1に示した。基本食群は 20%カゼイン食にとした。対照群は 20%カゼイン食に 0.5%コレ

ステロールと 0.25%コール酸ナトリウムを添加した高コレステロール食とした。FCE脂質画分お

よびそのサブ画分 (Fr. 1-9) は収率から算出して 30%FCE に含まれる量を飼料にラードと置き換

えて添加した。全ての飼料はタンパク質および脂質量が同じになるようにした。試験食の投与開

始 14日目の 6:00から 4時間絶食した。10:00より断頭により採血した後、肝臓を得た。肝臓は直

ちに凍結して、分析まで冷凍保管した。また、試験食投与の最後の 3日間に糞を採取した。 
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Figure 4.3.1 Preparation scheme and TLC analysis of fat subfraction of freshwater clam extrct (FCE).  

FCE was extracted two times with a chloroform-methanol (2:1). (A) The evaporated chloroform–methanol extract was 

used as the fat fraction of FCE. The fat fraction was suspended in n-hexane. The soluble part in n-hexane was separated 

into eight subfractions (fat subfraction 1–8) by silica gel column chromatography (solvent: n-hexane–ethyl acetate, 10:0 

to 0:10, chloroform–methanol, 10:0 to 5:5). The insoluble part was designated as fat subfraction 9. The yields of each 

fat subfraction of FCE are shown in parentheses under the fraction names. TLC plates containing fat subfraction1–9 

separated by silica gel column chromatography. The developing solvents of each plate were as follows: (B) 

n-hexane/ethyl acetate (95:5), (C) n-hexane/ethyl acetate (85:15), or (D) chloroform/methanol (85:15). 

 

 

 

 

 

A
Extracted with chloroform–methanol (2:1)

Subfraction 9

Separated by a silca gel column

(solvent: n -hexane–ethyl acetate, 10:0 to 0:10, chloroform–methanol, 10:0 to 5:5)

(3.72%)

Subfraction 1 Subfraction 2 Subfraction 3 Subfraction 4 Subfraction 5 Subfraction 6 Subfraction 7 Subfraction 8

(0.610%) (0.470%) (0.850%)

FCE

(13.7%) (3.50%) (0.600%) (0.975%) (0.750%)

Fat fraction Residue

Dissolved in n -hexane

Soluble Insoluble



53 

 

Table 4.3.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the cholesterol-lowering effect of 

fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) in rats fed a high-cholestreol diet. 

 

 

4.3.2.3. 生化学分析 

血清中 AST、ALT、ALP、leucine aminopeptidase (LAP, EC 3.4.11.1) 活性、中性脂肪、総コレス

テロール、リン脂質、遊離脂肪酸を市販キットで測定した。測定キットは、デタミナーAST II、

デタミナーALT II、デタミナーLAP (すべて協和メディックス㈱)、TG-EN カイノス、T-CHO カイ

ノス (どちらもカイノス㈱)、リン脂質-C テストワコー (和光純薬㈱)、 NEFA 試薬 B (シスメック

ス国際㈱)を用いた。 

 肝臓脂質は Folchらの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

採取した糞を凍結真空乾燥し中性ステロールおよび胆汁酸の分析に用いた。中性ステロールは

Delaney らの方法 (2003) により抽出し、TMS 化した。内部標準として 5-コレスタンを用いた。

TMS 化したサンプルを GC/MS (GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロジー㈱) によって分析

した。GC/MS の分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、ディテクタ温度：230℃、

カラム：30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム温度：245℃で 2分間保持、

その後 300℃まで 2℃/分で昇温させた。胆汁酸は、Sheltawyおよび Lowskyの方法 (1975) により

酵素法で測定し、リトコール酸を標準として用いた。 

 肝臓の CYP7A1、ABCG5、SHP および FXR mRNA 量を測定した。CYP7A1、ABCG5 および apoE 

mRNA量をノーザンブロット法で、SHP、FXRおよび apoE mRNA 量を定量リアルタイム PCR 法

により測定した。Chomczynskiおよび Sacchiの方法 (1987) で肝臓中 RNA を抽出した。20gの

RNAをノーザンブロット法またはリアルタイム PCR 法による分析に用いた。ノーザンブロット

法による分析は以下のように行った。Megaprime DNA ラベリングシステム (アマシャム㈱) でラ

ット CYP7A1、ラット ABCG5 およびマウス apoEの cDNAを標識し、ハイブリダイゼーションを

Casein Sucrose Corn oil lard

AIN-93G

mineral

mixture

AIN-93G

vitamin

mixture

Cholesterol
Sodium

cholate

Experimental

substance

Cholesterol free diet 200.0 645.0 10.0 100.0 35.0 10.0 － － －

High-cholesterol diet

Control 200.0 637.5 10.0 100.0 35.0 10.0 5.0 2.5 －

Fat fraction 200.0 637.5 10.0 24.6 35.0 10.0 5.0 2.5 75.4

Fat subfraction 1 200.0 637.5 10.0 59.0 35.0 10.0 5.0 2.5 41.0

Fat subfraction 2 200.0 637.5 10.0 89.5 35.0 10.0 5.0 2.5 10.5

Fat subfraction 3 200.0 637.5 10.0 98.2 35.0 10.0 5.0 2.5 1.8

Fat subfraction 4 200.0 637.5 10.0 97.1 35.0 10.0 5.0 2.5 2.9

Fat subfraction 5 200.0 637.5 10.0 97.7 35.0 10.0 5.0 2.5 2.3

Fat subfraction 6 200.0 637.5 10.0 98.2 35.0 10.0 5.0 2.5 1.8

Fat subfraction 7 200.0 637.5 10.0 98.6 35.0 10.0 5.0 2.5 1.4

Fat subfraction 8 200.0 637.5 10.0 97.4 35.0 10.0 5.0 2.5 2.6

Fat subfraction 9 200.0 637.5 10.0 88.8 35.0 10.0 5.0 2.5 11.2
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行い、イメージアナライザー (BAS 2000, 富士フィルム㈱)を用いて測定した。定量リアルタイム

PCR 法による SHP、FXR mRNA量の測定は以下のように行った。High-capacity cDNA reverse 

transcription kit (Applied Biosystems, Inc.) を用いて cDNA クローンを合成した。用いたプライマー

は以下の通りである。 

Rat SHP forward primer, 5’-CAGCTTGGATTTCCTCGGTTT-3’; rat SHP reverse primer, 

5’-GTCTGGAGGAATTCTGCCCTG-3’; rat FXR forward primer, 

5’-AGCCACAGATCTCCTCCTCG-3’; rat FXR reverse primer, 5’-ACAGGCATCTCGGATACCTCA-3’; 

rat apo E forward primer, 5’-TGAACCGCTTCTGGGATTAC-3’; rat apo E reverse primer, 

5’-TGTGTGACTTGGGAGCTCTG-3’ 

PCR 反応は StepOne real time PCR system (Applied Biosystems, Inc.) で行い検量線法によって

mRNA量を算出した。apoE mRNA 量はこの動物モデルでは変化しないことが分かっている (Oda 

et al., 1995; Yoshida et al., 1996)。そのため apo E mRNA は内部標準として用いた。 

 

4.3.2.4 統計解析  

一元配置分散分析法を用いて有意差が見られた場合に、Duncan (1955) の多重分析により群間

の有意差検定を行った。 
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4.3.3. 結果 

 

ラットの体重、飼料摂取量、肝臓重量を Table 4.3.2 に示した。体重および飼料摂取量は全ての

群において差は見られなかった。肝臓重量は基本食群に比較して、対照群で有意に増加した。画

分 7 群で対照群と比較して有意な肝臓重量の増加が見られたが、その他の画分群では対照群と有

意差は見られなかった。 

 

Table 4.3.2 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on body weight, food intake and relative 

liver weight in rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c,d) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

血清 AST 活性は全ての群間で差が見られなかった (Table 4.3.3)。ALT 活性は、基本食群と比較

して対照群で高値を示さなかったものの、画分 1および画分 2群においては対照群と比較して有

意に低値を示した。胆汁鬱滞の指標である血清 ALP および LAP 活性は基本食群と比較して対照

群で有意に高値を示したが、脂質画分群では、対照群と比較して有意に低値を示した。また、画

分 1 群では ALP 活性は対照群と比較して有意に低値を示し、画分 9 群では有意に高値を示した 

(Table 4.3.3)。 

血清中性脂肪は基本食群と比較して、対照群で有意に低値を示した (Table 4.3.4)。一方で、脂

質画分、画分 1および画分 2群では対照群と比較して血清中性脂肪は有意に高値を示した。血清

総コレステロールは基本食群と比較して、対照群で有意に高値を示した (Table 4.3.4)。しかし、

脂質画分、画分 1、画分 2 および画分 4 群で対照群と比較して有意に低値を示した。画分 1 およ

び画分 2群は、画分 4群と比較して、さらに低値を示した (Table 4.3.4)。一方で、画分 9 群は対 

Cholesterol-free diet 106 ± 2 174 ± 3 174 ± 2 4.02 ± 0.12
a

High-cholesterol diet

Control 106 ± 2 174 ± 3 177 ± 2 4.92 ± 0.08
bc

Fat fraction 106 ± 2 179 ± 4 184 ± 4 5.01 ± 0.08
bcd

Fat subfraction 1 106 ± 2 177 ± 3 183 ± 3 4.78 ± 0.08
b

Fat subfraction 2 106 ± 2 177 ± 4 176 ± 4 5.05 ± 0.11
bcd

Fat subfraction 3 106 ± 1 178 ± 2 178 ± 3 5.03 ± 0.09
bcd

Fat subfraction 4 106 ± 1 179 ± 3 182 ± 4 5.17 ± 0.10
cd

Fat subfraction 5 106 ± 1 179 ± 1 182 ± 3 5.22 ± 0.12
cd

Fat subfraction 6 106 ± 1 175 ± 3 178 ± 3 5.08 ± 0.08
bcd

Fat subfraction 7 106 ± 1 180 ± 3 184 ± 3 5.29 ± 0.04
d

Fat subfraction 8 106 ± 1 179 ± 2 180 ± 3 5.15 ± 0.07
cd

Fat subfraction 9 106 ± 1 177 ± 3 176 ± 4 5.20 ± 0.17
cd

Body wt (g ) Food intake

 (g for 14 d )

Relative liver wt

(g/100 g body wt )Initial Final
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Table 4.3.3 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on serum deviation enzyme activities in 

rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

Table 4.3.4 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on serum lipids in rats fed a 

high-cholesterol diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c,d,e,f,g,h) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

照群と比較し、有意に高値を示した。その他の画分群では対照群と比較して有意な差は見られな

かった。血清リン脂質は対照群において基本食群と比較して有意に増加した。一方で脂質画分、

Cholesterol-free diet 218 ± 13 55.5 ± 2.4
abc

1500 ± 53
a

58.7 ± 1.1
a

High-cholesterol diet

Control 233 ± 18 69.2 ± 7.0
bcd

2181 ± 98
cd

64.8 ± 1.5
c

Fat fraction 215 ± 6 55.2 ± 2.5
ab

1738 ± 81
b

60.5 ± 1.5
ab

Fat subfraction 1 220 ± 12 51.8 ± 3.1
a

1892 ± 70
b

61.7 ± 1.4
abc

Fat subfraction 2 222 ± 12 51.5 ± 1.9
a

2095 ± 49
c

62.7 ± 1.1
bc

Fat subfraction 3 232 ± 30 56.0 ± 5.4
abc

2371 ± 102
de

61.8 ± 1.1
abc

Fat subfraction 4 203 ± 12 59.0 ± 2.4
abcd

2178 ± 55
cd

61.2 ± 0.9
abc

Fat subfraction 5 232 ± 11 64.3 ± 5.3
abcd

2297 ± 89
cde

62.5 ± 1.4
bc

Fat subfraction 6 218 ± 20 65.2 ± 5.2
abcd

2163 ± 34
cd

61.7 ± 0.2
abc

Fat subfraction 7 256 ± 26 73.5 ± 2.9
d

2365 ± 68
de

63.3 ± 0.7
bc

Fat subfraction 8 228 ± 6 70.3 ± 3.0
cd

2142 ± 54
cd

63.2 ± 0.5
bc

Fat subfraction 9 235 ± 17 73.5 ± 8.7
d

2453 ± 73
e

64.2 ± 1.2
bc

Serum

AST

(IU/L )

ALT

(IU/L )

ALP

(IU/L )

LAP

(IU/L )

Cholesterol-free diet 53.0 ± 8.8
e

79.8 ± 1.8
a

146 ± 6
a

1.29 ± 0.07
a

High-cholesterol diet  

Control 11.5 ± 1.9
ab

434 ± 23
efg

189 ± 5
b

1.62 ± 0.07
bcd

Fat fraction 39.3 ± 3.5
d

151 ± 8
b

138 ± 4
a

1.32 ± 0.06
a

Fat subfraction 1 27.7 ± 4.0
c

194 ± 12
bc

142 ± 5
a

1.43 ± 0.13
ab

Fat subfraction 2 29.0 ± 3.5
c

218 ± 10
c

147 ± 6
a

1.40 ± 0.05
ab

Fat subfraction 3 12.7 ± 1.6
ab

389 ± 24
de

181 ± 6
b

1.81 ± 0.15
d

Fat subfraction 4 21.3 ± 3.5
bc

366 ± 19
d

186 ± 7
b

1.50 ± 0.07
abc

Fat subfraction 5 13.0 ± 1.1
ab

418 ± 18
def

195 ± 7
b

1.71 ± 0.05
cd

Fat subfraction 6 14.2 ± 0.8
ab

406 ± 9
def

185 ± 3
b

1.79 ± 0.05
d

Fat subfraction 7 11.7 ± 1.2
ab

461 ± 32
fg

198 ± 7
b

1.63 ± 0.05
bcd

Fat subfraction 8 9.50 ± 1.41
a

485 ± 29
g

200 ± 8
b

1.74 ± 0.06
cd

Fat subfraction 9 12.2 ± 2.4
ab

540 ± 20
h

219 ± 9
c

1.78 ± 0.08
d

Total cholesterol

(mg/dL )

Triacylglycerol

(mg/dL )

Phosholipids

(mg/dL )

Free fatty acid

(mEq/L )

Serum
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画分 1および画分 2群では対照群と比較して有意に低値を示した。また画分 9群では対照群と比

較して有意に高値を示した。血清遊離脂肪酸は対照群で基本食群に比較し有意に高値を示したが、

脂質画分群では、対照群と比較して有意に低値を示した (Table 4.3.4)。 

肝臓脂質 (総脂質、中性脂肪、コレステロール、リン脂質) を Table 4.3.5 に示した。分析した

全ての肝臓脂質の指標 (総脂質、中性脂肪、コレステロール、リン脂質) においてにおいて、基

本食群と比較して対照群で有意に高値を示した。肝臓総脂質では、脂質画分および画分 1群で対

照群と比較して有意に低値を示した。肝臓中性脂肪では脂質画分、画分 1、画分 2 および画分 3

群で対照群と比較して有意に低値を示した。肝臓コレステロールは、脂質画分、画分 1および画

分 2 群で対照群と比較して有意に低値を示した。肝臓リン脂質は画分 1、画分 2、画分 4および画

分 7 群で対照群と比較して有意に低値を示した (Table 4.3.5)。 

 

