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緒言 

近年、欧米を中心とした先進諸国では漢方医学やインドのアーユルヴェーダなど生薬を

用いた伝統医学が、補完代替医療の一つとして用いられている[1]。このような傾向は、西

洋医学による治療では十分な効果が得られない疾患が存在していることを示唆している。

日本では漢方薬は西洋薬と共に疾病の治療に用いられ、互いに補完し合うように使われて

おり、歴史的な使用経験に加え、近代での使用経験により多くの知見が得られている。例

えば、六君子湯は胃炎や食欲不振を対象とした漢方処方であるが、その服用による抗がん

剤服用時の食欲不振の改善効果が注目されている[2]。 

日本で生薬として用いられる天然物の過半数は植物由来である。これらには精油を多く

含むものがあり、欧米では精油のにおいを利用して鬱病や不安症などの予防・治療をめざ

す芳香療法が補完代替医療としてしばしば利用される[3]。芳香療法では蒸散した精油のに

おいに作用があると考えられており、ラベンダー精油が好んで用いられる。ラベンダー精

油、およびその主成分であるリナロールは香料として様々な場面で用いられるほかに、薬

理作用としては抗鬱・抗不安、鎮静やストレスを軽減する作用があるとされており[4-7]、

セルフメディケーションに、また医療現場でも使われている[8, 9]。ラベンダー精油、リナ

ロールの他に鎮静作用を有する化合物としては、沈香の加熱香気中に含まれるベンジルア

セトンや白檀精油などが報告されており[10,11]、日本ではこれらの香りはリラクゼーション

などを目的に嗜好品として利用されている。 

ラベンダー精油やリナロールは鎮静作用を示すが、これは GABAA 受容体の刺激に加え

[12]、ストレスを緩和することにより作用を示していると予想されている[4]。ベンジルアセ

トンやチモールなども[4, 10]鎮静活性を有することが報告されているが、その作用機序に関

する検討を加えた例は少ない。 

 これらの鎮静作用の評価においてはオープンフィールド法による方法が確立されており

[13]、そこでは 1 時間の総自発運動量を鎮静作用の指標としている。さらに、これに加えて、

遺伝子発現量や生体内分子濃度の変化をモニターする事で、鎮静活性の定量的評価が可能

と考えられる。 

 鎮静作用を示すリナロールを多く含むゼラニウム精油[14]やキンモクセイ精油[15]を入投

与させたラットの視床下部で、プロオピオメラノコルチン(POMC) mRNA と神経ペプチド Y 

(NPY) mRNA の発現量が、これらを吸入させていないラットでの遺伝子発現量と比較して

有意な変化を示したことが報告されている[16, 17]。これらの試験で調査されたのは摂食減

退作用であり、視床下部での POMC はプロセシングされα-メラニン細胞刺激ホルモン

(α-MSH)となり摂食減退作用に、NPY は摂食促進作用に寄与する事が知られている[18]。さ

らに、視床下部での NPY は鎮静作用に寄与することも確認されている[19]。また、鎮静作

用を評価する際の指標である自発運動量はストレス負荷により増加することが知られてお
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り[20]、これに関連する因子として、副腎皮質から分泌される糖質コルチコイド(ヒトでは

コルチゾール、齧歯類ではコルチコステロン) [21]や、その放出ホルモンである副腎皮質刺

激ホルモンがある[22]。副腎皮質刺激ホルモンは下垂体において POMC がプロセシングを

受けたペプチドであり、したがって下垂体での POMC mRNA 発現量がストレスの指標とし

て利用できる可能性がある。それ故、POMC mRNA および NPY mRNA の視床下部および下

垂体での発現量を測定すれば鎮静作用やその他薬理作用を評価することができる可能性が

ある。 

 

本研究では、摂食行動や鎮静作用に関わるとされる視床下部や、ストレス反応に関与す

るとされる下垂体での POMC mRNA、ならびに NPY mRNA の発現量変化を用いて芳香性化

合物の吸入投与による薬理作用を評価し、その作用メカニズムについて考察することを計

画した。 
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第一章 ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用について 

第一節 ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用 

 投与濃度 7.4×10-6 mg/L のベンジルアセトンなど芳香性化合物の吸入投与による鎮静作

用およびその他の薬理作用の脳内遺伝子による評価法としてマウスが拘束を受けずに自由

に動き回れる環境において 1 時間吸入投与を行い、その後脳内で様々な行動やストレス反

応に関わる視床下部・下垂体混合組織からの total RNA 抽出を行った。total RNA を利用し

て逆転写を行い、cDNA を合成した。この cDNA を用いて視床下部・下垂体混合組織でのプ

ロオピオメラノコルチン(POMC) mRNA、神経ペプチド Y (NPY) mRNA の発現量を 2-ΔΔCT法

を用いたリアルタイム PCR で調査した[16]。投与濃度 7.4×10-6 mg/L のベンジルアセトンと

その構造異性体である 1-フェニル-2-ブタノンを吸入投与した際の自発運動量を比較すると、

ベンジルアセトン投与群ではコントロール群に比べ有意に自発運動量が低下しているが、

1-フェニル-2-ブタノン投与群の自発運動量はコントロール群の自発運動量と差がなかった

と報告されている[10]。 

本研究において、芳香性化合物の吸入投与にはガラスケージ (奥行 30 cm, 幅 60 cm, 高さ

34 cm; 容積 61.2 L) を用いた。吸入投与方法として、ケージ上部にクエン酸トリエチルで溶

解、希釈した芳香性化合物や精油を滴下したろ紙を貼付し、ガラス板で蓋をした後に自然

拡散で 60 分間芳香性化合物の蒸気を充満させた。このケージ内にマウスを投入し芳香性化

合物を 60 分間吸入投与させた[10]。60 分間の吸入投与後、速やかにマウスを断頭して視床

下部・下垂体混合組織を摘出し、液体窒素を用いて粉砕した[16]。粉砕した組織から total RNA

を抽出し、逆転写により cDNA を作成した。作成した cDNA を用いてリアルタイム PCR を

実施し、2-ΔΔCT法で組織中の POMC mRNA および NPY mRNA 発現量をコントロール群に対

して相対的に定量した。検討試料として、ベンジルアセトンおよび 1-フェニル-2-ブタノン

を用いて遺伝子発現の検討を行った。また、ベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、

シンナムアルデヒド、ブチルベンゼン、6-メチル-5-へプテン-2-オン、リナロール、ベンズ

アルデヒドおよび視床下部での POMC mRNA 発現促進作用があると報告されているゼラニ

ウム精油[16]を用いて視床下部での POMC mRNA および NPY mRNA 発現量をコントロール

群に対して相対的に定量し、これら芳香性化合物の摂食促進作用について検討した。本章

で検討した化合物の化学構造は Figure 1 に示す。 

摂食行動評価にスクリーニング法として本研究では摂食行動試験を実施した。摂食行動

試験とは、絶食マウスにオープンフィールドでの 60 分間の吸入投与を行い、その後 4 時間

での摂食行動の変化を予測する手法である。摂食行動試験において胃から分泌されるペプ

チドホルモン グレリン(0.3 nmol/mouse)をマウスに腹腔内投与すると、コントロール群と比

較して 4 時間での摂食量が有意に増加することから[23]、グレリン投与時の摂食量を指標に

して摂食促進作用を評価した。またグレリンは陽性対照としても用いた。 
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 本研究では、摂食行動開始時に絶食開始後 24 時間となるようにし、計量した餌を与えた

後 4 時間での消費量を摂食量とした[16]。以上のようにして遺伝子発現量の検討で用いた化

合物を絶食マウスに吸入投与させた場合の摂食促進作用の発現検討を行った。 

 本章では、視床下部での POMC mRNA および NPY mRNA の発現量、芳香性化合物によ

る摂食促進作用、またそれらに影響を与える因子および芳香性化合物の作用部位について

報告する。 

 

        

              

 

Figure 1. Compounds tested in Chapter 1. 

