
14

【はじめに】

チョコレートやココアの原料であるカカオが多様な機能性を持つことは、チョコレート・ココア

国際栄養シンポジウムなどを通して科学者だけでなく、一般の方々にも広く知られてきている。例

えば、カカオの健康促進効果として、コレステロール排泄促進作用（1）や冠動脈疾患予防効果（2）は

よく知られている。動脈硬化やインスリン抵抗性などの肥満に関連する疾病の予防効果もヒト試験

をはじめとして報告されているが（3-4）、その詳細な作用機構と有効成分については、まだ充分に

解明されていない。そこで本研究では、カカオ豆抽出物が脂肪の蓄積と脂肪細胞への分化に及ぼす

影響について、動物実験で検証し、培養細胞実験で作用機構の検討を行った。

【脂肪細胞の分化過程】

脂肪細胞は、まず、中胚葉系幹細胞が前駆脂肪細胞となることが決定づけられ、次に、前駆脂肪

細胞が増殖し、未成熟な小型脂肪細胞へと分化する。この過程で脂肪細胞特異的遺伝子の発現によ

り特有の形態と機能を獲得する。さらに、生体のエネルギー代謝状態に応じて、中性脂肪をより多

く蓄積することにより成熟大型脂肪細胞へと終末分化する（図1）。機能を終えた脂肪細胞はアポト

ーシスにより組織から排除される。また、前駆脂肪細胞に多くのミトコンドリアが発生すると褐色

脂肪細胞へと分化する（5）。
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図１　脂肪細胞の分化過程
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肥満は、脂肪細胞数の増加と脂肪細胞の肥大化の両者に起因すると考えられており、上述の前駆

脂肪細胞の増殖や分化、肥大化、あるいは細胞死という一連の脂肪細胞のライフサイクルと密接に

関連している。脂肪細胞の分化を制御する転写因子として，PPARγやC/EBPファミリーが知られ

ている。特に、分化中期に発現するPPARγは、脂肪細胞の分化に必須の転写因子であり、同じく

C/EBPαは、脂肪細胞がインスリン感受性の獲得に必須の転写因子であることから、これら二つの

転写因子は脂肪細胞の分化におけるマスター・レギュレーターと位置付けられている（6）。これら

の転写因子は、分化初期の一過性細胞増殖期に発現する転写因子 C/EBPβとC/EBPδにより発現

誘導される。PPARγやC/EBPαは脂肪蓄積に関わる脂肪酸合成酵素FASやコレステロール代謝の

転写因子であるSREBP-1などの発現を促し、脂肪細胞の肥大化をもたらす（図2）（7）。

【動物実験でのカカオ豆抽出物の肥満抑制作用】

本研究では、カカオマスをヘキサン脱脂した後に、50％エタノールで抽出したものをカカオ豆抽

出物として用いた。雄性4週齢のICRマウス10匹を5匹ずつ2群に分け、一方の群にはカカオ豆抽出

物を市販粉末飼料に1％となるように混餌して1週間自由摂取させた。もう一方の群は、抽出物を含

まない飼料を与えて対照群とした。

カカオ豆抽出物は白色脂肪組織重量を有意に低下させることで、体重増加を抑制した。また、興

味深いことに褐色脂肪組織重量は増加した。飼育終了時の血液マーカーの変化は、血漿の中性脂肪

の減少とアディポネクチンの増加が認められた。一方で、コレステロールと血糖値には変化がなか

った。

そこで、脂肪細胞の分化に関わる因子の発現をタンパク質レベルで調べたところ、PPARγと

C/EBPα、ならびにこれらの下流のFASとSREBP-1の発現が低下することが認められた。アディ

図２　脂肪細胞の分化に関わる因子
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ポネクチンの増加が認められたことから、その下流でPPARγとC/EBPαの発現を調節するAMP