Table 4.3.5 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on hepatic lipids in rats fed a 

high-cholesterol diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c,d,e,f) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

糞中ステロール (中性ステロールおよび胆汁酸) の排泄量を Table 4.3.6に示した。中性ステロ

ールは、コレステロール、コプロスタノールおよびコプロスタノンの合計とした。中性ステロー

ルおよび胆汁酸排泄量は、基本食群において対照群において有意に増加した。中性ステロール排

泄量は脂質画分および画分 4群で対照群と比較して有意な増加が見られた。一方で胆汁酸排泄量

は、脂質画分群のみで対照群と比較して有意に増加した (Table 4.3.6)。 

 

 

Cholesterol-free diet 71.3 ± 5.1
a

20.9 ± 3.2
a

4.20 ± 0.07
a

24.4 ± 0.3
a

High-cholesterol diet   

Control 176 ± 2
cd

50.1 ± 2.0
ef

18.3 ± 0.5
de

28.9 ± 0.6
c

Fat fraction 121 ± 3
b

26.0 ± 1.5
a

14.0 ± 0.4
b

27.2 ± 0.4
bc

Fat subfraction 1 127 ± 3
b

27.0 ± 1.3
a

14.8 ± 0.5
bc

26.6 ± 0.3
b

Fat subfraction 2 166 ± 4
c

33.7 ± 1.7
b

14.4 ± 0.4
b

26.6 ± 0.4
b

Fat subfraction 3 176 ± 4
cd

40.5 ± 0.8
c

17.1 ± 0.5
de

27.2 ± 0.4
bc

Fat subfraction 4 184 ± 5
d

49.2 ± 2.2
def

17.8 ± 0.6
de

26.7 ± 1.0
b

Fat subfraction 5 187 ± 7
d

48.8 ± 2.4
def

16.5 ± 0.5
cd

27.8 ± 0.8
bc

Fat subfraction 6 167 ± 3
c

43.0 ± 1.5
cd

18.4 ± 0.5
de

27.2 ± 0.4
bc

Fat subfraction 7 185 ± 4
d

46.2 ± 2.8
cde

18.8 ± 1.0
e

26.8 ± 0.7
b

Fat subfraction 8 189 ± 1
d

53.9 ± 2.0
f

17.2 ± 0.8
de

27.2 ± 0.6
bc

Fat subfraction 9 185 ± 5
d

50.3 ± 2.6
ef

17.8 ± 1.0
de

27.6 ± 0.7
bc

Total lipid

(mg/g liver )

Cholesterol

(mg/g liver )

Triacylglycerol

(mg/g liver )

Phosholipids

(mg/g liver )

Liver
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Table 4.3.6 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on fecal nutral sterols and bile acids in 

rats fed a high-cholesterol diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan’s maltiple-range test. Mean values within a column 

with different superscript letters (a,b,c,d,e,f) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

肝臓の CYP7A1、FXR、SHP および ABCG5 mRNA 量を Fig. 4.3.2に示した。肝臓においてコレ

ステロールから胆汁酸への異化代謝の律速酵素である CYP7A1の mRNA量は基本食群と対照群

で差がなかったものの、脂質画分、画分 1および画分 2群で対照群と比較して有意に高値を示し

た (Fig. 4.3.2)。CYP7A1の重要な転写因子である FXR と SHP を測定したが、FXR および SHP 

mRNA量に有意な変化は見られなかった。ABCG5 mRNA 量は基本食群に比べ、対照群で有意に

高値を示した。しかしながら脂質画分およびその他の画分において対照群と比較して ABCG5 の

有意な差は見られなかった (Fig. 4.3.2)。 

 

  

Cholesterol-free diet 38.0 ± 1.3
a

19.0 ± 4.5
a

High-cholesterol diet

Control 221 ± 13
cd

180 ± 12
bc

Fat fraction 347 ± 7
f

245 ± 8
d

Fat subfraction 1 209 ± 18
bcd

165 ± 25
b

Fat subfraction 2 215 ± 9
cd

182 ± 10
bc

Fat subfraction 3 181 ± 13
bc

169 ± 11
b

Fat subfraction 4 289 ± 12
e

213 ± 12
cd

Fat subfraction 5 173 ± 20
b

161 ± 11
b

Fat subfraction 6 228 ± 15
d

174 ± 11
bc

Fat subfraction 7 220 ± 16
cd

174 ± 12
bc

Fat subfraction 8 184 ± 9
bc

155 ± 11
b

Fat subfraction 9 212 ± 12
bcd

178 ± 11
bc

Neutral sterols
†

(mol/3d )

Bile acids

(mol/3d )

Fecal
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Figure 4.3.2 Effect of fat sub-fraction of freshwater clam extract (FCE) on hepatic mRNA in rats fed a 

high-cholesterol diet for 14 days1 

Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Duncan's maltiple-range test. In each graph, different letters 

(a,b,c,d,e) indicate statistically significant differences (p < 0.05). FCE:Freshwater clam extract



60 

 

4.3.4. 考察 

 

本章前節において、我々は高コレステロール食によって誘導された高コレステロール血症モデ

ルラットに対し、FCE 脂質画分および分離タンパク質画分がコレステロール低下作用を示すこと

を明らかにした。また、FCE脂質画分は、分離タンパク質画分より強いコレステロール低下作用

を示した (Table 4.2.3)。FCE脂質画分のコレステロール低下作用は、糞中への中性ステロールお

よび胆汁酸の排泄促進や肝臓 CYP7A1および ABCG5遺伝子発現の促進など、これらの単独もし

くは複合的な作用メカニズムによることが示唆された (Table 4.2.4, Fig. 4.2.1)。本節においてもま

た、FCE 脂質画分は外因性高コレステロール血症モデルラットの血中コレステロールを低下させ

ることを確認した (Table 4.3.4)。しかしながら、これまで詳細なメカニズムおよびどのような脂

溶性成分によってコレステロール低下作用を示すのかは明らかとなっていなかった。本節におい

て、FCE の作用が、どのような成分に由来するのか明らかにするため、FCE 脂質画分をシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィーで 9つの画分 (画分 1～9) に分画し、それぞれの画分がコレステロ

ール代謝に及ぼす影響を検討した (Fig. 4.3.1)。 

画分 1は、強いコレステロール低下作用を示した (Table 4.3.4)。画分 1のコレステロール低下

作用は肝臓 CYP7A1遺伝子の発現促進を介していた (Fig. 4.3.2)。しかしながら、画分 1は糞中へ

の胆汁酸排泄量には影響を及ぼさなかった (Table 4.3.6)。画分 1はシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィーでは保持時間が短く、低極性溶媒によって溶出した。このことは、画分 1に含まれる成

分が低極性化合物であることを示していると思われる。しかしながら、画分 1を TLC 上に低極性

溶媒を用いて展開すると、低い Rf値であり極性化合物の性質を示した (Fig. 4.3.1)。これらの 2

つの相反する結果 (シリカゲルカラムクロマトグラフィーと TLC の結果) は、画分 1が両親媒性

であることを示している。以上のことから、画分 1に含まれる化合物は、低極性溶媒を用いてシ

リカゲルカラムクロマトグラフィーで分離した際には、逆ミセルを形成して、一方で TLC プレー

ト上では展開する前に逆ミセルが壊れたことが予想される。TLC 分析の結果では、画分 1はスフ

ィンゴ脂質であった。Duivenvoorden ら (2006) は、APOE*3Leiden マウスにおいてスフィンゴ脂

質の投与が血漿コレステロールレベルを低下させることを示している。また、その作用メカニズ

ムとして腸管におけるコレステロール吸収の阻害が示されている (Duivenvoorden et al., 2006)。し

かしながら、食餌性スフィンゴ脂質が CYP7A1遺伝子の発現を減少させることも示している 

(Duivenvoorden et al., 2006)。 

画分 2も画分 1同様に、強いコレステロール低下作用を示した (Table 4.3.4)。画分 2には中性

脂肪およびステロールエステルが含まれることが明らかとなった (Fig. 4.3.1)。画分 2および画分

3は、中性脂肪が豊富な画分であったが、極性が異なり、画分 2の方が画分 3より低極性であっ
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た (Fig. 4.3.1)。それ故、画分 2は画分 3と比較して、より飽和度が高く、脂肪酸の炭素鎖も長い

ことが予想された。前節において、FCE 脂質画分とラードの脂肪酸組成を分析した結果において

明確な差異は見られなかった (Table 4.2.2)。外部標準として、一般的な食品の脂肪酸組成の分析

に適した Spelco®37 FAME mix (Cat. No.47885-U, Sigma-Aldrich, Inc.) を用いて分析を行った。それ

故、画分 2では外部標準に含まれていない未知の脂肪酸がコレステロール低下作用を示している

可能性があると思われる。GC/MSによる分析で画分2には微量の植物ステロールが含まれていた。

しかしながら、画分 2に含まれている植物ステロールは画分 4に含まれている植物ステロールの

1/30の量であり、画分 2のコレステロール低下作用の強さを説明するには少なすぎると思われた。

そのため、画分 2に含まれる植物ステロールの影響は小さいものと考えられた。 

Iritaniら (1979b) はシジミのコレステロール低下作用が植物ステロールによるものであること

を示している。しかしながら、我々の研究に用いた FCEに含まれる植物ステロールの量では、FCE

のコレステロール低下作用を十分に説明することは出来ないと思われる。FCE中の植物ステロー

ルの大部分が画分 4に分画され、弱いコレステロール低下作用を示した (Table 4.3.4)。FCE 中の

植物ステロールは FCE によるコレステロール低下作用に寄与しているものの、植物ステロールで

FCE 脂質画分のコレステロール低下作用を説明することは出来ないと思われた (Sugano et al., 

1976)。画分 4のみで糞中への中性ステロール排泄量が増加した (Table 4.3.6)。そのため、FCE 脂

質画分による糞中への中性ステロール排泄促進効果は、植物ステロールが主に寄与しているもの

と思われる。これらの結果から、糞中への中性ステロールの排泄促進は、FCE脂質画分によるコ

レステロール低下作用において、主要な作用メカニズムではないと考えられた。Maokaら (2005) 

はシジミ中に含まれるいくつかの新規カロテノイドについて報告している。いくつかのカロテノ

イドがコレステロール低下作用を示すことが報告されている (Fuhrman et al., 1997)。しかしながら、

カロテノイドは分解しやすい性質をもつため、本節の研究において、我々はカロテノイドを単離

することが出来なかった。 

我々は、本節において、FCE脂質画分は、コレステロール低下作用だけではなく、胆汁鬱滞お

よびメタボリックシンドロームに対しても有用な効果を示すことを明らかにした。食餌性コレス

テロールによる胆汁鬱滞の指標の上昇を、FCE 脂質画分は抑制した (Table 4.3.3, Table 4.3.4)。メ

タボリックシンドロームは通常、インスリン抵抗性および血漿遊離脂肪酸濃度の上昇を伴うこと

が知られている (Lam, et al., 2002)。本研究において、血中インスリン濃度は測定してないが、ラ

ットにおいて高コレステロール食によって誘導される血清遊離脂肪酸濃度の上昇を、FCE脂質画

分は抑制することが明らかとなった (Table 4.3.4)。それ故、FCE は生活習慣病に対して様々な有

用な効果を有する可能性が示唆された。 

本節において、コレステロール低下作用が見られた画分 1および画分 2に含まれるスフィンゴ
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脂質、中性脂肪およびステロールエステルなどの脂質成分は、これまでに明らかとなっているこ

れらの脂質成分とは異なったメカニズムによってコレステロール低下作用を示している可能性が

ある。また、本節において、我々はコレステロール低下作用を示す化合物を単離・同定するには

至らなかった。それ故、画分 1および画分 2に含まれるコレステロール低下作用を示す化合物を

単離・同定し、その化合物の体内動態について更なる研究を実施する必要がある。 
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第 4節 

 

小括 

 

本章において、高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデルを用いて、

FCE のコレステロール低下作用を検討し、またその生理活性物質の探索を行った。その結果、FCE

には強いコレステロール低下作用があることが明らかとなった。FCEの生理活性物質を探索する

ため、その脂質画分および分離タンパク質画分のコレステロール低下作用を検討し、FCE 脂質画

分および分離タンパク質画分どちらにもコレステロール低下作用があることを明らかにした。特

に強いコレステロール低下作用を示した FCE 脂質画分をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

で分画し、それぞれの画分のコレステロール低下作用を検討した結果、スフィンゴ脂質を含む画

分、トリアシルグリセロール、ステロールエステルを含む画分に強いコレステロール低下作用が

見られた。特にスフィンゴ脂質を含む画分 1に強い活性がみられ、CYP7A1 遺伝子の発現が誘導

されていた。このことから、FCE の生理活性物質はスフィンゴ脂質である可能性が示唆され、そ

の作用機序としては、肝臓におけるコレステロールから胆汁酸への異化代謝を促進することで、

コレステロール低下作用を示すことが考えられた。貝類のスフィンゴ脂質としては、セタシジミ

に含まれているセラミド 2-アミノエチルホスホネートをはじめとして、C-P 結合を有する他の高

等動物にはない特異的な構造を持つ化合物が発見されている。スフィンゴリン脂質は貝類の最も

特徴的な成分であるとされている (林, 1971)。Maoka ら (2005) は、シジミの種類によって含まれ

るカロテノイドの種類が異なることを報告している。種特有の代謝経路に加え、餌となる藻類の

種類などによる影響等が関係していると考えられる。これらのことから、本章においてコレステ

ロール低下作用のあったスフィンゴ脂質を含む画分から新規化合物が発見される可能性も十分に

考えられる。今後、更なる研究によって、FCE 中のコレステロール低下作用を有する化合物を単

離・同定することが望まれる。 

加えて、本章においては十分な検討はできなかったものの、FCE 分離タンパク質画分にも強い

コレステロール低下作用が見られた。単なるアミノ酸組成だけでは、十分な説明ができないため、

ペプチド等の影響も考えられる。カゼインなどの動物性タンパク質や大豆などの植物性タンパク

質がコレステロール代謝に及ぼす影響は報告があるが、魚介類等の水産生物のタンパク質がコレ

ステロール代謝に及ぼす影響については研究報告が少ない。今後、FCE 分離タンパク質画分と同

等のアミノ酸組成を遊離アミノ酸で構成して投与する、他のタンパク質源と作用機序の比較の検

討を行うなどによって詳細を明らかにすることが望まれる。 

また、本章において用いた動物モデルは高コレステロール食を投与することによる外因性高コ
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レステロール血症モデルである。このモデルは高 VLDL血症モデルとして非常に有用なモデルで

ある。しかしながら、この高 VLDL血症モデルは、過剰な食餌性コレステロールによって肝臓に

おけるコレステロール合成は完全に阻害されている (Dietschy & Siperstein, 1967)。臨床において、

高コレステロール血症は外因性および内因性コレステロールどちらにも起因している。そのため、

我々は外因性のみならず内因性高コレステロール血症モデルにおいても評価することが重要であ

ると考えている。例えば生体異物によって誘導される内因性高コレステロール血症モデルなどが

あると考えられる。最終的には、FCE 中のコレステロール低下作用を示す成分を同定し、内因性

および外因性高コレステロール血症モデルどちらにおいても、その効果を確認することが必要で

あると考えている。 
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第 5章 

 