1. benzylacetone  2. trans-cinnamaldehyde  3. 1-phenyl-2-butanone  4. butylbenzene   
5. 6-methyl-5-hepten-2-one  6. benzaldehyde  7. (R)-linalool. 
Compounds and essential oil enclosed in dotted rectangles are showed locomotor-reducing 
(sedative) effects. Other compounds have no locomotor-reducing effects or are unknown. 

 

 

1. ベンジルアセトンの吸入投与がマウスの POMC および NPY の mRNA の発現に 

与える影響 

 鎮静活性に関連した脳内遺伝子発現量の変化について検討するため、投与濃度 7.4×10-6 

mg/L で鎮静作用を示すベンジルアセトン、および鎮静作用を示さない 1-フェニル-2-ブタノ

ン[10]をそれぞれ吸入投与させた場合のマウスの視床下部・下垂体混合組織での、ストレス

ホルモンである糖質コルチコイド分泌や摂食抑制作用に関与する POMC mRNA 発現量を、

2-ΔΔCT法を用いたリアルタイム PCR で、コントロール群に対して相対的に定量評価した。 

鎮静作用を示す 7.4×10-6 mg/L の投与濃度でベンジルアセトンを吸入投与したマウスの視

床下部・下垂体混合組織での POMC mRNA 発現量は、無臭溶媒であるクエン酸トリエチル

のみを滴下したコントロール群の 45%であった(p<0.05, Figure 2)。しかし、鎮静作用がない

と報告のある 7.4×10-6 mg/L の投与濃度で 1-フェニル-2-ブタノン[10]を吸入投与したマウス

の視床下部・下垂体混合組織での POMC mRNA 発現量は、コントロール群と比較してその

55%であった。(p<0.05, Figure 2)。この結果は、両化合物が鎮静作用の有無に関わらず、吸

入投与により視床下部・下垂体混合組織での POMC mRNA 発現量を抑制したことを示唆し
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が減少しているので摂食行動が促進される可能性があるが、POMC の発現量のみでは摂食

行動の促進が行われているかどうかを判断するのは難しい。そのため、視床下部で摂食行

動を促進するペプチド NPY[26]の mRNA 発現量と合わせて調査することで、ベンジルアセ

トンなどの吸入投与により摂食行動が促進されるかを検討した。Figure 1 で示した芳香性化

合物および精油のうち、鎮静活性のあるベンジルアセトン、ベンズアルデヒド、リナロー

ル、ゼラニウム精油は鎮静作用のある濃度で、その他のベンジルアセトンに構造が類似し

たシンナムアルデヒド、1-フェニル-2-ブタノン、6-メチル-5-へプテン-2-オン(Figure 1)はベ

ンジルアセトンと同じ 7.4×10-6 mg/L の投与濃度で吸入投与し、1 時間の吸入投与後のマウ

スの視床下部を用いて POMC mRNA および NPY mRNA のコントロール群に対する相対発

現量を調査した。 

芳香性化合物を非絶食マウスに精油を吸入させた時の視床下部における NPY mRNA およ

び POMC mRNA の発現量を Figure 3 に示した。ベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、

シンナムアルデヒド投与群で NPY mRNA の発現量が有意に増加した。一方、POMC mRNA

はいずれの群でも減少傾向が見られるが有意な減少は見られなかった。ベンジルアセトン

のカルボニル基が消失したブチルベンゼン(Figure 1, 化合物 4)やフェニル基がイソブテニル

基に置換された 6-メチル-5-へプテン-2-オン(Figure 1, 化合物 5)を吸入したマウスの視床下

部での POMC mRNA、NPY mRNA 発現量は、コントロール群での発現量と比較して有意な

変化を示さなかったので(Figure 3)、ベンジルアセトンや 1-フェニル-2-ブタノン、シンナム

アルデヒド(Figure 1, 化合物 1-3)での NPY mRNA 発現量の増加にはこれらのフェニル基や

カルボニル基が重要な官能基である可能性がある。また、リナロールやベンズアルデヒド

(Figure 1, 化合物 6, 7)のような鎮静作用のある化合物は、鎮静作用を示す投与濃度で吸入投

与を行った場合、視床下部での遺伝子発現量はコントロール群での発現量と比較して有意

な変化を示さなかった(Figure 3)。さらに、Choi らによりゼラニウム精油は吸入投与後にラ

ットの視床下部での POMC mRNA 発現量が増加すると報告されているが[16]、本研究での

ゼラニウム精油吸入後のマウスの視床下部における POMC mRNA ならびに NPY mRNA 発

現量はリナロールの場合と同様にコントロール群での遺伝子発現量と有意な変化を示さな

かった(Figure 3)。 

ゼラニウム精油の吸入投与によるPOMC mRNA発現量の変化がChoiらの結果と本研究の

結果で異なるのは、本研究は鎮静作用を示す投与濃度でマウスに吸入投与し、遺伝子発現

を観察したのに対し、Choi らの研究では鎮静作用を示す濃度より 1000 倍濃い摂食抑制作用

を示す投与濃度でラットに吸入投与し、遺伝子発現を観察しており[16]、投与濃度に差があ

る。このため、吸入投与後の POMC mRNA の発現量が異なった可能性がある。 

 ベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナムアルデヒドを吸入したマウスの視

床下部における NPY mRNA 発現量が増加しており、POMC mRNA 発現量が減少傾向にある

ことから、これらの変化は摂食行動、特に摂食量の増加に関連があると推測した。 
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して摂食量が有意に増加した。また、ベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナ

ムアルデヒド吸入投与群の摂食量はグレリン腹腔内投与群の摂食量と比較してそれぞれ

1.09 倍、1.06 倍、1.07 倍であった(Figure 4)。 

一方、芳香性化合物を吸入投与後のマウスの視床下部における NPY mRNA の発現量がコ

ントロール群と比較して変化が示されなかった化合物では、摂食量もコントロールと比較

して有意に増加していなかった(Figure 4)。これらの事から、芳香性化合物を吸入投与後の

マウスの視床下部における NPY mRNA 発現量は、遺伝子発現を用いた摂食促進作用の評価

に利用できると考えられる。 
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第三節 考察 

Figure 4 で示した食餌摂取量変化と化合物の構造との比較から、摂食促進作用はフェニル

プロパノイド構造を持つ化合物で発現したが、直鎖状モノテルペン化合物であるリナロー

ル やシトロネロール、ゲラニオールなどを多く含むゼラニウム精油で発現しなかった。更

に、摂食促進作用を示したベンジルアセトンに類似した構造を持つ化合物でもカルボニル

基のないブチルベンゼンやカルボニル基とフェニル基が隣接するベンズアルデヒド、フェ

ニル基がイソブテニル基で置換された 6-メチル-5-ヘプテン-2-オンでは活性が消失した。カ

ルボニル基の位置や脂肪族鎖長はベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、アセトフェ

ノンの鎮静作用[10]やオイゲノール、2-メトキシ-4-フェニルフェノールの嗅覚受容体の活性

化[28]に影響を与えていることが報告されている。 

 

Table 1. Compounds contained in geranium essential oil. 

Compounds Content ratio (%)
Retention 

Indices 
cis-rose oxide 4.30 1376 

trans-rose oxide 2.37 1393 
trans-linalool oxide 5.41 1466 

menthone 3.81 1503 
isomenthone 5.66 1533 

linalool 5.32 1550 
β-bourbonene 3.68 1559 

citronellyl formate 6.29 1631 
geranyl formate 3.05 1715 

citronellol 26.31 1769 
geraniol 13.55 1849 

10-epi-γ-eudesmol 2.63 2129 
other compounds (less than 2% of content ratio) 17.62 — 

total (34 compounds) 100.00 — 

 

 

Figure 3 及び 4 で示した摂食量変化と視床下部での NPY mRNA および POMC mRNA の発

現量の変化を比較すると、摂食量の変化は NPY mRNA の発現変化と正の相関性があり、

Figure 9 で示した様に絶食の有無では摂食促進作用に差が無いと考えられるため Figure 3 と

Figure 4 の比較は妥当性があると思われる。この摂食量と NPY の相関性はベンジルアセト

ン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナムアルデヒドによる嗅覚刺激が NPY mRNA の発現量を

有意に増加させる事を示唆している。更に、視床下部の NPY は摂食促進ペプチドとして知

られており[26]、NPY がベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナムアルデヒドの

摂食促進作用に関与していると推察した。NPY mRNA、POMC mRNA と摂食量についての

報告のいくつかは摂食量が減少する際 NPY mRNA が減少すれば POMC mRNA が増加した

ことを示唆している[16, 17]。しかし、今回の結果は摂食量が増加する際に NPY mRNA が有

意に増加し、POMC mRNA は減少傾向にあるが、POMC mRNA の発現量に有意な変化はな
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近年、漢方薬の一つである六君子湯がシスプラチン投与ラットの血中グレリン濃度を上

昇させ、食欲不振の改善を促進したと報告されている[2]。また、グレリンがラットの視床

下部での NPY mRNA の発現量を増加させたという研究結果も報告されている[38]。ベンジ

ルアセトンとグレリンはどちらも視床下部での NPY mRNA 発現量を増加させるので、ベン

ジルアセトンは六君子湯で治療される食欲不振のような症状の改善に利用できる可能性が

ある。 

ベンジルアセトンの摂食促進作用は 60 分以下の吸入時間では時間との間に正の相関があ

り、(Figure 7)、Satou らによるゲットウ(Alpinia zerumbet)精油の吸入投与による抗不安作用

の調査でも同様に抗不安作用と時間との間に正の相関が示されている。[26] 一方で Satou

らは長時間の吸入投与では作用が減弱したことも報告している。 

ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用は投与濃度と投与時間の影響を受けて

いることを本章第二節で示し、更にその作用は嗅覚を刺激した化合物の総物質量に依存す

ると推定されている。これらの結果および本章第二節 4.の結果から投与時間が短くなるに

つれ摂食量が減少したのは摂食行動に関連した鼻粘膜上の受容体と相互作用した化合物の

総物質量が減少したためであると推測する。 ベンジルアセトン 7.4×10-6 mg/L 以下の投与

量で投与量依存的に摂食量が減少したのもこれと同じ理由であると思われる。更に、有意

差はつかなかったものの 7.4×10-2 mg/Lの 60分間吸入投与ではコントロール群より摂食量が

7%減少している事が明らかとなったことから、濃度の上昇とともに摂食行動を抑制する可

能性があると考えられる(Figure 8)。この結果から異なった作用機序が高濃度投与時に働い

ている可能性がある。Hur らはフェンネル精油を高濃度で吸入投与させた結果、摂食量、体

重などが減少したと報告している[39]。 精油の高濃度投与は Choi ら及び Yamamoto らも行

っており、いずれも摂食量が減少していた [16, 17]。本研究では Choi らと同じゼラニウム

精油を用いたアッセイを行った。第一章第一節 2.の Figure 3 で示した通り、ゼラニウム精油

で鎮静作用のある 7.4×10-5 mg/L の投与濃度では POMC mRNA の発現量は増加しておらず、

摂食量の減少も観察されていない。Choi らは金属製ラットケージ(31.28 L)に 2 mL のゼラニ

ウム精油を滴下する投与を行っているので 610 mg/L と予想され、ケージ内化合物量は 7.4

×10-5 mg/L の約 1 億倍と算出される。 

 以上の考察から、本研究においてベンジルアセトン 7.4×10-6 mg/L を投与した群より低濃

度を吸入させたものは投与濃度が高くなるにつれ視床下部における NPY mRNA 発現量が増

加するが、7.4×10-6 mg/L より高い投与濃度で投与すると NPY mRNA 発現量が減少し、POMC 

mRNA 発現量が増加していると予想される。 

芳香性化合物の推定作用機序は大きく分けて二つある。一つは中枢神経系の受容体を血

中移行した化合物が刺激するというもの、もう一つは直接嗅覚刺激により作用を発現する

ものである[12, 27, 28, 40]. これまでに硫酸亜鉛を溶かした生理食塩水やキシロカインを用
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いた嗅覚破壊により作用機序が嗅覚を介したものであるということを確認した例がいくつ

か存在する[16, 27]。しかし、嗅覚破壊は処置中に窒息などにより動物が死亡することが多

いため、倫理的観点から腹腔内投与で中枢への化合物の直接作用の有無を調査した。第二

節 4.で示した通り、腹腔内投与ではいずれの投与濃度でも摂食量の増加は見られなかった。

このことから、ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用は主として中枢にベンジ

ルアセトンが直接作用したものではなく、主に嗅覚刺激によっておこるものと推定した。 
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一方、シンナムアルデヒド投与群に関する two-way ANOVAの統計処理の結果はDay [F(14, 