活性化タンパク質キナーゼ（AMPK）のリン酸化（活性化）を調べたところ、カカオ豆抽出物投与

群でAMPKとその下流にあり、脂肪酸合成の律速酵素であるアセチルCoAカルボキシラーゼ

（ACC）のリン酸化（不活性化）が認められた。

これらのことから、カカオ豆抽出物は、アディポネクチンの増加をもたらすことでAMPKを活性

化し、その結果、脂肪細胞分化のマスター・レギュレーターであるPPARγとC/EBPαの発現を低

下させることで脂質代謝を改善し、肥満を抑制したと考えられた。

【培養細胞実験でのカカオ豆抽出物による脂肪細胞分化抑制作用】

本研究では、Greenら（8）により1974年に樹立されたマウス由来脂肪細胞である3T3-L1細胞を用

いて、カカオ豆抽出物による脂肪細胞の分化抑制作用の確認と作用機構の解明を実施した。3T3-L1

細胞を定法に従ってデキサメタゾン、メチルキサンチンならびにインスリンを混合した分化誘導剤

を作用させることで、前駆脂肪細胞から成熟脂肪細胞に分化させた。この過程でカカオ豆抽出物を

培養液に50～150μg/ml添加すると、抽出物の濃度依存的に細胞内への脂質蓄積量が減少した。な

お、用いた抽出物の濃度範囲では、細胞毒性は認められなかった。

そこで、動物実験と同様に脂肪細胞の分化に関わる因子の発現をタンパク質レベルで調べたとこ

ろ、PPARγとC/EBPα、ならびにこれらの下流のFASの発現が抽出物の濃度依存的に低下した。

次に、C/EBPβとC/EBPδの発現についても調べたところ、同様に抽出物の濃度依存的にこれら

の転写因子の発現が低下した。以上のことから、カカオ豆抽出物中の成分が、C/EBPβとC/EBP

δの発現低下をもたらし、その結果として、脂肪細胞のマスター・レギュレーターであるPPARγ

とC/EBPαの発現を抑制することが明らかとなった。

【カカオ豆抽出物中の有効成分の探索】

最後に、カカオ豆抽出物中の有効成分の探索を行った。カカオ豆抽出物をAmberlite XAD-7を充

填したカラムクロマトグラフィーに供して、エタノールと水の混合溶媒で溶出することで、4つの

画分に分けた。このうちエタノール：水が2：1の画分（E2W1）と1：2の画分（E1W2）が3T3-L1

細胞の分化抑制効果を示し、PPARγとC/EBPαの発現低下をもたらした。特に、E2W1画分は、

もとの抽出物より強い効果を示した。

これらの画分を高速液体クロマトグラフィーで分析したところ、E2W1画分には、メチルキサン

チン誘導体であるテオブロミンとカフェインが主要ピークとして検出され、一方で、E1W2画分に

は、主にテオブロミンが含まれていることが判った。また、カカオ豆抽出物（100μg/ml）中には、

テオブロミンが50μMとカフェインが10μM含まれていることが判った。

そこで、これらの化合物の標品を3T3-L1細胞に作用させたところ、テオブロミンは濃度依存的に

脂肪滴の蓄積を抑制し、10μMで有意差が認められたのに対し、カフェインは100μMまでの濃度

では効果を示さなかった。また、PPARγとC/EBPαの発現においても同様の結果が得られた。カ

カオ豆中抽出物を分画した画分の結果から、これらの共存が脂肪細胞分化抑制効果を高めることが

推測されたので、テオブロミンとカフェインを混合して細胞に作用させたところ、テオブロミンの

効果をカフェインが増強することが認められた。
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【まとめ】

以上のことから、カカオ豆抽出物をマウスに摂取させると脂肪の蓄積が抑制することが判った。

この作用機構として、カカオ豆抽出物は、脂肪細胞の分化に関わる転写因子であるC/EBPβと

C/EBPδの発現を抑制し、さらに分化のマスター・レギュレーターであるPPARγとC/EBPαの発

現も抑制すること脂質代謝を制御して、脂肪の蓄積を抑制することが判った。また、カカオ豆抽出

物に含まれる主要な有効成分は、テオブロミンであり、カフェインは、テオブロミンによる抑制効

果を増強する作用をもつことが明らかとなった（図3）。
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図３　カカオ豆抽出物中の有効成分であるテオブロミンとその効果を増強する
カフェインによる脂肪細胞の分化抑制機構
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