タイワンシジミ抽出物が生体異物により誘導される 

肝障害および高コレステロール血症に及ぼす影響 

 

第 1節 

 

タイワンシジミ抽出物がクロレトン誘導 

高コレステロール血症モデルラットに及ぼす影響 

 

5.1.1. 緒言 

 

第 4 章において我々は FCE が高コレステロール食を摂食した高コレステロール血症モデルラ

ットに対し、コレステロール低下作用を示すことを明らかにした。高コレステロール食を摂食さ

せて、高コレステロール血症を引き起こす動物モデルは広く用いられている  (Iritani et al., 

1979b; Iritani et al., 1980; Xu et al., 2000; Asahina et al., 2005)。しかしながら、このモデルは、

過剰な外因性 (食餌性)のコレステロールによって、コレステロール合成が阻害されている 

(Dietschy & Siperstein, 1967)。臨床において、高コレステロール血症の進展には、コレステロ

ール合成が大きな影響を及ぼしている場合がある。そのため、高コレステロール食によって誘導

される高コレステロール血症モデルだけでの検討では、必ずしもコレステロール代謝の研究にお

いて十分であるとは言えない。 

クロレトン、ペントバビタール、polychlorinated biphenyl (PCB)、butylated hydroxytoluene 

(BHT)、dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) などの生体異物を投与すると、HDL-コレステ

ロールおよび apoA-I の上昇を伴う高コレステロール血症を引き起こすことが報告されている 

(Oda et al., 1990; Oda & Yoshida,1994)。また生体異物の投与は、i)肝臓への脂肪の蓄積(Kato et 

al., 1980; Oda et al., 1994)、ii)肝臓での薬物代謝酵素の活性化 (Poland et al., 1982)、iii)尿およ

び組織中のアスコルビン酸濃度の上昇 (Kato et al., 1980; Horio & Yoshida, 1982) などを引き起

こすことが報告されている。生体異物によって引き起こされる高コレステロール血症は、主に

HMG-CoAレダクターゼの活性化および遺伝子発現の誘導によって引き起こされる (Kato et al., 

1980; Nagaoka, et al., 1986)。また生体異物は脂肪酸合成酵素の遺伝子発現を誘導することによ

って、脂肪肝を引き起こす (Oda et al., 1999)。それ故、生体異物によって誘導される高コレステ

ロール血症は、ヒトにおける内因性高コレステロール血症の良いモデルと考えられる。本章にお



66 

 

いては、生体異物の 1つであるクロレトンを投与することによって引き起こされる、高コレステ

ロール血症および脂肪肝のモデルを用いて FCEの効果を検討した。 
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5.1.2. 実験方法 

 

5.1.2.1. 試料の調製 

FCE は、第 2章 (2.2.1. FCE の調製および成分分析) に詳細を記載した方法で調製した。タイワ

ンシジミ (C. fluminea)を蒸煮し殻を開口させ肉質部を取り出した。肉質部を粉砕し、肉質部の 2

倍量の加水をし 2時間加熱攪拌抽出した後、80メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、

FCE を得た。 

 

5.1.2.2. 実験動物 

4 週齢のWistar系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期 8:00-20:00, 暗期 20:00-8:00とした。

本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大学動物

実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱) で 5日間、20%

カゼイン食の半合成飼料で 4日間飼育した後に試験に供した。1群 6匹の 4 群とした。試験食を

Table 5.1.1に示した。基本食群は 20%カゼイン食にとした。 

 

Table 5.1.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the cholesterol-lowering effect of 

freshwater clam extract (FCE) in rats fed a chloretone diet. 

 

 

FCE 群は、タンパク質源を全て FCE として、カゼイン、ショ糖、-コーンスターチで置き換え

Control

group

FCE

group

Chloretone

group

Chloretone+

FCE group

Casein           200.0 －           200.0           200.0

Sucrose           235.0           202.0           234.0           201.0

Corn oil             50.0             50.0             50.0             50.0

-Corn starch           470.0           403.0             468.0             401.0

AIN-76 mineral mixture             35.0             35.0             35.0             35.0

AIN-76 vitamin mixture             10.0             10.0             10.0             10.0

Chlorate － －               3.0               3.0

FCE －           300.0 －           300.0

g/kg
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た。クロレトン群は基本食群に 0.3%クロレトンを添加しショ糖、-コーンスターチで置き換えた。

クロレトン＋FCE 群はクロレトン食のタンパク質源を全て FCE として、カゼイン、ショ糖、-

コーンスターチで置き換えた。全ての飼料はタンパク質量が同じになるようにした。 

試験食の投与開始 14 日目の 18:00から 4時間絶食した。22:00にエーテル麻酔下で開腹し、心

臓より採血した後，肝臓を得た。肝臓は直ちに凍結して、分析まで冷凍保管した。また、試験食

投与の最後の 3日間に糞を採取した。 

 

5.1.2.3. 生化学分析 

血清中 AST、ALT、ALP および LAP 活性、直接ビリルビン、中性脂肪、総コレステロール、

HDL-コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸を市販キットで測定した。市販キットはデタミナー

AST II、デタミナーALT II、デタミナーALP、デタミナーLAP (すべて協和メディックス㈱)、イア

トロ LQ-BIL (三菱化学メディエンス㈱)、TG-EN カイノス (カイノス㈱)、T-CHO カイノス (カイ

ノス㈱)、HDL-コレステロールテストワコー (和光純薬㈱)、リン脂質-C テストワコー (和光純薬

㈱)、NEFA 試薬 B (シスメックス国際㈱)を用いた。 

肝臓脂質は Folchらの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

採取した糞を、凍結真空乾燥し、中性ステロールおよび胆汁酸の分析に用いた。中性ステロー

ルは Delaneyらの方法 (2003) により抽出し、TMS化した。内部標準として 5-コレスタンを用

いた。TMS 化したサンプルを GC/MS (GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロジー㈱) によっ

て分析した。GC/MS の分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、ディテクタ温

度：230℃、カラム：30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム温度：245℃

で 2 分間保持、その後 300℃まで 2℃/分で昇温させた。胆汁酸は、Sheltawyおよび Lowskyの方法 

(1975) により酵素法で測定し、リトコール酸を標準として用いた。 

肝臓中 cytochrome P450 (CYP) 1A1/1A2、CYP2B1/2B2、hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)

レダクターゼ、CYP7A1、LXR、SHP、HNF-4、apoA-Iおよび apoE mRNA 量をノーザンブロット

法で測定した。Megaprime DNA ラベリングシステム (アマシャム㈱) でラット CYP2B1、ラット

CYP1A2、ハムスターHMG-CoAレダクターゼ、ラット CYP7A1、ラット LXR、ラット SHP、ラ

ット HNF-4、ラット apoA-Iおよびマウス apoEの cDNA を標識し、ハイブリダイゼーションを行

い、イメージアナライザー (BAS 2000, 富士フィルム㈱)を用いて測定した。apoE mRNA量はこ

の動物モデルでは変化しないことが分かっている (Oda et al., 1995; Yoshida et al., 1996)。そのため

apo E mRNA を内部標準として用いた。 
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5.1.2.4. 統計解析  

二元配置分散分析法を用いて相互作用 (クロレトン×FCE) に有意差が見られた場合に、t検定

を行い群間の有意差検定を行った。 
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5.1.3. 結果 

 

ラットの飼料摂取量、体重、肝臓重量を Table 5.1.2 に示した。終体重はクロレトンおよび FCE

の影響は見られなかったが、相互作用が見られ、クロレトン群において対照群と比較して有意に

高値を示した。飼料摂取量はクロレトン、FCE および相互作用による影響が見られ、クロレトン

群において対照群と比較して有意に高値を示し、一方でクロレトン+FCE 群でクロレトン群と比

較して有意に低値を示した。肝臓重量はクロレトンにより高値を示し (p < 0.01)、一方で FCE に

より低値を示した (p < 0.01)。 

胆汁鬱滞の指標となる直接ビリルビン、ALP、LAP について Table 5.1.2に示した。直接ビリル

ビンはクロレトンによる影響はなかったが、FCEにより増加した (p < 0.05)。ALP はクロレトン

により低下し(p < 0.01)、FCEによっても低下した (p < 0.01)。LAP はクロレトンの影響が見られ、

また相互作用も見られた。LAP は、クロレトン群では有意に対照群と比較し有意に高値を示した

が、クロレトン+FCE 群ではクロレトン群と比較して有意に低値を示した。 

肝障害の指標となる AST および ALT は、クロレトン、FCE および相互作用による影響が見ら

れた (Table 5.1.2)。AST および ALT はクロレトン群で対照群と比較して有意に高値を示したが、

クロレトン+FCE 群でクロレトン群と比較して有意に低値を示した。 

血清脂質 (中性脂肪、総コレステロール、HDLコレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸) を Table 

5.1.2 に示した。血清中性脂肪はクロレトン、FCE および相互作用による影響は見られなかった。

血清総コレステロール、HDLコレステロールおよびリン脂質についてはクロレトンにより有意に

高値を示した (p < 0.01) が、一方で FCE により有意に低値を示した (p < 0.01)。血清遊離脂肪酸

は、クロレトンによる影響はなかったが、FCE により有意に低値を示した (p < 0.01)。 

肝臓脂質 (総脂質、中性脂肪、コレステロール、リン脂質) を Table 5.1.2 に示した。肝臓総脂

質および中性脂肪はクロレトンにより、特に増加し、クロレトン群において対照群と比較して有

意に高値を示した。しかしながら、肝臓総脂質および中性脂肪はクロレトン+FCE 群ではクロレ

トン群と比較して、有意に低値を示した。肝臓コレステロールにおいても、クロレトン群におい

て対照群と比較して有意に高値を示したものの、クロレトン+FCE 群ではクロレトン群と比較し

て有意に低値を示した。さらに、リン脂質もまた、同様にクロレトン群において対照群と比較し

て有意に高値を示し、クロレトン+FCE 群ではクロレトン群と比較して有意に低値を示した。ま

た肝臓中性脂肪とコレステロールは、FCE 群は対照群と比較して有意に低値を示した。 
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Table 5.1.2  Effect of freshwater clam extract (FCE) on food intake, body weight, relative liver weight, serum 

parameter and hepatic lipids in rats fed a chloretone-containing diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values 

were analyzed two-way ANOVA. When the interaction (chloretone × FCE) was significant, Student’s t test was performed. 

NS, not significant (p > 0.05). * and ** indicate that these values differed significantly at p < 0.05 or < 0.01 from the 

values of the control group. # and ## indicate that these values differed significantly at p < 0.05 or < 0.01 from the values 

of the chloretone group. 
2 Control group, basal diet; FCE group, FCE-supplemented basal diet; chloretone group, chloretonesupplemented basal diet; 

chloretone + FCE group, chloretone and FCE-supplemented basal dietFCE:Freshwater clam extract 
3 C, Chloretone; F, FCE; I, Interraction 

 

糞中への中性ステロール (コレステロール、コプロスタノールおよびコプロスタノンの合計) 

および胆汁酸排泄量を Table 5.1.3に示した。糞中中性ステロール排泄量は対照群とクロレトン群

で差が見られなかった。一方で、FCE 群は対照群と比較して、また FCE+クロレトン群はクロレ

トン群と比較して糞中中性ステロールは有意に増加した。また糞中胆汁酸排泄量はクロレトンに

よる影響はなかったが、FCEにより増加した (p < 0.01)。 

また、糞中への植物ステロールの排泄量 (ブラシカステロール、カンペステロール、スティグ

C
3

F
3

I
3

Initial body weight (g ) 105 ± 1 105 ± 1 105 ± 1 105 ± 1 NS NS NS

Final body weight (g ) 182 ± 2 187 ± 2 191 ± 3** 185 ± 2 NS NS 0.05

Food intake (g for 14d ) 224 ± 5 215 ± 3 290 ± 15** 228 ± 9
## 0.01 0.01 0.05

4.37 ± 0.16 4.11 ± 0.09 6.26 ± 0.12 5.61 ± 0.14 0.01 0.01 NS

Serum

Direct bilirubin (mg/dL ) 0.02 ± 0.00 0.02 ± 0.00 0.01 ± 0.00 0.01 ± 0.00 NS 0.05 NS

AST (IU/L ) 93.5 ± 6.3 80.8 ± 6.1 256.5 ± 57.2** 58.2 ± 1.7
##

0.01 0.05 0.01

ALT (IU/L ) 48.8 ± 5.2 34.7 ± 2.9 129.3 ± 24.3** 33.5 ± 2.8
##

0.01 0.01 0.01

ALP (IU/L ) 1365 ± 51 1207 ± 43 1289 ± 25 980 ± 35 0.01 0.01 NS

LAP (IU/L ) 135.0 ± 1.1 135.3 ± 2.6 144.0 ± 3.7* 127.8 ± 1.0
##

0.01 NS 0.01

Triacylglycerol (mg/dL ) 43.2 ± 6.5 33.2 ± 2.6 29.3 ± 2.0 36.8 ± 5.6 NS NS NS

Total cholesterol  (mg/dL ) 126.2 ± 5.6 60.7 ± 2.2 184.7 ± 8.4 107.3 ± 6.7 0.01 0.01 NS

HDL- cholesterol (mg/dL ) 91.8 ± 3.0 50.8 ± 1.7 128.0 ± 4.2 83.0 ± 4.8 0.01 0.01 NS

Phospholipids (mg/dL ) 204.2 ± 11.6 109.2 ± 2.4 268.5 ± 10.9 173.2 ± 9.7 0.01 0.01 NS

Free fatty acid (mEq/L ) 1.03 ± 0.07 0.76 ± 0.04 1.08 ± 0.03 0.77 ± 0.03 NS 0.01 NS

Liver

Total lipids (mg/g liver ) 74.8 ± 10.2 56.3 ± 1.1 206.1 ± 11.8** 64.0 ± 0.9
##

0.01 0.01 0.01

Triacylglycerol (mg/g liver ) 43.8 ± 14.5 15.7 ± 1.2* 169.8 ± 10.0** 14.0 ± 0.8
##

0.01 0.01 0.01

Cholesterol (mg/g liver ) 3.62 ± 0.26 3.05 ± 0.07* 6.01 ± 0.23** 3.22 ± 0.1
##

0.01 0.01 0.01

Phospholipids (mg/g liver ) 23.7 ± 0.7 24.1 ± 0.2 27.1 ± 0.6** 29.9 ± 0.3
##

0.01 0.01 0.05

Relateive liver weight

　 (g/100g of body weight )

ANOVAControl

group
2

FCE

group
2

Chloretone

group
2

Chloretone+

FCE group
2
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マステロールおよび-シトステロール) は、クロレトンによる影響はなかったが、FCE により有

意に増加した (p < 0.01, Table 5.1.4)。 

 

Table 5.1.3  Effect of freshwater clam extract (FCE) on fecal dry weight, nutral sterol and bile acids in rats fed 

a chloretone-containing diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values 

were analyzed two-way ANOVA. When the interaction (chloretone × FCE) was significant, Student’s t test was performed. 