135)=125.25, p < 0.001]の影響のみが吸入投与によるマウスの体重増加に有意な作用である

ことを示唆しているが、Group×Day 相互作用は体重増加に有意な影響を与えなかった。事

後検定の結果はシンナムアルデヒド投与群ではコントロール群間と比較して 13 日目 (p < 

0.05)のみで有意に体重が増加したことを示している。 

 

 

2. 体重増加に対する自発運動抑制作用の影響 

ベンジルアセトンは既に 7.4×10-6 mg/L の投与濃度で自発運動抑制作用があることが知ら

れている [10]。精油組成の大半をシンナムアルデヒドが占める桂皮精油は有意な自発運動

抑制作用を示さなかった[11]。ヒトにおける体重増加の要因として運動不足と過食が挙げら

れている[41]。そこで体重増加に摂食促進作用と共に自発運動抑制作用が寄与しているかを

検討するため、ベンジルアセトンおよびシンナムアルデヒドの自発運動抑制作用をオープ

ンフィールド法を用いて調査した。オープンフィールド試験とは、動物が制約を受けず自

由に行動できる空間 (オープンフィールド) 内に動物を投入し、一定時間マウスの行動を観

察することにより動物の情動変化を観察する試験である。本研究ではケージ (奥行 30 cm, 

幅 60 cm, 高さ 34 cm) をオープンフィールドとして使用し、実験を実施した。ケージ底面

に 10 cm 間隔で線を引き、その線をマウスが 5 分ごとに横切った回数を y 軸、時間を x 軸

としてグラフを描き、この曲線下面積(AUC)を自発運動量として扱った。またマウスの行動

をビデオカメラにて撮影することで、跳躍、立ち上り等の異常行動等の発現の有無を確認

した。吸入投与方法は遺伝子発現量調査の場合と同様にケージ上部にクエン酸トリエチル

で溶解、希釈した芳香性化合物を滴下したしたろ紙を調布し、ガラス板で蓋をした後に自

然拡散で 60 分間芳香性化合物を充満させた。このケージ内にマウスを投入し、オープンフ

ィールド試験を実施した[10]。 

ベンジルアセトンおよびシンナムアルデヒドを用いて投与開始後 1 時間の自発運動量を

観察した結果、ベンジルアセトン投与群では摂食促進作用と体重増加作用を示した 7.4×10-6 

mg/L の投与濃度で自発運動量がコントロール群より 70%低下したが(Figure 11A)、シンナム

アルデヒド投与群では濃度が増加するにつれ自発運動量が減少する傾向があるものの、摂

食促進作用が観察された7.4×10-6 mg/Lの投与濃度では有意な自発運動抑制作用は確認され

なかった(Figure 11B)。この結果はベンジルアセトンの体重増加作用に自発運動抑制作用が

寄与していることを示唆しているとともに、摂食促進作用と自発運動抑制作用はそれぞれ

独立した作用であることを示した。Figure 11 で示した結果は 1 時間での自発運動量である。

1 日ごとに体重を測定していた体重増加作用の結果に自発運動抑制作用が寄与しているこ

とを確かなものにするには 1 日当たりの自発運動量の測定が必要であると考えた。そこで、

イグルーファストトラックケージシステムを用いてマウスの 1 日あたりの自発運動量を調
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1 日当たりの自発運動量は 1 時間での自発運動量と同様に投与濃度 7.4×10-6 mg/L のベン

ジルアセトン投与群でコントロール群の 30%に減少することが明らかとなった(Figure 12)。

一方、シンナムアルデヒド投与群ではコントロールと有意差はなかった(Figure 12)。この結

果はベンジルアセトンの体重増加作用は摂食促進作用だけでなく、自発運動抑制作用の影

響も受けておりこれらの組み合わせによって有意な作用となっていることを示唆した。一

方、シンナムアルデヒドでは摂食促進作用はあるが、自発運動抑制作用がないので体重増

加傾向はあるが有意な作用でないと考えられる。 
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第二節 考察 

14 日間ベンジルアセトンを繰り返し投与したマウスでは体重がコントロール群と比較し

て有意に増加しており、two-way ANOVA の結果からベンジルアセトンの吸入投与自体が体

重増加作用に寄与している事が明らかとなった (Figure 10)。一方、14 日間シンナムアルデ

ヒドを繰り返し投与したマウスの体重はコントロール群のものと比較して増加する傾向に

はあるが有意な増加は確認できず、two-way ANOVA の結果もシンナムアルデヒドの吸入投

与が体重増加作用に寄与しているとは言えない事を示した(Figure 11)。14 日間でマウスが消

費したペレットの総量はコントロール群と比較してベンジルアセトンで 16.5 g、シンナムア

ルデヒドで 21.2 g 多かった。ベンジルアセトン投与群では吸入投与が体重増加に寄与して

おり、シンナムアルデヒドでは吸入投与が体重増加に寄与していないと two-way ANOVA の

結果は示しているが、摂食量は体重増加に与える一要因であり[41]、今回の吸入投与でも 14

日間で両群とも摂食量は増加している。これは two-way ANOVA が示した吸入投与による作

用がベンジルアセトンにはあるがシンナムアルデヒドにはない作用であって、摂食促進作

用ではないものであることを示唆している。  

 そこで、ベンジルアセトンにはみられるが、シンナムアルデヒドが主成分である桂皮精

油ではみとめられなかった自発運動抑制作用が寄与しているのではないかと予想した。 

 摂食促進作用と自発運動抑制作用は第一章第一節での芳香性化合物の摂食促進作用の結

果と本章第一節 2.の結果からそれぞれ独立した作用を示している。ベンジルアセトンの有

意な体重増加作用は two-way ANOVAの結果から考えると自発運動抑制作用が強く影響を及

ぼしていることがうかがえる。また、ベンジルアセトンは摂食促進作用と自発運動抑制作

用の両者を同一濃度で示す非常に面白い化合物である。 

第一章第一節 2.で示した様に、ベンジルアセトンとシンナムアルデヒドの吸入投与によ

る摂食促進作用および視床下部における NPY 発現量の変化はどちらもよく似ていると考え

られる。一方、本章第一節で示したベンジルアセトンの自発運動量は 7.4×10-6 mg/L 前後の

投与濃度で U 字カーブを描くが、シンナムアルデヒド吸入後の自発運動量はどの濃度でも

投与濃度依存的に低下していくものであった。ベンジルアセトンの自発運動抑制活性は嗅

覚破壊により減弱するが、それでも自発運動量の減少が観察されたことが報告されている

[27]。この報告から、ベンジルアセトンの自発運動抑制作用は嗅覚刺激と血中移行した化合

物の中枢における作用の両者にに基づいていると考えられる。シンナムアルデヒドの自発

運動への作用は 250 mg/kg (経口投与での生物学的利用脳は 20%未満とされているため[42]、

最大で利用可能量は 50 mg/kg)での経口投与により観察されており、更にシンナムアルデヒ

ド 250 mg/kg の腹腔内投与により運動失調作用も確認されている [43]。 
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2. カレー粉精油中の活性化合物の探索 

 本節 1.で摂食促進作用を示したカレー粉精油の活性成分を同定するため、カレー粉精油

の GC-FID 及び GC-MS 分析による揮発成分の定量及び定性解析を行った。Table 2 に示し

たとおり、カレー粉精油はシンナムアルデヒド、オイゲノール、アネトールなどフェニル

プロパノイドと、β—カリオフィレンや生姜精油に含まれるジンギベレンなどテルペノイド

から成っていた。 

Table 2. Main components of curry powder and ginger essential oil. 