NS, not significant (p > 0.05). ** indicates that these values differed significantly at p < 0.01 from the values of the control 

group. ## indicates that these values differed significantly at p < 0.01 from the values of the chloretone group. 
2 Control group, basal diet; FCE group, FCE-supplemented basal diet; chloretone group, chloretonesupplemented basal diet; 

chloretone + FCE group, chloretone and FCE-supplemented basal dietFCE:Freshwater clam extract 
3 C, Chloretone; F, FCE; I, Interraction 
4 Total neutral sterols, cholesterol + coprostanol + coprostanone. 

 

Table 5.1.4 Effect of freshwater clam extract (FCE) on fecal phytosterol in rats fed a hloretone-containing diet 

for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values 

were analyzed two-way ANOVA. When the interaction (chloretone × FCE) was significant, Student’s t test was performed. 

NS, not significant (p > 0.05).  
2 Control group, basal diet; FCE group, FCE-supplemented basal diet; chloretone group, chloretonesupplemented basal diet; 

chloretone + FCE group, chloretone and FCE-supplemented basal dietFCE:Freshwater clam extract 
3 C, Chloretone; F, FCE; I, Interraction 

4 Total phytosterols, brassicasterol + campesterol + stigmasterol + -sitosterol. 

 

肝臓の CYP1A1/1A2、CYP2B1/2B2、HMG-CoA レダクターゼ、CYP7A1、LXR、HNF-4、SHP

および ApoA-I mRNA 量を Fig. 5.1.1に示した。CYP1A1/1A2 mRNA量はクロレトンによる影響は

C
3

F
3

I
3

Feces dry weight (g/3 d ) 1.24 ± 0.06 3.67 ± 0.09 1.24 ± 0.08 4.25 ± 0.29 NS 0.01 NS

Cholesterol (μmol/3 d ) 0.81 ± 0.15 25.0 ± 5.7 1.31 ± 0.17 23.1 ± 4.5 NS 0.01 NS

Coprostanol (μmol/3 d ) 4.49 ± 0.38 13.8 ± 3.5 7.00 ± 1.13 42.6 ± 10.5
## 0.05 0.01 0.05

Coprostanone (μmol/3 d ) 0 7.45 ± 1.73 0 9.42 ± 2.10 NS 0.01 NS

Total neutral sterols
4 

(μmol/3 d ) 5.30 ± 0.51 46.2 ± 3.8** 8.31 ± 1.27 75.2 ± 10.4
##

0.01 0.01 0.05

37.5 ± 2.6 303 ± 36 42.9 ± 3.7 275 ± 32 NS 0.01 NS

ANOVA

Total bile acids (μmol/3 d )

Control

group
2

FCE

group
2

Chloretone

group
2

Chloretone+

FCE group
2

C
3

F
3

I
3

Brassicasterol (μmol/3 d ) 0 9.41 ± 1.83 0 8.00 ± 1.23 NS 0.01 NS

Campesterol (μmol/3 d ) 0.398 ± 0.060 17.3 ± 3.8 0.573 ± 0.098 15.3 ± 2.5 NS 0.01 NS

Stigmasterol (μmol/3 d ) 0 8.76 ± 1.50 0 8.10 ± 0.92 NS 0.01 NS

β-sitosterol (μmol/3 d ) 0.758 ± 0.136 9.94 ± 2.20 1.27 ± 0.23 9.06 ± 1.47 NS 0.01 NS

Total phytosterols
4 

(μmol/3 d ) 1.16 ± 0.19 45.4 ± 9.3 1.85 ± 0.33 40.5 ± 6.1 NS 0.01 NS

Control

group
2

FCE

group
2

Chloretone

group
2

Chloretone+

FCE group
2

ANOVA



73 

 

なかったものの、FCE により有意に増加した (p < 0.01)。CYP2B1/2B2 mRNA 量はクロレトンに

より有意に増加した (p < 0.01) が、FCE による影響はなかった。クロレトンにより HMG-CoAレ

ダクターゼ mRNA 量が増加傾向を示したものの有意な差は見られなかった。また、FCE による影

響もなかった。CYP7A1 mRNA はクロレトンによる影響はなかったが、FCEにより有意に増加し

た (p < 0.01, Fig. 5.1.1)。CYP7A1 の転写因子である LXR、HNF-4および SHP mRNA量を測定して

いる。クロレトンは SHP mRNA 量を有意に増加させた (p < 0.05) が、LXRおよび HNF-4 mRNA

量には影響しなかった。また、FCEは LXR、HNF-4および SHP mRNA 量のいずれに対しても影

響しなかった。Apo A-I mRNA 量はクロレトンによる影響は見られなかったものの、FCE により

有意に減少した (p < 0.01, Fig. 5.1.1)。 
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Figure 5.1.1 Effect of freshwater clam extract (FCE) on hepatic (A) CYP1A1/1A2 (B) CYP2B1/2B2, (C) 

HMG-CoA reductse, (D) CYP7A1, (E) LXR, (F) HNF-4, (G) SHP and (H) apoA-I mRNA in rats fed a 

chroletone-containing diet for 14 days1.  

Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values 

were analyzed two-way ANOVA. . When the interaction (chloretone × FCE) was significant, Student’s t test was performed. 

NS, not significant (p > 0.05). Control group, basal diet; FCE group, FCE-supplemented basal diet; chloretone group, 

chloretonesupplemented basal diet; chloretone + FCE group, chloretone and FCE-supplemented basal diet.



75 

 

5.1.4. 考察 

 

先行研究により、シジミは高コレステロール食によって誘導された高コレステロール血症モデ

ルラットに対しコレステロール低下作用を示すことが報告されている (Iritani et al., 1979b; Iritani 

et al., 1980)。シジミによるコレステロール低下作用は主に、シジミに含まれる植物ステロールに

よるコレステロール吸収阻害によると考えられていた (Iritani et al., 1979b)。しかしながら、我々

は前章において高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症ラットに対する

FCE のコレステロール低下作用は、CYP7A1 遺伝子の誘導を介したコレステロールから胆汁酸へ

の異化代謝促進作用による可能性を示した。 

クロレトンなどの生体異物は、血清および肝臓コレステロールレベルを増加させることが知ら

れている (Kato et al., 1980; Nagaoka, et al., 1986; Oda et al., 1999)。生体異物によって誘導される高

コレステロール血症は、HMG-CoA レダクターゼ活性 (Kato et al., 1980; Nagaoka, et al., 1986) およ

びその遺伝子発現 (Oda et al., 1999) が促進されることに伴う、肝臓におけるコレステロール合成

の促進によって誘導される。本節において、クロレトンによってラットの血清および肝臓コレス

テロールは上昇し、先行研究と同様の結果を示した (Table 5.1.2, Kato et al., 1980; Nagaoka, et al., 

1986; Oda et al., 1999)。しかしながら、肝臓 HMG-CoAレダクターゼの遺伝子発現はクロレトンに

よって促進される傾向にあったものの、有意差は見られなかった (Fig. 5.1.1)。また、HMG-CoA

レダクターゼ活性は測定していないものの、血清および肝臓コレステロール濃度はクロレトンに

よって増加した (Table 5.1.2)。本節における研究では、全てのラットはコレステロールを含まな

い飼料を摂取している。それ故、クロレトンの投与によってラットの肝臓においてコレステロー

ル合成が促進され、高コレステロール血症が誘導されたものと考えられる。 

我々は前章において、高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデルラ

ットに対する FCE のコレステロール低下作用は、CYP7A1 遺伝子の発現促進を介したコレステロ

ールから胆汁酸への異化代謝の促進による可能性を示した。また、高コレステロール食による高

コレステロール血症モデルにおいては、FCE の CYP7A1 遺伝子の誘導には HNF-4 が関与してい

る可能性を示した (Fig. 4.1.2)。しかしながら、本節においてクロレトンによって誘導される高コ

レステロール血症モデルラットにおいて FCE は CYP7A1 遺伝子を誘導したが、HNF-4 遺伝子に

は影響を及ぼさなかった (Fig. 5.1.1)。 

生体異物を投与すると高リポタンパク血症および apoA-I の増加が誘導されることが知られて

いる (Oda et al., 1990; Oda & Yoshida 1994)。生体異物は apoA-Iと HDLコレステロールの過剰産生

を誘導することが示されている (Oda & Yoshida 1994)。Walshら (1989)はヒト apoA-I遺伝子を有

する遺伝子改変マウスにおいて、HDL コレステロールと apoA-I レベルが相関関係を有すること
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を示している。Sorci-Thomasら (1989) は血清 apoA-I濃度と肝臓 apoA-I濃度に正の相関関係があ

ることを示している。以上のことから、本節において、FCE による総コレステロールおよび HDL

コレステロール低下作用は、apoA-I遺伝子の発現抑制を介している可能性が考えられる。 

生体異物の投与は、脂肪肝を引き起こすことが知られている。Hitomiら (1993) は PCBによっ

て誘導される脂肪肝は、malic enzyme (ME)、glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)および

6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) などの nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

(NADPH) 産生酵素の誘導を介して起こることを示している。本節において FCE はクロレトンに

よって引き起こされる肝臓への脂質蓄積を抑制した (Table 5.1.2)。DNA マイクロアレイによる分

析では FCEは健常ラットにおいてMEおよびG6PD遺伝子の発現を抑制することが明らかとなっ

ている (Laurent et al., 2013)。クロレトンを摂取したラットにおいても、これらの遺伝子発現が抑

制されている可能性が考えられた。 

本節において FCE は高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症に対して

のみならず、生体異物によって誘導される高リポタンパク血症を伴うことが特徴である高コレ

ステロール血症モデルに対してもコレステロール低下作用を示すことが明らかとなった。さらに、

FCE は生体異物によって誘導される脂肪肝に対しても改善効果を示すことが明らかとなった。こ

れら FCE の作用は、CYP7A1、apoA-I、ME および G6PD などの脂質代謝に関連する遺伝子の変

化を介したものである可能性が示唆された。しかしながら、FCE 中のいかなる成分が作用して、

これらの有益な作用を示すのかは、未知であり、更なる研究の必要がある。 
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第 2節 

 

タイワンシジミ抽出物の脂質画分および分離タンパク質画分が 

クロレトン誘導高コレステロール血症モデルラットに及ぼす影響 

 

5.2.1. 緒言 

 

クロレトンなどの生体異物を投与すると、HDL-コレステロールおよびアポ A-I の上昇を伴う

高コレステロール血症を引き起こすことが報告されている  (Oda et al., 1990; Oda & 

Yoshida,1994)。本章第 1節において我々は FCEが生体異物であるクロレトンを摂食したラット

に対し、コレステロール低下作用を示すことを明らかにした。 

また生体異物の投与は、i) 肝臓への脂肪の蓄積 (Kato et al., 1980; Oda et al., 1994)、ii) 肝臓

での薬物代謝酵素の活性化 (Poland et al., 1982)、 iii) 脂質過酸化の促進 (Kato et al., 1981; 

Oda et al., 1987)、iv) 肝障害 (Sturgill & Lambert, 1997) などを引き起こすことが報告されて

いる。生体異物によって引き起こされる脂肪肝は、脂肪酸合成酵素遺伝子の発現を促進すること

によると考えられる (Hitomi et al., 1993)。生体異物の投与は脂肪肝と慢性的な肝障害を引き起

こす (Oda et al., 1987)。それ故、生体異物投与による肝障害モデルは遺伝子改変やアルコール摂

取を伴わない肝障害モデルとして適している。前節において、FCEはクロレトンによって誘導さ

れる脂肪肝および血清トランスアミナーゼの上昇を抑制することを示した。また、第 2章におい

て FCE はガラクトサミンによって誘導される急性肝障害に対し抑制効果を示すことを明らかに

した。また、出血性ショック (Peng et al., 2008) や四塩化炭素 (Hsu et al., 2010) によって誘導

される肝障害に対しても、FCEは抑制効果を示すことが報告されている。 

それ故、本節では、FCEおよびその主要な構成成分である脂質画分および分離タンパク質画分

が、クロレトンによって誘導される脂肪肝および肝障害に対して、どのような効果を示すのか詳

細に検討することを目的とした。また、併せて、コレステロール代謝に及ぼす影響についても検

討を行った。 
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5.2.2. 実験方法 

 

5.2.2.1. 試料の調製 

FCE は、第 2章 (2.2.1. FCE の調製および成分分析) に詳細を記載した方法で調製した。タイワ

ンシジミ (C. fluminea)を蒸煮し殻を開口させ肉質部を取り出した。肉質部を粉砕し、肉質部の 2

倍量の加水をし 2 時間加熱攪拌抽出した後、80 メッシュの濾布で濾過した。濾液を噴霧乾燥し、

FCE を得た。FCE 脂質画分および分離タンパク質画分は第 4章 第 2節 (4.2.2.1. FCE 脂質画分/分

離タンパク質画分の調製および成分分析)に詳細を記載した方法で調製した。FCE をクロロホル

ム：メタノール (2:1, v/v) で一晩撹拌抽出し、濾過した。残渣に同様の溶媒を加え更に抽出、濾

過した。濾液を減圧下で濃縮・乾固し FCE 脂質画分を得た。脂質画分調製後の残渣を風乾し、乾

燥した残渣を、-アミラーゼで処理した後、沸騰した水浴中で酵素失活させた。室温までさまし

た後、冷却したアセトンを 3倍量加え、高分子を沈殿させた。沈殿を濾過し室温で風乾し、分離

タンパク質画分を得た。FCE脂質画分および分離タンパク質画分の収率は、それぞれ FCE の 21%

および 71%であった。 

 

5.2.2.2. 実験動物 

4 週齢の Wistar 系雄性ラットを日本エスエルシー㈱ (静岡) より購入した。室温 23±1℃、12

時間の明暗サイクルの動物飼育室で、1 匹ずつステンレスケージに入れ飼育した。飼育期間中、

飼料および水道水は自由摂取とした。明暗サイクルは、明期を 20:00-8:00、暗期を 8:00-20:00 と

した。本動物実験は国立大学法人大分大学にて国立大学法人大分大学動物実験規定に従い大分大

学動物実験委員会の承認を得て行った。 

馴化させるための予備飼育として市販固形飼料 (5L37：日本エスエルシー㈱)で 2日間、20%カ

ゼイン食の半合成飼料で 3日間飼育した後に試験に供した。1群 6匹の 5群とした。試験食を Table 

5.2.1に示した。 

基本食群は 20%カゼイン食にとした。対照群は、基本食群に 0.3%クロレトンを添加しショ糖、

-コーンスターチで置き換えたクロレトン食とした。FCE 群はクロレトン食のタンパク質源を全

て FCE として、カゼイン、ショ糖、-コーンスターチ、コーン油で置き換えた。また、脂質画分

群および分離タンパク質画分群の、それぞれの画分の飼料添加量は、収率から FCE 群の飼料に含

まれるそれぞれの画分量と同じになるように決定した。全ての飼料はタンパク質および脂質量が

同じになるようにした。 

試験食の投与開始 14 日目の 6:00から 4時間絶食した。10:00より断頭により採血した後、肝臓

を得た。肝臓は直ちに凍結して、分析まで冷凍保管した。また、試験食投与の最後の 3日間に糞
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を採取した。 

 

Table 5.2.1 Compositions of each diet for the animal experiment regarded with the lipid-lowering and 

hepato-protective effect of freshwater clam extract (FCE), fat fraciton of FCE and FCE protein isolate fraction 

in rats fed a chloretone diet. 