Components 
  Curry Powder Essential Oil Ginger Essential Oil 

 
Peak Area 

(%) 
RI 

Peak Area 
(%) 

RI 

 β-Phellandrene  - - 5.46  1212  
 γ-Terpinene  1.16  1246  - - 
 δ-Elemene  1.02  1473  - - 
 α-Copaene  1.71  1497  - - 
 Linalool  3.13  1550  1.17  1550  
 Bornyl acetate  - - 1.70  1584  
 2-Undecanone  - - 1.31  1600  
 β-Caryophyllene  4.64  1600  - - 
 Terpinen-4-ol  - - 1.41  1606  
 Myrtenal  - - 1.13  1631  
 Neral  - - 10.81  1684  
 α-Terpineol  - - 1.83  1702  
 endo-Borneol  - - 3.28  1708  
 Zingiberene  1.25  1724  8.59  1724  
 β-Bisabolene  - - 1.61  1730  
 Geranial  - - 22.29  1734  
 α-Farnesene  - - 1.92  1750  
 δ-Cadinene  1.87  1761  - - 
 β-Sesquiphellandrene  2.57  1772  3.04  1772  
 α-Curcumene  1.01  1775  1.41  1775  
 2-Methyl-3-phenylpropanal  11.46  1781  - - 
 Methylenebornane  2.45  1793  - - 
 trans-Anethole  15.18  1827  - - 
 Geraniol  - - 2.10  1852  
 7-epi-cis-Sesquisabinene 
hydrate  - - 1.07  2004  

 trans-Cinnamaldehyde  2.70  2045  - - 
 cis-Nerolidol  - - 1.40  2051  
 p-Cimen-7-ol  1.82  2118  - - 
 7-epi-trans-Sesquisabinene 
hydrate  - - 1.95  2119  

 Zingiberenol  - - 2.55  2129  
 Eugenol  6.97  2172  - - 
 Turmerone  7.81  2185  - - 
 β-Eudesmol  - - 1.00  2232  
 Curlone  6.31  2240  - - 
 ar-Turmerone  10.32  2251  - - 
 Unknonws  - - 3.70  - 
 Main Component total  83.38  18 compounds 80.74  24 compounds
 Other compounds  16.62  36 compounds 19.26  41 compounds
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フェニルプロパノイドはカレー粉精油の 24.78%を占めていた。シンナムアルデヒド、オ

イゲノール、アネトール、β—カリオフィレンやカレー粉の原料の一つである生姜精油(Table 

2)を 7.4×10-6 mg/L の濃度で吸入投与し摂食促進作用を測定したところ、フェニルプロパノ

イドであるシンナムアルデヒド、オイゲノール、アネトールでは有意な摂食量の増加が観

察されたが、β—カリオフィレンやテルペノイドのみからなる生姜精油(Table 2)では摂食量の

増加が観察されなかった(Figure 13)。この結果からシンナムアルデヒド、オイゲノール、ア

ネトールはカレー粉精油の活性に寄与する化合物である可能性がある。オイゲノールやア

ネトールに構造の類似したフェニルプロパノイド、サフロールやエストラゴールを吸入し

たマウスでは摂食量の増加が観察されなかった(Figure 13)。 

 

   

   
Fig. 14. Compounds tested in this study 

8. eugenol 9. trans-anethole 10. safrole 11. estragole 12. β-caryophyllene 
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第二節 考察 

カレー粉精油を吸入したマウスはコントロール群と比較して優位に多い摂食量を示した。

ポジティブコントロールである投与濃度 7.4×10-6 mg/L のベンジルアセトンを吸入させたマ

ウスの摂食量はこれとほぼ同等であった。カレー粉精油に含まれるフェニルプロパノイド

化合物 シンナムアルデヒド、オイゲノール、アネトールには摂食促進作用があったが、β-

カリオフィレンやジンギベレンなどのセスキテルペンを含む生姜精油は摂食促進作用を示

さなかった(Figure 13)。第一章第一節 2.でもフェニルプロパノイドやその類縁体が摂食促進

作用を示すことを述べたが、テルペノイドやテルペノイドを主成分としたゼラニウム精油

は摂食促進作用を示さなかった。これらはテルペノイド化合物と比較してフェニルプロパ

ノイド構造を有する化合物が摂食促進作用を示す可能性があることを示唆している。 

一方で、フェニルプロパノイドの中でもサフロールやエストラゴールのように摂食促進

作用を示さないものも存在している。第一章第二節 4.の結果から、芳香性化合物による摂

食促進作用は主として嗅覚刺激によるものと推測するが、摂食促進作用を示すオイゲノー

ルの作用する嗅覚受容体の一つにサフロールなどが作用しないことが明らかとなっている

[28]。更にシンナムアルデヒド、アネトール、エストラゴールはオイゲノールやバニリン[28]

と違うタイプの嗅覚受容体で高い親和性を示したこと報告されており[50]、サフロールやエ

ストラゴールは摂食促進作用を示さない受容体と相互作用をしている可能性がある。 

生薬として用いられる生姜や乾姜の第十六改正日本薬局方 (JPXVI)における指標物質は

それぞれ[6]-ギンゲロール[51], [6]-ショウガオール[52]であるが、本研究で得た生姜精油には

これらは含まれていなかった。 [6]-ギンゲロールや[6]-ショウガオールは生の生姜のメタノ

ールエキスでは少なく、乾燥や蒸すなどの加熱処理をした生姜のメタノールエキスで増加

する事が Cheng らの研究で明らかとなっている[53]。一方で、乾燥させた生姜でも精油には

[6]-ギンゲロールが含まれないという報告があり[54]、その組成は本研究の結果と同様にモ

ノテルペンやセスキテルペンを主体とした精油であった。 [6]-ギンゲロールがイソオクタ

ンや四塩化炭素に溶解しにくい事が Singh ら[55]の研究で明らかとなっているので、捕集溶

媒として用いたヘキサンやヘキサンに溶けたテルペノイドの中には溶けにくい可能性があ

る。しかし、Singh らは[6]-ショウガオールがイソオクタンに非常に溶けやすいことも報告

しているため少量であっても精油中に現れないというのは別の理由があるからであると考

えられる。その一つに沸点の差が考えられる。生姜精油に含まれる α-クルクメン、および

cis-ネロリドールの沸点はそれぞれ 20Torr で 140-142°C (760Torr で約 260°C)[56]、および

0.1Torr で 70°C (760Torr で約 290°C)[57]と報告されており、多くの精油成分が 200-300°C の

間での沸点を有する。しかし、[6]-ギンゲロールで沸点は 453°C[58]、[6]-ショウガオールで

は 427.5°C[59]である。このように高沸点であるため水蒸気蒸留によって蒸留され難いこと

が[6]-ギンゲロールや[6]-ショウガオールが精油成分中に存在しない理由であると推測する。 



27 
 

 カレー粉精油に含まれているシンナムアルデヒド, オイゲノール, アネトールをカレー

粉精油中の割合(1.00 : 2.58 : 5.62)で混合したものを 7.4×10-6 mg/Lで投与するとカレー粉精油

を投与した場合より作用が弱くなったばかりでなく活性化合物と予想される化合物のみの

投与の場合よりも作用が弱くなっていた。(Figure 15) カレー粉精油中でシンナムアルデヒ

ド、オイゲノール、アネトールが占める割合は 24.85%であり、生姜精油由来の化合物(ジン

ギベレン)や β-カリオフィレン、第一章第一節 2.で明らかにしたリナロールなどは摂食促進

作用を示さないと考えられるので、カレー粉精油において作用を持たない溶媒としての役

割を持ち、3 つの摂食促進作用を示す化合物を希釈している可能性が考えられる。シンナム

アルデヒド、オイゲノール、アネトールを混合したものを 7.4×10-7 mg/L ならびに 7.4×10-8 

mg/L に希釈したところ 7.4×10-7 mg/L でカレー粉精油とほぼ同等の摂食促進作用が得られ、

7.4×10-8 mg/L では作用が消失していた。この結果は第一章第三節 2.の結果と同様に、濃度

が高すぎても低すぎても活性が弱くなるということを示している。このためシンナムアル

デヒド、オイゲノール、アネトールを混合したものがテルペノイドを主体とする活性を持

たないと考えられる精油成分により希釈されていたことでより高濃度である 7.4×10-6 mg/L

でカレー粉精油の摂食促進作用が観察されたのだと推察する。また、7.4×10-7 mg/L の活性

化合物と予想される化合物をカレー粉精油中の比率で混合したものはカレー粉精油より低

濃度で強い摂食促進作用を示したことから相乗効果も存在する可能性がある。 

 カレー粉精油を吸入したマウスの摂食量はコントロール群と比較して有意に増加してお

り、これはベンジルアセトンの吸入投与での摂食量と同等であった。この結果は生薬や香

辛料の香気に薬理作用があることを示した。また、カレー粉精油中に含まれるシンナムア

ルデヒド、オイゲノール、アネトールがカレー粉精油の活性成分である可能性が示唆され

た。これらの化合物を主要成分として含むスパイス、例えばフェンネル(Foeniculum vulgare 

Mill., Apiaceae)、シナモン(Cinnamomum zeylanicum J.Presl, Lauraceae)、クローブ(Syzygium 

aromaticum (L.) Merrill & Perry, Myrtaceae) [44, 45]などの精油も摂食促進作用を示すことが

推察される。Kariyone[60]によれば日本で売られている健胃薬に含まれる芳香性健胃薬、桂

皮、丁子、アニスなどの香りはそれらの摂食促進作用の活性成分であると考えられてきた。

本研究の結果は桂皮[46]、丁子[47]、アニス[61]の精油の 50%以上をそれぞれ占めるシンナ

ムアルデヒド、オイゲノール、アネトールがこれら芳香性健胃薬の主要活性成分である可

能性を示唆している。 
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第四章 ハナショウガ (Zingiber zerumbet) 根茎由来環状セスキテルペン 

ゼルンボンおよびその誘導体の自発運動抑制活性 

第一節 研究の背景 ハナショウガ及びその精油成分について 

ハナショウガ Zingiber zerumbet Smith (Zingiberaceae)はインド原産で、インド・東南アジ

アからハワイ諸島に至る広い地域に分布する[62]。花茎が華やかなので欧米では園芸植物と

しての利用が主だが、東南アジアでは根茎を主に鎮痛作用を期待して民間で薬用にする[63]。

実際、根茎由来の精油の主成分であるゼルンボンには抗侵害作用が認められたことが報告

されている[64]。ゼルンボンには抗侵害作用の他にも抗ウィルス作用、抗炎症作用などが示

されているが、化合物としては高い反応性を有するため、パクリタキセルをはじめとする

医薬品等の合成原料として期待されている[65-70]。ゼルンボンは香りがあって揮発性が高

いセスキテルペンであり[67]、吸入投与により自発運動抑制活性などの生物活性があらわれ

る可能性があると期待される。そこで、Figure 16 に示したゼルンボン及びその誘導体を吸

入投与した際のマウスの総自発運動量の変化を第二章第一節 2.と同様にオープンフィール

ド法で観察し、化合物の構造と活性との関係の調査を計画した。 

 

    

 

Figure 16. Structures of zerumbone and its derivatives examined in this study. 
13: zerumbone; 14: α-humulene; 15: (2R)-tetrahydrozerumbone (R-THZ);16: (2S)-tetrahydrozerum- 
bone (S-THZ); 17: (2RS)-tetrahydrozerumbone (rac-THZ); 18: (1RS,2SR)-cis-tetrahydrozerumbol  
(rac-cis-THZol); 19: (1RS,2RS)-trans-tetrahydrozerumbol (rac-trans-THZol); 20: (1RS,2SR)-cis-te- 
trahydrozerumbyl acetate (rac-cis-THZAc); 21: (1RS,2RS)-trans-tetrahydrozerumbyl acetate (rac- 
trans-THZAc). 
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第三節 考察 

本研究の結果、α-フムレン 14 は弱い自発運動抑制活性を有することが見出された。(Fig. 

17) ゼルンボン 13 および化合物 14 の間で活性曲線が異なっていたのは 7.4×10-4 mg/L の投

与時のみであった。また、環構造と自発運動抑制活性の関連を考察するために過去に報告

された化合物 13 および 14 の X 線構造解析の結果を比較した結果、両化合物間でケトン基

付近のねじれ角の大きさを除き環構造に大きな差はない事が示された[69, 70]。これらの結

果から、化合物 13 の 1 位にあるケトン基は有意な自発運動量の低下作用に寄与していると

推測した。THZ 15-17 はゼルンボン 13 の 1/100 の投与量で最も強い自発運動抑制作用を示

した。このため、ゼルンボン 13 の C2-C3 及び C10-C11 の二重結合の有無が有意な活性の

発現に寄与していると推定した。THZ 15-17, THZol 18-19, THZAc 20-21 の結果(Figure 18, 19)