 

 

5.2.2.3. 生化学分析 

血清中 AST、ALT、ALP および LAP 活性、直接ビリルビン、中性脂肪、総コレステロール、

HDL-コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸を市販のキットを用いて測定した(それぞれデタミ

ナーAST II、デタミナーALT II、デタミナーALP、デタミナーLAP (すべて協和メディックス㈱)、

イアトロ LQ-BIL (三菱化学メディエンス㈱)、TG-EN カイノス、T-CHOカイノス (どちらもカイ

ノス㈱)、HDL-コレステロールテストワコー、リン脂質-C テストワコー (どちらも和光純薬㈱)、

NEFA試薬 B (シスメックス国際㈱))。 

肝臓脂質は Folchらの方法 (1957) により抽出した後、重量法で総脂質量を測定した。肝臓中性

脂肪、コレステロール、リン脂質は血清脂質同様に市販のキットで測定した。 

採取した糞を、凍結真空乾燥し、中性ステロールおよび胆汁酸の分析に用いた。中性ステロー

ルは Delaney らの方法 (2003) により抽出し、TMS 化した。内部標準として 5-コレスタンを用

いた。TMS 化したサンプルを GC/MS (GC6890/5973MSD, アジレント・テクノロジー㈱) によっ

て分析した。GC/MS の分析条件は以下の通りである。インジェクタ温度：300℃、ディテクタ温

度：230℃、カラム：30m×0.25mm HP-5ms (アジレント・テクノロジー㈱)、カラム温度：245℃

で 2 分間保持、その後 300℃まで 2℃/分で昇温させた。胆汁酸は、Sheltawyおよび Lowskyの方法 

(1975) により酵素法で測定し、リトコール酸を標準として用いた。糞中ステロールの測定は基本

的実験方法 7.4.3に記載の方法で行った。 

Chomczynskiおよび Sacchiの方法 (1987) で肝臓中 RNAを抽出した。20gの RNA をノーザン

Control FCE
Fat fraction of

FCE

FCE protein

isolate fraction

Casein 200.0 200.0 ― 200.0 ―

Sucrose 228.3 227.3 217.6 227.3 213.0

-Corn starch 456.7 454.7 435.1 454.7 426.0

Corn oil 70.0 70.0 9.5 9.5 70.0

AIN-93G mineral mixture 35.0 35.0 35.0 35.0 35.0

AIN-93 vitamin mixture 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0

Chloretone ― 3.0 3.0 3.0 3.0

FCE ― ― 289.8 ― ―

Fat fraction of FCE ― ― ― 60.5 ―

FCE protein isolate fraction ― ― ― ― 243.0

Basal diet

Chloretone diet

g/kg
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ブロット法またはリアルタイム PCR 法による分析に用いた。肝臓中 CYP1A1/1A2、CYP2B1/2B2

および apoE mRNA量をノーザンブロット法で、FAS、fatty acid desaturase (FADS) 1、ME、CYP7A1、

ABCG5 mRNA量はリアルタイム PCR 法で分析した。ノーザンブロット法による CYP2B1/2B2、

CYP1A1/1A2および apoE mRNA量は以下の方法で行った。Megaprime DNAラベリングシステム 

(アマシャム㈱) でラット CYP2B1、ラット CYP1A2 およびマウス apoE の cDNA を標識し、ハイ

ブリダイゼーションを行い、イメージアナライザー (BAS 2000, 富士フィルム㈱)を用いて測定し

た。apoE mRNA 量はこの動物モデルでは変化しないことが分かっている (Oda et al., 1995; Yoshida 

et al., 1996)。そのためapo E mRNAを内部標準として用いた。定量リアルタイムPCR法によるFAS、

FADS1、ME、CYP7A1、ABCG5 mRNA量の測定は以下のように行った。High-capacity cDNA reverse 

transcription kit (Applied Biosystems, Inc.) を用いて cDNA クローンを合成した。用いたプライマー

は以下の通りである。 

Rat FAS forward, 5’-CCAAGCAGGCACACACAATG-3’; rat FAS reverse, 

5’-GATACCTCCGTCGACAATAG-3’, rat FADS1 forward, 5’-GCTGAAAGGCCTCCTATGTC-3’; rat 

FADS1 reverse, 5’-TTCCGGTCATGATCAATGTG-3’, rat ME forward, 

5’-CTTGTTGCCACCCTGCATTG-3’; rat ME reverse, 5’-TAAGCACACTGTAGAAGAGC-3’, rat 

CYP7A1 forward, 5’-TGTGTGAGGGACCAGGTCTCT-3’; rat CYP7A1 reverse, 

5’-AGCTCCAAAAGGTTGGAGGA-3’, rat ABCG5 forward, 5’-TGTCCTTCAGCGTCAGCAAC-3’; rat 

ABCG5 reverse, 5’-TCTGGCCACTCTCGATGTAC-3’, rat 18s forward, 

5’-CGCCGCTAGAGGTGAAATTC-3’; rat 18s reverse, 5’-TTGGCAAATGCTTTCGCTC-3’ 

PCR 反応は StepOne real time PCR system (Applied Biosystems, Inc.) で行い検量線法によって

mRNA量を算出した。FAS、FADS1、ME、CYP7A1、ABCG5 mRNA 量は 18s mRNA 量を内部標

準として用いて補正した。 

 

5.2.2.4. 病理組織分析 

肝臓組織はホルマリン固定しパラフィン包埋し、ヘマトキシリン・エオジン (H & E) 染色した。

また凍結した組織をオイルレッド O染色した。それぞれの切片を光学顕微鏡下で観察した。 

 

5.2.2.5. 統計解析  

一元配置分散分析法を用いて有意差が見られた場合に、Tukey (1949) の多重分析により群間の

有意差検定を行った。 
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5.2.3. 結果 

 

ラットの飼料摂取量、体重、肝臓重量を Table 5.2.2 に示した。体重および飼料摂取量は 5群間

で有意な差が見られなかった。肝臓重量は対照群において基本食群と比較して有意に高値を示し

た。肝臓重量は FCE群および分離タンパク質画分群では対照群と比較して有意に低値をしめした

が、一方で脂質画分群では対照群と有意な差が見られなかった。FCE の摂取による効果は見られ

なかった。しかし体重増加量は 15%および 30%FCE 群においてコントロール群に比べ有意に増加

した。 

 

Table 5.2.2  Effect of freshwater clam extract (FCE) and fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction on 

food intake, body weight, relative liver weight, serum parameter and hepatic lipids in rats fed a 

chloretone-containing diet for 14 days1 

 

1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the 

values were analyzed one-way ANOVA and then by Tukey's maltiple-range test. Mean values within a column with 

different superscript letters (a,b,c,d) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 

 

胆汁鬱滞の指標となる直接ビリルビン、ALPについて Table 5.2.2に示した。直接ビリルビンは、

全ての群間で有意差が見られなかった。ALP は基本食群と対照群で有意差は見られなかったもの

Initial body weight (g ) 89.4 ± 1.6 89.4 ± 1.6 89.4 ± 2.2 89.3 ± 1.9 89.4 ± 2.5

Final body weight (g ) 160 ± 4 151 ± 3 153 ± 3 156 ± 4 145 ± 4

Food intake  (g for 14 days ) 190 ± 5 181 ± 3 193 ± 2 191 ± 5 181 ± 6

4.00 ± 0.09
a

6.78 ± 0.23
c

5.49 ± 0.03
b

6.24 ± 0.16
c

5.07 ± 0.11
b

Serum

Direct bilirubin (mg/dL ) 0.015 ± 0.002 0.010 ± 0.000 0.012 ± 0.002 0.013 ± 0.002 0.013 ± 0.002

AST (IU/L ) 192 ± 12
a

397 ± 78
b

171 ± 8
a

161 ± 11
a

158 ± 8
a

ALT (IU/L ) 50.0 ± 3.4
a

181 ± 43
b

52.8 ± 2.9
a

54.8 ± 4.9
a

56.7 ± 3.7
a

ALP (IU/L ) 1529 ± 64
b

1524 ± 65
b

908 ± 31
a

937 ± 24
a

1080 ± 29
a

Triacylglycerol (mg/dL ) 34.5 ± 3.6 22.7 ± 2.7 32.7 ± 1.4 28.8 ± 2.5 25.0 ± 6.9

Total cholesterol  (mg/dL ) 99.0 ± 7.0
a

215 ± 6
d

114 ± 5
ab

131 ± 7
b

173 ± 11
c

HDL-cholesterol (mg/dL ) 69.5 ± 4.3
a

129 ± 3
c

76.8 ± 2.9
ab

90.7 ± 4.1
b

113 ± 7
c

Phospholipids  (mg/dL ) 163 ± 7
a

296 ± 10
d

184 ± 6
ab

201 ± 9
b

246 ± 11
c

Free fatty acid (mEq/L ) 1.02 ± 0.05 1.11 ± 0.04 1.07 ± 0.03 0.93 ± 0.05 1.02 ± 0.06

Liver

Total lipids (mg/g liver ) 58.1 ± 2.5
a

167 ± 5
c

68.4 ± 0.8
ab

61.0 ± 0.9
ab

71.8 ± 2.4
b

Triacylglycerol (mg/g liver ) 18.0 ± 0.8
b

55.7 ± 2.1
c

15.6 ± 0.5
b

9.89 ± 0.54
a

17.4 ± 1.8
b

Cholesterol  (mg/g liver ) 3.11 ± 0.10
ab

4.91 ± 0.15
c

2.99 ± 0.07
a

3.13 ± 0.11
ab

3.55 ± 0.16
b

Phospholipids (mg/g liver ) 23.9 ± 0.3
a

28.2 ± 0.5
b

29.5 ± 0.3
b

28.2 ± 0.5
b

29.7 ± 0.6
b

Basal diet

Chloretone diet

Control FCE
2

Fat fraction

 of FCE
2

FCE protein

isolate fraction
2

Relative liver weight

        (g/100g of body weight )
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の、FCE群、脂質画分群および分離タンパク質画分群においては対照群と比較して有意に低値を

示した。肝障害の指標となる AST 及び ALT については対照群では基本食群と比較して有意に高

値を示したが、FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質画分群では対照群と比較して有意に低

値を示し基本食群と同程度であった (Table 5.2.2)。 

血清脂質 (中性脂肪、総コレステロール、HDL-コレステロール、リン脂質、遊離脂肪酸) を Table 

5.2.2 に示した。血清総コレステロール、HDL コレステロールおよびリン脂質は対照群において

基本食群と比較し有意に高値を示した。血清総コレステロールおよびリン脂質は、FCE 群、脂質

画分群および分離タンパク質画分群のすべてにおいて、対照群と比較して有意に低値を示した。

HDL-コレステロールは FCE 群および脂質画分群のみで対照群と比較し有意に低値を示したが、

分離タンパク質画分群では対照群と差が見られなかった。血清中性脂肪および遊離脂肪酸につい

ては群間で差が見られなかった (Table 5.2.2)。 

肝臓脂質 (総脂質、中性脂肪、コレステロール、リン脂質) を Table 5.2.2 に示した。肝臓脂質

はすべて対照群において、基本食群と比較し有意に高値を示した。肝臓総脂質、中性脂肪および

コレステロールは、FCE群、脂質画分群および分離タンパク質画分群のすべてにおいて対照群と

比較して有意に低値を示した。一方で肝臓リン脂質は FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質

画分群において、対照群と差がなかった (Table 5.2.2)。 

肝組織の顕微鏡写真を Fig. 5.2.1 (オイルレッドO染色: (A)—(E), H & E染色 : (F)—(J)) に示した。

オイルレッド O染色した組織において対照群では脂肪滴が確認された (Fig. 5.2.1(A)—(E))。H & E

染色した組織では対照群において門脈域の空胞の数が基本食群と比較して増加していた。しかし、

FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質画分群においては、肝組織の空胞の蓄積が明らかに抑

制されていた。これらの結果は、肝臓脂質量の蓄積の結果と一致していた (Table 5.2.2)。 

糞の排泄量および糞中へのステロール排泄量を Table 5.2.3に示した。糞の乾燥重量は基本食群

および対照群と比較して、FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質画分群において有意に高値

を示した。糞中への中性ステロール (コレステロール、コプロスタノールおよびコプロスタノン

の合計) および胆汁酸の排泄量は、対照群と基本食群に有意差は見られず、クロレトンの影響は

なかった。一方で、FCE群、および脂質画分群においては対照群と比較して、糞中への中性ステ

ロール排泄量が有意に高値を示した。また、糞中への胆汁酸排泄量は、FCE 群、脂質画分群およ

び分離タンパク質画分群において対照群と比較して有意に高値を示した (Table 5.2.3)。
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Figure 5.2.1 Histological changes of liver lobes in rats fed a basal, chloretone-containing diet, supplemented with 

an FCE total, fat fraction of FCE, or FCE protein isolate fraction diet for 14 days. 

All images are light micrograph liver sections from rats fed a (A), (F) basal diet; (B), (G) chloretone-containing diet; (C), (H) 

chloretone-containing diet supplemented with FCE; (D), (I) chloretone-containing diet supplemented with the fat fraction of 

FCE; (E), (J) diet that contained chloretone supplemented with the FCE protein isolate fraction. In figure (A)–(E), sections 

were stained with Oil Red-O, and scale bar indicate 500 μm. In figure (F)–(J), sections were stained with H & E, and scale bar 

indicate 100 μm. P, portal veiurn; C, central vein. 
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Table 5.2.3 Effect of freshwater clam extract (FCE) and fat fracion of FCE or FCE protein isolate fraction on 

fecal dry weight, nutral sterols and bile acids in rats fed a chloretone-containing diet for 14 days1 

 
1 Each value represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values 

were analyzed one-way ANOVA and then by Tukey's maltiple-range test. Mean values within a column with different 

superscript letters (a,b,c) are significantly different (p < 0.05). 
2 FCE:Freshwater clam extract 
3  Total neutral sterols means the sum of cholesterol, coprostanol and coprostanone. 

 

FCE による肝障害および脂肪肝に対する保護作用のメカニズムの一端を解明するため、薬物代

謝酵素および脂質代謝に関わる遺伝子発現を測定した。一般的な薬物代謝酵素として

CYP1A1/1A2および CYP2B1/2B2 mRNA 量を Fig. 5.2.2に示した。FCE 群および脂質画分群では

対照群と比較して CYP1A1/1A2 mRNA 量が高値を示す傾向にあった (p > 0.05)。一方で対照群と

基本食群では CYP1A1/1A2 mRNA 量に有意差はなく、クロレトンの影響はなかった。CYP2B1/2B2 

mRNA量はクロレトンにより誘導され、対照群では基本食群と比較して有意に高値を示した。し

かしながら、FCE 群、脂質画分群および分離タンパク質画分群においては CYP2B1/2B2 mRNA 量

は対照群と比較して有意差は見られず、影響しなかった。 

脂質代謝の重要な酵素である FAS、FADS1およびMEの肝臓中mRNA量を Fig. 5.2.2に示した。

FAS および FADS1 mRNA 量は基本食群と比較して対照群において高値を示したものの、有意差

はなかった。クロレトンによって誘導される FAS mRNAの発現を FCEおよび脂質画分は抑制し、

基本食群と比較して有意に低値を示した。FADS1 mRNA 量は、対照群と比較して FCE 群におい

て低値を示す傾向にあり、また脂質画分群においては有意に低値を示した。しかしながら分離タ

ンパク質画分は FAS および FADS1 mRNA量に影響しなかった。肝臓ME mRNA 量は基本食群と

比較して、対照群で有意に高値を示し、クロレトンにより誘導された。一方で、FCE 群、脂質画

分群および分離タンパク質画分群においては対照群と肝臓 ME mRNA量は有意差がなく、FCE お

よびその 2つの画分による影響はなかった。コレステロールの異化代謝の律速酵素である

CYP7A1の肝臓 mRNA量について有意差はないものの、対照群と比較して FCE 群、脂質画分群

および分離タンパク質画分群において高値を示した。肝臓中 ABCG5 mRNA 量は対照群において、

基本食群と比較し有意に低値を示した。脂質画分群の肝臓中 ABCG5 mRNA 量は、対照群と比較

して高値を示す傾向があったが、有意差は見られなかった。 

 

Feces dry weight (g/3 d ) 0.81 ± 0.05
a

0.88 ± 0.05
a

3.1 ± 0.1
d

1.6 ± 0.1
b

2.4 ± 0.2
c

Total neutral sterols
3 

(μmol/3 d ) 33.1 ± 0.7
a

30.8 ± 3.7
a

162 ± 8
b

157 ± 12
b

37.6 ± 3.3
a

18.7 ± 1.8
a

25.3 ± 2.7
a

86.0 ± 6.0
b

61.8 ± 6.0
b

84.6 ± 10.5
b

Basal diet

Chloretone diet

Control FCE
2

Fat fraction

 of FCE
2

FCE protein

isolate fraction
2

Total bile acids (μmol/3 d)
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Figure 5.2.2 Effect of freshwater clam extract (FCE) and fat fraction of FCE or FCE protein isolate fraction on 

hepatic (A) CYP1A1/1A2  (B) CYP2B1/2B2, (C) FAS, (D) FADS1, (E) ME, (F) CYP7A1 and (G) ABCG5 

mRNA in rats fed a chroletone-containing diet for 14 days. 
1 Data represents the mean ± SEM for the 6 rats in each dietary group. The statistical differences among the values were 

analyzed one-way ANOVA and Tukey’s multiple range test.  

.
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5.2.4. 考察 

 

これまでの研究で、ラットにおいて D-ガラクトサミン (第 2章)、出血性ショック (Peng et al., 

2008) および四塩化炭素 (Hsu et al., 2010) により誘導される肝障害に対し、FCEが肝保護効果

を有することが示されている。本節において、我々は FCE およびその主要な画分である脂質画分

および分離タンパク質画分が、生体異物としてクロレトンを投与し、肝臓へ脂質が蓄積したラッ

トに対し肝保護作用を示すか否かを検討した。 

クロレトンをラットに投与することにより、肝臓への脂質の蓄積が見られた (Table 5.2.2, Fig. 

5.2.1)。さらに肝障害の指標である血清トランスアミナーゼ活性の上昇が見られた (Table 5.2.2)。

我々は、本研究において、FCE がクロレトンによって誘導される肝臓への脂質の蓄積および肝細

胞の障害を改善することを明らかにし、また FCE 脂質画分および分離タンパク質画分も同様の効

果を有することを示した (Table 5.2.2, Fig. 5.2.1)。FCE およびその画分 (特に脂質画分) は強い脂

質低下作用および肝保護作用を示した (Table 5.2.2, Fig. 5.2.1)。 

本章において、FCE およびその画分は肝細胞への脂質 (特に中性脂肪) の蓄積を抑制した 

(Table 5.2.2, Fig. 5.2.1)。生体異物は、肝臓において特異的に NADPH 産生酵素である G6PD、ME、

および6PGDの誘導を介して、脂肪肝を引き起こすことが示唆されている (Hitomi et al., 1993)。

我々は、トランスクリプトミクスによる研究において FCE による肝臓中性脂肪低下作用は、脂肪

酸合成およびシグナルに関する遺伝子発現の調節による可能性を示している (Laurent et al., 2013)。

さらに、マイクロアレイのネットワーク解析により、脂質代謝の中心的な転写因子の 1つである

SREBP1が FCE の脂質低下作用に関わっている可能性が示された (Laurent et al., 2013)。加えて、

FCEは脂質代謝の重要な酵素をコードしている遺伝子の発現に影響していた (Laurent et al., 2013)。 

クロレトン、PCBs、BHTなどの生体異物は CYP の発現を誘導することが示されている (Oda & 

Yoshida, 1994)。CYP はミクロソームの電子伝達系におけるスーパーオキシドや過酸化水素などの

活性酸素種 (ROS) を産生することが知られている (Zangar et al., 2004)。加えて、生体異物は肝臓

の脂質過酸化を引き起こす (Fadhel et al., 2002)。生体異物による肝毒性の主な要因は過剰な脂質

過酸化であると考えられている。肝臓 CYP2B1/2B2 遺伝子はクロレトンによって誘導されたが、

FCE による影響はなかった (Fig. 5.2.2)。そのため、肝障害や脂肪肝に対する FCE の改善効果は、

クロレトンによって誘導される肝臓 CYP2B1/2B2遺伝子の変化では説明することが出来なかった。

Hsu ら (2010) は、四塩化炭素を投与したラットにおいて FCE の経口投与が肝臓の脂質過酸化を

抑制することを報告している。一方で、Oda ら (1987) は、PCB を投与したラット高用量のビタ

ミン E を経口投与した場合において肝臓の脂質過酸化は抑制されるものの、PCB によって誘導さ

れる肝障害はビタミン Eによって改善されないことを報告している。加えて、Gulauertら (2005) 
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によって、ラットにおいて飼料中ビタミン E は肝臓中-トコフェロール量を上昇させるものの、

PCB によって誘導される肝障害に対しては作用しないことも報告されている。それ故、肝臓脂質

過酸化は、生体異物による肝障害の原因ではない可能性がある (Oda et al., 1987)。ROS は炎症誘

発に関わる遺伝子の発現に関係する核内因子-B (NF-B) の発現を誘導することが知られている 

(Sen & Packer, 1996; Baeuerle & Henkel, 1994)。出血性ショックによって誘導される肝障害モデルラ

ットにおいて、FCE は TNF-の産生を抑制することで肝障害を抑制することが報告されている 

(Peng et al., 2008)。また、未発表ではあるが、我々の研究においてもクロレトン誘発肝障害モデル

に対する FCE および脂質画分、分離タンパク質画分の影響をトランスクリプトミクスによって

検討した結果、クロレトンによって引き起こされる TNF- mRNA レベルの上昇が FCE および

脂質画分、分離タンパク質画分によって有意に抑制されることも明らかにしている。生体異物に

よって誘導される肝障害モデルラットにおいて、FCE およびその脂質画分および分離タンパク質

画分が TNF-の産生抑制を介して肝障害を改善する可能性が示唆された。 

Iritaniら (1980) はヤマトシジミ (Corbicula japonica) から調製した中性脂肪が肝臓 G6PD およ

びME 量の低下を引き起こすことを示している。Iritaniら (1980) の研究でリノール酸 (C18:2) を

多く含むコーンオイルの変わりに用いられたヤマトシジミ中の中性脂肪に含まれる長鎖多価不飽

和脂肪酸(C18:4, C20:5およびC22:6)の合計値は全体の脂肪酸の35%以上であった。Iritaniら (1980) 

は、これらの長鎖多価不飽和脂肪酸がヤマトシジミ中性脂肪における脂肪酸合成低下作用の活性

の主体であるとしている。さらに、n-3 系多価不飽和脂肪酸は、遺伝子改変を伴わない非アルコ

ール性脂肪性肝炎モデルラットにおいて TNF-の産生を抑止し、肝障害を抑制することが示され

ている (Svegliati-Baroni et al., 2006)。本研究において用いた FCE 脂質画分中には対照食の脂質で

あるコーン油と比較して、オレイン酸およびリノール酸は、それぞれ 1/13 および 1/50 量であっ

た (Table 4.2.2)。一方で FCE 脂質画分に含まれる長鎖多価不飽和脂肪酸も多くはなかった。にも

かかわらず、FCE 脂質画分は肝臓脂質の蓄積および肝障害を抑制した。それ故、FCE 脂質画分に

おける活性化合物は長鎖多価不飽和脂肪酸以外の脂溶性化合物の可能性が示唆された。 

食餌性タンパク質およびアミノ酸組成は肝臓における脂肪酸合成に影響を及ぼすことが知られ

ている (Iritani et al., 1986; Iritani et al., 1996; Shimizu et al., 2006)。加えて、一部のアミノ酸は肝保

護効果があることが報告されている (Komano et al., 2009)。FCE 脂質画分は肝臓への脂質画分の蓄

積および肝細胞のダメージを抑制した (Table 5.2.2, Fig. 5.2.1)。前章において、FCE のアミノ酸組

成はカゼインとほぼ同じであるが、FCE 中のグリシン量は、カゼインと比較して 2～3 倍量含ま

れていることを示している (Table 2.3)。いくつかの研究において、食餌性グリシンレベルが脂肪

酸合成に影響を及ぼすことが報告されている (Hafidi et al., 2004; Park et al., 1999)。加えて、

Stachlewitz ら (1999) はラットにおいて、食餌性グリシンが、D-ガラクトサミンによって誘導さ
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れる肝障害に対する保護効果を示している。また、グリシンはクッパー細胞による TNF-産生を

抑制することが報告されている (Wheeler et al., 1999)。FCE 中のグリシン量で、FCE による脂質代

謝促進作用および肝保護作用を説明できるか否かは興味深いところである。Iritaniら (1986) は食

餌性の植物由来タンパク質 (小麦グルテンおよび大豆タンパク質) が動物由来タンパク質 (カゼ

インおよび魚由来タンパク質) と比較して、肝臓への中性脂肪の蓄積を抑制すること、また脂肪

酸合成酵素 (G6PD および ME) 活性が高いことを報告している。加えて大豆タンパク質は、カゼ

インと比較して脂肪性合成酵素の遺伝子発現を誘導することを示している (Irinani et al., 1996)。

Ascencio ら (2004) は大豆タンパク質が SREBP1 遺伝子の発現を抑制することで脂肪肝に対する

改善作用を有することを示している。大豆タンパク質と同様の組成のアミノ酸混合物は肝臓の

G6PD および ME 活性を抑制するが、肝臓への中性脂肪の蓄積には影響しないことが報告されて

いる (Iritani et al., 1986)。それ故、FCE 分離タンパク質画分による肝臓への脂質蓄積は、アミノ酸

組成による影響ではなく別のメカニズムによる可能性が考えられる。 

本章におけるクロレトンによって引き起こされる肝障害モデルと第 2章でのガラクトサミン誘

導肝障害モデルの違いは、肝臓への脂肪の蓄積である。近年、生活習慣の変化によってメタボリ

ックシンドロームやその肝臓での表現型である NASH や NAFLD が問題となっている。NASH

の発症メカニズムとして第一段階として肝臓への脂肪の蓄積、第二段階として酸化ストレスやサ

イトカインによって炎症が引き起こされる two hit theoryが提唱されている (Day et al., 1998)。

FCEは単に肝障害を予防するだけではなく、肝細胞への脂肪の蓄積も予防することが明らかとな

った。また、FCEの脂質画分および分離タンパク質画分ともに肝臓への脂肪の蓄積を予防する作

用があり、FCEには水溶性および脂溶性生物どちらにも活性化合物が含まれている可能性が示唆

された。これらの複数の成分が複合体として作用することで、いくつかのメカニズムで生理活性

を示していること、また FCE は脂肪性肝炎発症メカニズムの第一段階の肝臓への脂肪の蓄積お

よび第二段階である炎症性サイトカインの抑制等の各段階においても抑制的に作用することで脂

肪性肝炎を予防する可能性が示唆された。 

本節の研究に用いられたラットは脂肪肝および肝障害のみならず、肝臓においてコレステロー

ル合成が促進されたことにより高コレステロール血症も引き起こしている (Table 5.2.2)。FCE お

よびその脂質画分、分離タンパク質画分は、クロレトンによって誘導された高コレステロール血

症モデルラットにおいて、コレステロール低下作用を示した (Table 5.2.2)。FCE によるコレステ

ロール低下作用のメカニズムはこれまでの研究により、i) 肝臓においてコレステロールから胆汁

酸への異化代謝、ii) 肝臓から胆管へのコレステロール排泄の促進、iii) 糞中への中性ステロール

および胆汁酸の排泄促進によると考えられる。本節の研究においては、コレステロールから胆汁

酸代謝への代謝経路における律速酵素である CYP7A1 遺伝子の発現が誘導される傾向にあった 
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(Fig. 5.2.2)。FCE 脂質画分と FCE 分離タンパク質画分は、糞中へのステロール排泄において異な

る作用を示した (Table 5.2.3)。FCE 脂質画分は、クロレトンによって誘導された高コレステロー

ル血症ラットにおいて、糞中への中性ステロールおよび胆汁酸の排泄を促進した (Table 5.2.3)。

一方で、FCE 分離タンパク質画分は、糞中への胆汁酸排泄を促進したものの、中性ステロールの

排泄には影響を及ぼさなかった (Table 5.2.3)。本節の結果で得られたクロレトンによって誘導さ

れる高コレステロール血症モデルにおける FCE 脂質画分および分離タンパク質画分によるコレ

ステロール低下作用は、全章の高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モ

デルラットにおいても同様であった。加えて、我々の結果は、クロレトンが、肝臓から胆管への

コレステロール輸送において重要な役割を果たしている ABCG5 遺伝子の発現を抑制することを

示した (Fig. 5.2.2)。それ故、この ABCG5 遺伝子の発現抑制作用はクロレトンによる高コレステ

ロール血症誘導作用のメカニズムの一部を示している可能性があった。前章において、高コレス

テロール食によって誘導された高コレステロール血症モデルラットにおいては、ABCG5 遺伝子

の発現は FCE の脂質画分および分離タンパク質画分によって抑制された (Fig. 4.2.1)。しかしなが

ら、本節の研究においてクロレトンによって誘導される高コレステロール血症モデルにおいては、

FCE の脂質画分および分離タンパク質画分は ABCG5 遺伝子の発現には影響を及ぼさなかった 

(Fig. 5.2.2)。 

本節において、FCE およびその主要な構成成分である脂質画分および分離タンパク質画分は、

クロレトンによって誘導される肝臓脂質の蓄積に対し抑制作用を示した (Fig. 5.2.1, Table 5.2.2)。

DNA マイクロアレイによる研究によって FCE は、健常ラットの肝臓において脂肪合成にかかわ

る遺伝子を抑制することが明らかになっている (Laurent et al., 2013)。本研究においても、FCE お

よびその脂質画分は、肝臓の FAS および FADS1遺伝子の発現を抑制した (Fig. 5.2.2)。一方で、

分離タンパク質画分は、これらの遺伝子には影響を及ぼさなかった (Fig. 5.2.2)。このように FCE

脂質画分と分離タンパク質画分は、異なる遺伝子に作用していると思われる。以上のことから、

FCE は複数の活性成分を含み、また複数の作用メカニズムによって作用を示していると考えられ

た。 
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第 3節 

 