から、いずれの化合物にも有意な自発運動抑制活があることが明らかになった。化合物 14

と化合物 13 および 15-21 の比較から、酸素含有官能基が有意な自発運動量の低下作用に寄

与している可能性が示唆された。また、化合物 18,19 と化合物 20,21 の比較から水酸基のア

セチル化は自発運動抑制活性を減弱させる可能性があることが示唆された。水酸基のアセ

チル化による活性の減弱はベンジルアセトン誘導体でも報告されている[10]。 

既に報告された吸入投与による cis-trans 異性体環状化合物の生理活性の比較は

Vernet-Maury らの報告のみである[71]。Vernet-Maury らによれば cis-trans 異性体環状化合物

である 8-メルカプトメントンの異性体間でストレス誘発作用に差がない事を報告している。

一方、本研究の結果では cis-trans 異性体間の有意な自発運動抑制活性の発現する化合物量

に 10 倍の差があることが化合物 18 と 19 の比較および化合物 20 と 21 の比較から明らかと

なった。また、THZ 15-17 では C2 位の絶対配置は自発運動抑制活性に影響を与えないこと

を示した。既に報告されている鏡像異性体間で活性に差のない化合物としては limonene が

ある[27]。 

以上の考察における二重結合の有無や cis-trans 異性体間の活性の違いから、11 員環やそ

れに付属した官能基の立体配座が活性に強く影響を与えると考察した。 

 芳香性化合物の吸入投与による自発運動抑制作用機序として、いくつかの仮説が示され

ている。ひとつは中枢神経系での受容体制御であり[10, 12]、もうひとつは自律神経の制御

である 19)。 ゼルンボン誘導体の作用部位を検討するため、混合物 17 をコーンオイル (和

光純薬工業)に溶解し、10-5 mg/kg の投与量で腹腔内投与した結果、対照群と比べて有意な自

発行動の減少が認められた(Figure 20) 。この結果から、本研究で用いた化合物の自発運動

抑制活性は、嗅球の刺激のみではなく、肺もしくは鼻粘膜から化合物が吸収されるという

経路による活性発現も関与していると推測した。 
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総括および結語 

 本研究ではいくつかの芳香性化合物、特にフェニルプロパノイド構造を有する化合物の

吸入投与による視床下部での遺伝子発現量調査を通してベンジルアセトンやシンナムアル

デヒドのようなフェニルプロパノイド構造を有する化合物の摂食促進作用の効果を科学的

に立証するとともに、摂食促進作用を示す化合物としてベンジルアセトン、シンナムアル

デヒド、1-フェニル-2-ブタノン、オイゲノール、アネトールを同定したとともに、シンナ

ムアルデヒド、オイゲノール、アネトールを含むカレー粉精油にもこの作用があることを

明らかにした。以下に各章で明らかになった結論を示す。 

 

ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用について 

 ベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナムアルデヒドは吸入投与により視床

下部での神経ペプチド Y mRNA の発現量増加から、これらの化合物の香気がマウスに摂食

促進作用を示したことを明らかにした。活性成分としてフェニルプロパノイド構造を有す

るベンジルアセトン、1-フェニル-2-ブタノン、シンナムアルデヒドがあり、テルペノイド

などは摂食促進作用を示さなかった。ベンジルアセトンの吸入投与による摂食促進作用は

投与濃度や投与時間の影響を受けたことから、この作用は作用点である嗅覚を刺激したそ

う化合物量に依存した反応であると考えられる。 

 

ベンジルアセトンの吸入投与による体重増加作用について 

 ベンジルアセトンの吸入投与は有意な体重増加作用を示したが、シンナムアルデヒドで

は体重増加傾向はある者の、優位な体重増加は観察されなかった。摂食量はほぼ同等であ

るこれらの化合物の 1 時間あたりおよび 1 日あたりの吸入投与を行ったマウスの自発運動

量はベンジルアセトンを投与した場合はコントロール群と比較して優位に低下したものの、

シンナムアルデヒドを投与した場合はコントロール群と差がなかった。これらのことから、

摂食促進作用と自発運動抑制作用は独立した作用であるが、これらを組み合わせることに

より有意な体重増加作用が発現した。 

 

香辛料精油の吸入投与による摂食促進作用 

 カレー粉精油の吸入投与によりベンジルアセトンと同等の摂食促進作用が得られた。ま

た、カレー粉精油に含まれるシンナムアルデヒド、オイゲノール、アネトールも摂食促進

作用を示し、これらの混合物はカレー粉精油より低い濃度で強い摂食促進作用を示した。
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これらの結果から、摂食促進作用を示す化合物はフェニルプロパノイド構造を持っており、

テルペノイドなどはこれを示さないことが明らかとなった。また、カレー粉精油に活性が

あったことから、生薬や香辛料の匂いには薬理作用があることが明らかとなった。 

 

ゼルンボンおよびその誘導体の吸入投与による自発運動抑制活性  

ゼルンボンおよびその誘導体は α—フムレンとの自発運動抑制活性との比較から、酸素含

有官能基、すなわちカルボニル基、水酸基、アセトキシ基を有する事で有意な自発運動抑

制活性を示している事が明らかとなった。更に、二重結合の消失やジアステレオマーなど

環構造の違いにより作用濃度が変化する事から、環構造も自発運動抑制活性に強く寄与し

ている。 

 

 以上、本研究では希薄な芳香性化合物の吸入投与、すなわち、においが摂食促進作用を

示すことを、マウスを用いた動物実験により明らかにしたものである。これは吸入投与に

よる医薬品の開発やにおいを利用したセルフメディケーションの考案など、芳香性化合物

の新たな研究開発に有用な知見となると考えている。 
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実験方法 

[Materials] 

Essential oils and compounds used in this study (Figure 1, 14, 16) were obtained as follows. trans- 

Cinnamaldehyde (purity 98%) and benzaldehyde (purity 98%) were purchased from Nacalai Tesque, 

benzylacetone (purity >95%), 1-phenyl-2-butanone (purity >95%), butylbenzene (purity 99%), 6-m- 

ethy-5-hepten-2-one (purity 98%), eugenol (purity 99%), trans-anethole (purity 98%), safrole (purity 

96%) and β-caryophyllene (purity >90%) were purchased from Tokyo Chemical Industry. Geranium 

essential oil was purchased from Tisserand and (R)-linalool (purity >95%), p-allylanisole (estragole; 

purity 98%) and α-humulene (purity >96%) were obtained from Sigma-Aldrich. All fragrant compo- 

unds used in this study were of the highest grade available. Zerumbone was extracted from Zingiber 

zerumbet rhizome, and the extract was refined. 2,3,10,11-Tetrahydrozerumbone (THZ) stereoisomers 

and tetrahydrozerumbone derivatives were synthesised from zerumbone. First, zerumbone was redu- 

ced with H2 on Pd/C to give racemic THZ. Then, racemic THZ was reduced with LiAlH4 to give ra- 

cemic THZol, which were acetylated with acetic anhydride in pyridine solution to obtain cis- and 

trans-THZAc. Furthermore, racemic THZol were treated with lipase and isopropenyl acetate to obt- 

ain (2S)-tetrahydrozerumbyl acetate and (2R)-tetrahydrozerumbol in order to resolve the racemic 

THZ into (2R)-THZ and (2S)-THZ by oxidisation following deacylation. Zerumbone derivatives 

were refined to more than 99.9% purity, as evaluated by 1H-NMR, and (2R)-THZ and (2S)-THZ 

were obtained with 97% and 95% e.e., respectively. The purity of cis-THZol was 85%. Triethyl citr- 

ate was purchased from Merck KGaA, and 2-mercaptoethanol and ethanol were from Nacalai Tesq- 

ue. Ghrelin (rat) was purchased from Peptide Institute Inc. The materials for distillation of spices; 

curry powder and raw ginger (Zingiber officinale Roscoe, Zingiberaceae) were purchased from S&B 

Foods INC. and Sakata. The batch numbers of the purchased spices were as follows: 2017.7.17 (cur- 

ry powder), H 2K (raw ginger). 