小括 

 

第 4章において、高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデルラット

を用いて FCEのコレステロール低下作用を検討し、さらにその活性化合物の探索を行った。そ

の結果、FCEには強いコレステロール低下作用があること、またその脂質画分および分離タンパ

ク質画分のどちらにも高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症を改善する

効果があることが明らかとなった。また、特にその生理活性物質としてスフィンゴ脂質がコレス

テロール異化代謝を促進することでコレステロール低下作用を示している可能性が示唆された。

高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデルは高 VLDL血症を引き起

こすモデルとして、広く用いられている動物モデルであるが、食餌由来の過剰な外因性コレステ

ロールによって、肝臓におけるコレステロール合成が阻害されている (Dietschy & Siperstein, 

1967)。ヒトにおいては、一般的に、食事由来の外因性コレステロールは体内の約 2割であり、

残りの 8割は肝臓で合成される内因性コレステロールである。そのため、臨床的には、肝臓で合

成される内因性コレステロールの影響について検討することも重要である。生体異物は肝臓での

コレステロール合成を促進することで高コレステロール血症を引き起こすことが知られている。

そのため、本章においては、生体異物によって肝臓におけるコレステロール合成が高まった高コ

レステロール血症モデルラットを用いて、FCEがコレステロール代謝に及ぼす影響について検討

を行った。 

生体異物としてクロレトンを投与することによって引き起こされる内因性高コレステロールモ

デルラットに対し、FCEを与えることで FCEのコレステロール低下作用を検討した。FCE は、

内因性高コレステロール血症モデルにおいても強いコレステロール低下作用を示した。その作用

メカニズムの検討を行ったところ、肝臓 CYP7A1遺伝子の発現が上昇し、糞中への中性ステロー

ルおよび胆汁酸の排泄量が増加していた。FCEによって肝臓におけるコレステロールの異化代謝

が促進されていることから、肝臓でのコレステロール合成が高まることも考えられた。しかし、

FCEはHMG-CoAレダクターゼ遺伝子の発現には影響しなかった。これらの結果から FCE は、

外因性高コレステロール血症モデルおよび内因性高コレステロール血症モデルどちらにおいても、

コレステロールの異化代謝に強く作用することによってコレステロール低下作用を示していると

考えられた。第 4章 3節において FCEを分画し、活性化合物の探索を行った。FCEのコレステ

ロール低下作用はスフィンゴ脂質を含む画分 1やトリアシルグリセロールを含む画分 2に強い活

性があり、FCEのコレステロール低下作用の中心的な作用を担う成分が含まれていると考えられ
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えた。そのため、本章における生体異物によって誘導される高コレステロール血症ラットに対す

る FCEのコレステロール低下作用のメカニズムとしてもコレステロール異化代謝が重要な作用

メカニズムであると考えられた。第４章および本章の結果から、FCEによるコレステロール低下

作用は脂質画分および分離タンパク質画分に含まれるいくつかの成分によって複合的に引き起こ

されているものの、肝臓におけるコレステロールの異化代謝促進作用を有する脂溶性成分が中心

的に作用しているものと推測された。 

また、本章において用いたクロレトン投与ラットは肝臓における脂肪酸合成も促進することで

脂肪肝および脂肪性肝炎も引き起こすモデルである。FCEはクロレトンによって引き起こされる

肝障害に対する予防効果を示した。本章において検討した生体異物によって引き起こされる肝障

害モデルと第 2 章でのガラクトサミン誘導肝障害モデルの違いは、肝臓への脂肪の蓄積である。

FCEは単に肝障害を予防するだけではなく、肝細胞への脂肪の蓄積も予防した。FCEはコレス

テロール低下作用同様に、FCEの脂質画分および分離タンパク質画分ともに肝臓への脂肪の蓄積

を予防する作用があり、FCEには水溶性および脂溶性生物どちらにも活性化合物が含まれている

と推測される。これらの複数の成分が複合体として作用することで、生理活性を示していること、

また FCEは脂肪性肝炎発症メカニズムの第一段階の肝臓への脂肪を抑制することで脂肪性肝炎

を予防する可能性が示唆された。 
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第 6章 

 

総括 

 

メタボリックシンドロームは心血管疾患や脳血管疾患などの動脈硬化の危険因子である。また、

メタボリックシンドロームの肝臓における表現型がNAFLDやNASHであると考えられている。

NASH に加え ASH も線維化から肝硬変や肝がんに進展することが知られている。これらの疾病

は、食習慣、運動習慣、飲酒、喫煙、休養などの生活習慣が、その発症と進展に大きく関係して

いる。これら生活習慣病は、日常における食事の質の改善、運動習慣などによる予防および治療

が望ましい。一方で、現代社会においては、工場や店舗などにおける夜勤従事者や日勤と夜勤を

繰り返すシフトワーカーにおいては、概日リズムの乱れが一因として生活習慣病を引き起こすこ

とが明らかとなっている (Fujino et al., 2006)。このように 24時間活動し続けている現代社会に

おいては、自らの意思だけでは生活習慣を改善することが困難な場合もある。これらのことから、

薬や機能性食品などを生活習慣病の予防、治療に活用することも１つの手段であると考えられる。 

メタボリックシンドロームの要因の１つである脂質異常症の治療薬として世界中で広く使用さ

れているスタチンは、青カビ (Penicillium citrinum) から発見され (Endo et al., 1976)、抗がん

剤であるタキソールは樹木であるイチイから発見されている (Wani et al., 1971)。これらのよう

に、これまでに多くの天然物から医薬品が開発されているが、その多くが陸上生物を起源とした

ものである。近年、水生生物を研究対象としたマリンバイオテクノロジーが注目を集めており、

陸上生物とは異なる生活環境にあり代謝経路が異なるため新規化合物をもつ水生生物も少なくな

いと考えられる。天然物から発見された有用化合物を全合成することは、困難な場合があり、起

源となる生物を培養、栽培、養殖などによる生物工場として、目的とする化合物もしくは中間体

を得る場合もある。その場合には、管理された環境下において、生物をいかに効率的に増殖させ

るかという問題もあり、マリンバイオロジーにおいて注目されている深海生物など特殊な環境で

発見された生物の場合には、飼育が困難という場合もある (Fusetani, 2002)。特に水生の微細藻

類や細菌類などが陸上とは異なる生活環境により代謝経路が異なるため新規化合物を有している

と期待されている。淡水・海水における微細藻類だけでも 10万種類以上あると推定されており、

非常に種類が多い。またこれらの微細藻類や細菌類は個体そのものが大きくないため、その中に

含まれている有用物質の量も少ないことが想定される。そのため、これら微細藻類や細菌類から

直接有用物質をスクリーニングすることは膨大な労力がかかることが容易に想定される。これら

の微細藻類や細菌類の捕食者である魚介類は、その有用物質を体内に蓄積している可能性があり、

探索対象として大きな可能性があると考えられた。特に二枚貝であるシジミは濾過摂食すること
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で、環境中の様々な物質を集めていること、さらに環境中では検出できない微量物質、特に脂溶

性化合物を体内に濃縮しているため、水生の微細藻類や細菌類からの有用物質を有している可能

性があると考えられた。 

本論文においては、多くの食経験があり身近な存在ではあるが、これまで研究のあまり進んで

いなかった浅瀬の水生生物であるシジミ、特に淡水で生息しているタイワンシジミ  (C. 

fluminea) の熱水抽出物である FCE が生活習慣病に対してどのような影響を及ぼすのかを検討

し、さらにその生理活性化合物の探索を行うことを目的として研究を行った。 

まず、第２章では、FCEがガラクトサミン誘導肝障害モデルに及ぼす影響を検討した。その結

果、FCEは、肝障害の指標である血清ASTおよびALT活性の上昇を抑制することが確認された。

このことから、FCEはガラクトサミンによって誘導される肝障害に対し保護効果を有することが

示唆された。 

次いで、第３章では、FCEがアルコールによって引き起こされる肝障害、特に肝臓への脂肪の

蓄積に及ぼす影響について、エタノール急性経口投与ラットを用いて検討を行った。その結果と

して、FCEによって肝臓への脂肪の蓄積を抑制することを明らかにした。エタノールによって引

き起こされる肝障害を抑制するメカニズムの 1つとして、FCEがアルコール代謝を促進する可能

性が考えられた。そのため FCE がアルコール代謝に及ぼす影響について検討を行った。その結

果として FCE によって血中アルコール濃度の低下が早まることを確認した。また、これらの結

果から FCE はアルコール代謝促進を促進することで、アルコールによって引き起こされる肝臓

への脂肪の蓄積に対し抑制作用を示す可能性が示唆された。 

第４章および第５章では、高コレステロール食によって誘導される高コレステロール血症モデ

ルラットおよびクロレトンによって誘導される高コレステロール血症モデルラットの 2つの実験

動物モデルを用いて、FCE がコレステロール低下作用を示すか検討を行い、また FCE 中に含ま

れるコレステロール低下作用を示す生理活性物質の探索を行った。FCEの主要構成成分である脂

質画分、分離タンパク質画分いずれにおいても、コレステロール低下作用があることを明らかに

した。さらに、特に強い効果を示した脂質画分から、両親媒性を示すスフィンゴ脂質などを多く

含む画分 1と中性脂肪およびステロールエステルを多く含む画分 2の 2つの画分に強いコレステ

ロール低下作用があることを明らかにした。 

ガラクトサミン誘導肝障害モデルは、病態が似ていることから、ウイルス性肝炎モデルとして

用いられている。しかしながら、アルコール性肝障害や NASHなどとも発症メカニズムの一部が

類似している点があると考えられる。ガラクトサミンはマスト細胞を活性化させ、ヒスタミンの

放出を促進し、腸管透過性を増大させ、腸内細菌の産生するエンドトキシンの流入が増大し、

Kupffer 細胞が活性化し、TNF-の産生が増大し、肝障害を引き起こすと考えられている 
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(Stachlewitz et al., 1999)。アルコール性肝障害は、まず過剰なアルコール摂取が腸管透過性を亢

進し、次いで小腸のグラム陰性菌の増大に伴い、血中エンドトキシン濃度が上昇し、Toll like 

Receptor (TLR) 4を介して、Kupffer細胞を活性化し、ROSや炎症性サイトカインである TNF-

や interleukin-1の産生が増大し、肝障害を引き起こすと考えられている (Uesugi et al., 2001)。

また NAFLD患者においても、腸管透過性が増大すること (Miele et al., 2009)、血清エンドトキ

シン濃度が上昇していること (Harte et al., 2010)が報告されている。また高脂肪食によって健常

者においても、血漿エンドトキシンが増大することも報告されている (Pendyala et al., 2012)。

また、NASH 患者においては、健常者または NASH を伴わない肥満患者と比較すると腸内細菌

叢が異なり腸内でのアルコール産生が増大して、NASHの進展に影響を及ぼしている可能性が示

唆される結果も報告されている (Zhu et al., 2013)。肝障害を引き起こす原因はいくつかあり、そ

の発症メカニズムもいくつかあると考えられるが、何らかの引き金によって 1) 腸管透過性の亢

進、2) 腸内細菌の産生するエンドトキシンの流入の増大、3) Kupffer 細胞が活性化、4) 炎症性

サイトカインの産生が増大、5) 肝細胞の炎症、という一連の肝障害発症メカニズムは重複してい

ると思われる。いくつかの研究において、FCE が TNF-の産生を抑制することが報告されてい

る (Peng et al., 2008, Lee et al., 2012, Huang et al., 2013, Peng et al., 2017)。そのため、FCE

は飲酒や高脂肪食などの生活習慣によって引き起こされる ASHやNAFLD/NASHなどの肝障害

に対しても予防効果を示す可能性が考えられた。FCE は第 2章においてガラクトサミン誘発肝障

害、第 5章においてクロレトン誘発肝障害を抑制した。この 2つの動物実験モデルの大きな違い

は、肝臓への脂肪の蓄積である。クロレトンなどの生体異物の投与は脂肪肝と慢性的な肝障害を

引き起こす (Oda et al., 1987)。近年大きな問題となっている NASHの発症メカニズムとして第

一段階として肝臓への脂肪の蓄積、第二段階として酸化ストレスやサイトカインによって炎症が

引き起こされる two hit theoryが提唱されている (Day et al., 1998)。FCEは単に肝障害を予防

するだけではなく、NASH発症メカニズムの第一段階である肝細胞への脂肪の蓄積も予防するこ

とが明らかとなった。また、FCEの脂質画分および分離タンパク質画分ともに肝臓への脂肪の蓄

積を予防する作用があり、FCEには水溶性および脂溶性生物どちらにも活性化合物が含まれてい

る可能性が示唆された。これらの複数の成分が作用することで、FCEの肝障害抑制作用が示され

ていると考えられた。また FCE は脂肪性肝炎発症メカニズムの第一段階の肝臓への脂肪の蓄積

および第二段階である炎症性サイトカインの抑制等の各段階においても抑制的に作用することで

脂肪性肝炎を予防する可能性が考えられた。これらのことから、FCEは飲酒や高脂肪食などの生

活習慣によって引き起こされる ASHや NAFLD/NASHなどの肝障害に対し、予防効果を示す可

能性が示唆された。 

本論文においては、FCEが有するコレステロール低下作用について２つの実験動物モデルを用
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いて検討を行った。１つは高コレステロール食によって引き起こされる高コレステロール血症モ

デルラットである。このモデルは世界中で広く高コレステロール血症モデルとして使用されてお

り、様々な先行研究との比較ができるということと、高 VLDL血症を引き起こすという利点があ

るが、一方で、食餌由来の過剰な外因性コレステロールはコレステロールホメオスタシスを崩し、

コレステロール合成を阻害しているという問題点もある (Dietschy & Siperstein, 1967)。一方、

本研究で用いたもう 1つの高コレステロール血症モデルは、生体異物によって引き起こされる内

因性高コレステロール血症モデルである。クロレトンなどの生体異物は肝臓の HMG-CoA リダ

クターゼ活性を上げてコレステロール合成を促進することで高コレステロール血症を誘発するこ

とが報告されている (Kato et al., 1980; Nagaoka, et al., 1986)。 

まず、高コレステロール食によって誘導される外因性高コレステロール血症モデルにおいて、

FCEは強いコレステロール低下作用を示した。また、その作用メカニズムとして、肝臓における

コレステロールから胆汁酸への異化代謝を促進すること、糞中への中性ステロールおよび胆汁酸

の排泄を促進することが考えられた。従来知られている、シジミ中に含まれるコレステロール低

下作用を示す化合物として、植物ステロールやタウリン、オルニチンなどが知られている。しか

しながら、本研究において用いた FCE に含まれるこれらの成分量は非常に少なく、FCE の強い

コレステロール低下作用に十分に寄与しているとは考えられなかった。そのため、FCEのコレス

テロール低下作用において中心的に作用している生理活性物質の探索を行った。FCEの主要な構

成成分であるタンパク質と脂質に着目して、FCE脂質画分と分離タンパク質画分を調製して、そ

のコレステロール低下作用について外因性高コレステロール血症モデルを用いて検討した。FCE

の脂質画分および分離タンパク質画分どちらにおいても、コレステロール低下作用を示し、特に、

脂質画分に強いコレステロール低下作用があった。脂質画分および分離タンパク質画分は、どち

らもコレステロールの異化代謝および糞中への胆汁酸排泄を促進するものの、タンパク質画分は

中性ステロールの排泄には作用せず、脂質画分は中性ステロールの排泄にも作用した。これら 2

つの画分の作用メカニズムは共通する部分もありながらも、異なる部分もあることが明らかとな

った。そのため、FCEには脂質画分および分離タンパク質画分の 2つの画分に異なる生理活性物

質が含まれていることが考えられた。さらに、特に強いコレステロール低下作用を示した FCE

脂質画分に含まれる生理活性物質の探索を行うため、FCEをシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーで 9画分に分画し外因性高コレステロール血症モデルを用いて、どのような化合物がコレステ

ロール低下作用を示しているのか検討した。FCE の脂質画分をさらに分画した 9 画分のうち 2

つの画分にコレステロール低下作用があった。特に強い効果を示した画分にはスフィンゴ脂質が

含まれており、その作用メカニズムとしてコレステロール異化代謝を促進していた。FCE脂質画

分のうち、植物ステロールを含む画分のみが糞中への中性ステロール排泄を促進したが、そのコ
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レステロール低下作用は非常に弱いものであった。これらの結果から、FCE のコレステロール低

下作用は、FCE中のスフィンゴ脂質が肝臓においてコレステロールから胆汁酸への異化代謝を強

く促進することで引き起こされる可能性が考えられた。 

もう 1つの高コレステロール血症モデルとして、生体異物によって引き起こされる内因性高コ

レステロール血症モデルを用いて FCE のコレステロール低下作用について検討を行った。高コ

レステロール食をラットに投与する外因性高コレステロール血症モデルは高 VLDL 血症を引き

起こすという利点があるが、外因性コレステロールによってコレステロールホメオスタシスを崩

し、コレステロール合成が完全に阻害されているという問題点もある (Dietschy & Siperstein, 

1967)。ヒトにおいては、一般的に、食事由来の外因性コレステロールは体内の約 2 割であり、

残りの 8割は肝臓で合成される内因性コレステロールである。そのため、臨床的には、肝臓で合

成される内因性コレステロールの影響について検討することも重要である。生体異物は肝臓での

コレステロール合成を促進することで高コレステロール血症を引き起こすことが知られている。

クロレトンによって引き起こされる内因性高コレステロール血症モデルに FCE がどのような影

響を及ぼすのか検討を行った。クロレトン投与ラットにおいても、FCEは強いコレステロール低

下作用を示した。またその作用メカニズムも、肝臓におけるコレステロールから胆汁酸への異化

代謝を促進すること、糞中への胆汁酸および中性ステロールの排泄促進であった。一方で、FCE

は HMG-CoAレダクターゼ遺伝子には影響せず、肝臓におけるコレステロール合成には影響しな

いことも明らかとなった。さらに、FCE脂質画分および分離タンパク質画分が内因性高コレステ

ロール血症モデルにおいても、外因性高コレステロール血症モデルと同様にコレステロール低下

作用を示すのかを検討した。内因性高コレステロール血症モデルにおいても、FCE脂質画分およ

び分離タンパク質画分はコレステロール低下作用を示し、その作用メカニズムとしては、FCE脂

質画分および分離タンパク質ともに、肝臓におけるコレステロールから胆汁酸への異化代謝およ

び糞中への胆汁酸排泄を促進し、一方で中性ステロール排泄については FCE 脂質画分は促進す

るものの、FCE分離タンパク質画分は影響しなかった。 

外因性および内因性高コレステロール血症と発症メカニズムが異なる 2 つモデルを用いて

FCE のコレステロール低下作用を検討した結果、FCE はどちらの高コレステロール血症モデル

においても、肝臓におけるコレステロール異化代謝を促進することで、強いコレステロール低下

作用を示すことが明らかとなった。そのため、どちらのモデルにおいても脂質画分に含まれるス

フィンゴ脂質が中心的な作用を示しているものと考えられた。 

本論文においては、FCE中のコレステロール低下作用を示す化合物を単離・同定するには至ら

なかったが、FCE 分離タンパク質画分および、脂質画分の複数の化合物が FCE のコレステロー

ル低下作用に関与していることを明らかにした。さらに FCE 脂質画分のスフィンゴ脂質を含む
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画分に強いコレステロール低下作用があることを明らかにし、その画分の作用メカニズムと、従

来知られているスフィンゴ脂質のコレステロール低下作用のメカニズムとは一致しない部分もあ

り (Duivenvoorden et al., 2006)、新規化合物の可能性も考えられた。Duivenvoorden ら (2006) 

の研究においてスフィンゴ脂質はコレステロール低下作用を示すものの、肝臓における

HMG-CoA リダクターゼ mRNAの発現を誘導している。Duivenvoordenら (2006) の研究にお

いては、スフィンゴ脂質のコレステロール低下作用は腸管でのコレステロール吸収の阻害であり、

コレステロールホメオスタシスによって肝臓でのコレステロール合成が高まった可能性が示唆さ

れている。FCEのコレステロール低下作用は、コレステロールから胆汁酸への異化代謝を促進す

ることによると考えられ、コレステロールホメオスタシスを考えると、コレステロール合成が促

進される可能性も考えられる。しかしながら、クロレトン投与ラットにおいて、FCEは HMG-CoA 

リダクターゼ mRNAの発現に影響を及ぼさなかった。そのため、FCEに含まれるコレステロー

ル低下作用を示す化合物は、コレステロール合成には影響せず、コレステロールの異化代謝を強

く促進することでコレステロール低下作用を示している可能性が示唆された。コレステロール低

下薬として広く用いられているスタチンは、コレステロール合成を阻害することでコレステロー

ル低下作用を示す。FCEは、スタチンとは異なるメカニズムでコレステロール低下作用を示して

いた。スタチンは世界中で広く用いられているが効果を示さない、または副作用があるなどの理

由によりスタチンを使用できない場合があり、代替となる治療薬が望まれている。最近では 2016

年に日本においても proprotein convertase subtilisin/kexin 9 (PCSK9) 阻害薬が高コレステロ

ール血症治療薬として認められたが、日本人における PCSK9 阻害薬単独での有効性と安全性が

確立していないという理由でスタチンとの併用が求められている。FCEに含まれるスフィンゴ脂

質などの生理活性物質は、スタチンとは作用メカニズムが異なるため、これまでにないコレステ

ロール低下薬への開発の可能性が期待できるものであると考えられた。 

以上本論文において、古来より生薬として考えられ、且つ、食品として長い食経験のあるシジ

ミ、特に淡水で生息しているタイワンシジミの熱水抽出物である FCE に ASH および

NAFLD/NASHなどの生活習慣による肝障害を予防する効果や、動脈硬化のリスクファクターの

１つである高コレステロール血症を予防する効果があることが明らかにすることが出来た。また、

コレステロール低下作用を示す化合物はこれまで使用されている治療薬であるスタチンとは異な

るメカニズムを有している可能性や、新規化合物が含まれている可能性も示唆された。 

本研究において、FCE が生活習慣によって引き起こされる脂質代謝異常や肝機能障害に対する

改善効果があることを見出した。さらに、それらの効果を示す成分は FCE 中に複数存在する可

能性が示唆された。今後の更なる研究によりいくつかの有用物質が発見された場合、タイワンシ

ジミはすでに養殖方法が確立した生物であり、生物工場としてその有用物質を産生できる可能性
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は高いと考えられる。また、本研究においては、FCE の有する有用性について脂質代謝関連の遺

伝子発現を中心にメカニズム検討を行った。今後さらに、オミックスなど網羅的解析手法を用い

て検討を行うことで、より詳細な FCE 中の有用化合物の作用について明らかにすることが望ま

れる。これら更なる研究によってタイワンシジミから得られる有用物質を活用して、生活習慣病

に対する機能性食品や治療薬の開発につなげ、生活の質が維持された健康寿命の延伸につながる

ことが期待される。 
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要約 

 

日本人間ドック学会による調査結果である 2015 年「人間ドックの現況」によると、日本にお

ける肝機能異常者の頻度は33.2%であり、3人に1人が肝機能に異常をかかえていることになる。

肝機能の低下はインスリン抵抗性を引き起こし、糖尿病の原因となる。またインスリン抵抗性に

加え、遺伝的要素と、食習慣や運動習慣を含む生活習慣によって、肥満、脂質代謝異常、高血圧、

耐糖能異常を含む代謝異常によってメタボリックシンドロームとなる。メタボリックシンドロー

ムは、日本において高い死因である心疾患や脳血管疾患を引き起こすことが知られている。特に、

脂質代謝異常の１つである高コレステロール血症は、粥状動脈硬化巣の形成および進展に深く関

係している。また、メタボリックシンドロームの肝臓での表現型とされている非アルコール性脂

肪肝および非アルコール性脂肪性肝炎も近年増加しており、肝硬変・肝がんへ進展することから

問題となっている。本研究では、メタボリックシンドローム、生活習慣病予防に向けて、機能性

成分を濃縮する可能性がある水産生物のシジミから機能性成分を見つけ出し、機能性食品や治療

薬への応用を検討することを目標とした。 

シジミは、日本においては汽水性のヤマトシジミと、淡水性のマシジミ、セタシジミが生息し

ている。台湾においては、淡水性のタイワンシジミ(Corbicula fluminea)が生息しており、東ア

ジアにおいてシジミはなじみの深い食材である。中国において 1578年に刊行された「本草項目」

の中でシジミは、酒毒目黄を解すとあり肝機能に対する有効性が示唆される記載があり、生薬と

しても長年利用されている。また、日本においても、戦前から肝臓病の食事療法としてシジミ汁

が用いられてきた。このようにシジミは昔から機能性成分を含む食材として利用されてきたため、

本研究では、特にタイワンシジミの熱水抽出物（FCE）が有するメタボリックシンドローム、生

活習慣病に対する生理活性の検討および、その生理活性物質の探索を行った。 

シジミは伝承的に肝機能や二日酔いなどの飲酒に対する効果が言われている。そこで、まずシ

ジミが有する生理活性についてタイワンシジミの熱水抽出物(FCE)を用いて、ラットにガラクト

サミンを腹腔内投与することによって誘導される肝障害に及ぼす影響、またラットにアルコール

を経口投与することによって引き起こされる肝臓への脂肪の蓄積およびアルコール代謝に及ぼす

影響を検討した。FCEはガラクトサミンによる血清ASTおよびALT値の上昇を有意に抑制した。

また、FCEはアルコール摂取による肝臓への脂肪の蓄積に対し抑制傾向を示し、肝臓コレステロ

ール値は対照群に対し有意に低値を示した。さらに、FCE投与群はアルコール投与後の血中アル

コール濃度を低く保ち、血中アルコールの消失速度が速かった。これらの結果から、伝承的に言

われているようにシジミにはアルコールや薬物によって引き起こされる肝障害を抑制すること、

またその作用メカニズムの 1つの可能性としてアルコール代謝促進することによりアルコールに
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よって引き起こされる障害を軽減している可能性が示唆された。 

「本草綱目」にはシジミの薬理作用として「目黄を解す」とあり、黄疸に対する有用性が示唆

されている。黄疸は肝臓からの胆汁の分泌障害によって引き起こされ、胆汁中のコレステロール

や胆汁酸、リン脂質が重要な因子である。シジミはコレステロール代謝を改善することで胆汁の

分泌を促進する可能性が考えられた。そこで次に、FCEのコレステロール代謝に及ぼす影響を検

討した。まず、広く高コレステロール血症モデルとして用いられている高コレステロール食をラ

ットに投与する外因性高コレステロール血症 (高 VLDL 血症) モデルを用いて検討を行った。

FCE は投与量依存的に血清及び肝臓コレステロールを低下させた。また、FCE 中の生理活性物

質を探索するため、FCE の主要な構成成分であるタンパク質と脂質に着目して、FCE から分離

タンパク質画分と脂質画分を調製し、コレステロール低下作用を検討した。FCE脂質画分と分離

タンパク質画分のどちらも血清及び肝臓コレステロール低下作用を示した。更に、特に強い活性

が見られた脂質画分をカラムクロマトグラフィーによって９つの画分に分画しコレステロール低

下作用を検討した。９つの画分のうち、２つの画分に強いコレステロール低下作用が見られ、１

つはスフィンゴ脂質を主成分として含む画分であり、もう１つは中性脂肪とステロールエステル

を含む画分であった。これら２つの画分は肝臓におけるコレステロール代謝の律速酵素である

CYP7A1 遺伝子の発現を誘導した。これらの結果から、FCE にはいくつかのコレステロール低

下作用を示す化合物が含まれることが考えられるが、特にスフィンゴ脂質を含む脂質画分がコレ

ステロール異化代謝を促進することで、強いコレステロール低下作用を示すことが示唆された。 

外因性高コレステロール血症モデルは高 VLDL血症を引き起こすため、コレステロール代謝を

検討する上で重要な動物モデルである。しかし、このモデルでは肝臓におけるコレステロール合

成が抑制され、ヒトの高コレステロール血症の原因とは異なることが知られている。そこで、生

体異物であるクロレトンを投与することで引き起こされる内因性高コレステロール血症モデルラ

ットを用いて FCEの検討を行った。このモデルにおいても、FCE およびその脂質画分、分離タ

ンパク質画分はコレステロール低下作用を示した。この低下は、FCEおよびその脂質画分、分離

タンパク質画分によってコレステロール異化代謝が促進されるためであった。このモデルにおい

ても、外因性高コレステロール血症モデルで見出されたスフィンゴ脂質が関与する可能性が考え

られた。また、FCEおよびその脂質画分、分離タンパク質画分は、クロレトンによって引き起こ

される肝臓への脂肪の蓄積および肝障害を抑制した。FCEにはコレステロール代謝を含む脂質代

謝を改善するとともに肝障害も抑制することが明らかとなった。 

 本研究において、タイワンシジミの熱水抽出物である FCE は、異なる原因による高コレステ

ロール血症を効果的に改善することを明らかにした。アルコール摂取によって引き起こされる脂

質代謝異常や肝機能障害に対して改善効果を有することを明らかにした。コレステロール低下作
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用は FCE に含まれるスフィンゴ脂質によるものである可能性を見出した。これまで伝承として

シジミが肝機能を改善する効果があるといわれてきたが、今回の研究からその分子メカニズムの

一端を明らかにすることができた。これまで十分に研究されてこなかった、機能性成分を濃縮す

る能力を持つ水産生物の機能性食品や治療薬としての可能性も示すものである。今後の更なる研

究によって、生理活性物質を単離・同定し、詳細なメカニズムを明らかにすることで、メタボリ

ックシンドローム、生活習慣病に対する機能性食品や治療薬の開発への応用が期待される。 
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