[Animals] 

The animal studies were designed according to the recommendations of the Animal Research 

Committee of Kyoto University, Kyoto, Japan. Four-week-old male ddY mice (approximately 16 g 

at the time of purchase) were obtained from Japan SLC. The mice were housed in colony cages (six 

mice per cage) at an ambient temperature of 25 ± 2°C under a 12 h light–dark cycle. The mice used 

for the measurement of gene expression in the hypothalamus, locomotor activities and weight gain 

caused by fragrant compounds administration over 14 days (25 g at the time of experiments) were 

fed standard pellet chow and water ad libitum. The mice used in the feeding tests (19 g at the time of 

the experiments) were fasted for up to but not more than 24 h before starting the tests, but water was 

available ad libitum. All studies were conducted from 08:00 to 17: 00. 
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[Evaluation of gene expression in mice hypothalamus] 

The evaluation method for gene expression used in this study was modified from that described 

previously [12, 16]. The mice that were not fasted inhaled the fragrance in their cage for 60 min, 

then their brains were removed after cervical dislocation and decapitation. Hypothalamus was 

isolated from the brain and was ground up using liquid nitrogen. Total RNA was extracted from the 

hypothalamus using an RNeasy fibrous tissue mini kit (Qiagen). cDNA was synthesised using 

Revatra Ace (Toyobo) and oligo (dT)15 primer (Takara Bio Inc.) with extracted total RNA as a 

template, and the resultant cDNA was refined by NucleoSpin Gel and PCR Clean-up 

(MACHEREY-NAGEL). Gene expression in the hypothalamus was measured using 

THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix (TOYOBO) on StepOnePlus™ (Applied Biosystems). 

Quantitative real-time PCR was performed with a temperature programme starting at 95.0 °C for 20 

s, followed by 40 cycles of 95.0 °C for 3 s, 45.0 °C for 30 s and 72.0 °C for 30 s. The primers used 

in this study are shown in Table 3. Calibration curves for each couple of primerswere plotted using 

the results of real-time PCR. The calibration curves of β-actin, POMC and NPY and their correlation 

coefficients are shown in Table 3. The linearity of the calibration curves was evaluated with the 

correlation coefficients, and the appropriate values were set to > 0.98. The efficiency of the target 

amplification was calculated based on the slopes of the calibration curves, and the efficiency was 

confirmed to be 0.8–1.2 [73]. Quantitative evaluation of gene expression was analysed using the 

2−ΔΔCT method. 

 

Table 3. Characteristics of primers and their amplicons. 

 Primer sequence 
Tm value 

(°C) 
Calibration curve 

PCR 
efficiency 

Amplicon 
size 

β-actin 
forward 

5’-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’ 48.0 
y=−3.868log(x)+35.516 

(R2=0.989) 
0.814 104 bp 

β-actin 
reverse 

5’-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’ 50.0 

POMC 
forward 

5’-CATTAGGCTTGGAGTAGGTC-3’ 48.0 
y=−3.889log(x)+40.782 

(R2=0.997) 
0.808 154 bp 

POMC 
reverse 

5’-TCTTGACGATGGCGTTCTTG-3’ 48.0 

NPY 
forward 

5’-GTGTGTTTGGGCATTCTG-3’ 44.2 
y=−3.815log(x)+34.732 

(R2=0.998) 
0.829 112 bp 

NPY  
reverse 

5’-TTGATGTAGTGTCGCAGAGC-3’ 48.0 

 

 

 [Stress Loading] 

Mice were subjected to restraint stress for 15 min using a stress cage (Natsume Seisakusho Co., 

Ltd.) before starting inhalation. 
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[Feeding test] 

Feeding tests were performed according to the previous studies of Choi et al. (2011) and Miyoshi 

et al. (2013) [10, 16]. Fragrant compounds and essential oils were dissolved in and diluted with 

triethyl citrate (400 μL) and dropped onto four filter paper discs attached to the four corners of the 

glass cage (30 cm × 60 cm × 34 cm; 61.2 L). The cage was filled with vaporised solution by 

diffusion for 60 min. The fasted mice inhaled fragrances in the cage for 1 h before the end of the fast. 

At the end of fast, the mice were taken from the glass cage and placed in plastic cages and then 

given approximately 10 g of weighed standard pellet chow (Oriental Yeast). After 4 h of feeding, 

they were removed from the plastic cages and the remaining pellets were weighed to calculate the 

food intake. The control group inhaled air after placement of triethyl citrate in the cage. Ghrelin (rat), 

a hormone that has an appetite-enhancing effect, was dissolved in saline (Otsuka Pharmaceutical) 

and injected intraperitoneally (158 nmol/kg) [23] as a positive control 1 h before starting the feeding 

test and saline was injected as a vehicle. Food intake was tested at various applied 

dosages(7.4×10-8-7.4×10-2 mg/L) and periods of inhalation (5, 15, 30, and 60 min) of benzylacetone. 

[Evaluation of weight gain caused by aroma compound administration over 14 days]  

Daily administration was performed according to the study of Yamamoto et al. to investigate the 

weight gain caused by administration of the aroma compounds once a day over 14 days [17]. The 

triethyl citrate solution containing the aroma compounds (85 µL) was dropped onto a filter paper 

disc attached to the upper wall of a plastic cage (13 L). Mice (n=5) were placed in the cage for 60 

min after they and the pellet chow were weighed, and then returned to the colony cages. The first 

day of exposure to the compounds was regarded as day 0, and the body weights of the mice were 

recorded daily for 14 days. 

[Evaluation of spontaneous motor activity] 

In 1-hr test, each compound was dissolved in triethyl citrate (400 μL) and dropped onto four filter 

paper disks attached to four corners of the glass cage (61.2 L). The vapour from the solution was 

allowed to fill the cage by natural diffusion for 60 min. A mouse was then placed in the center of the 

cage and monitored with a video camera for 60 min. The total spontaneous locomotor activity is the 

area under the curve (AUC) which is calculated from a graph with time (min) on the x-axis, and the 

y-axis was the number of times per 5 min the mouse crossed the lines drawn at 10 cm intervals on 

the bottom of the cage. Most of the effective compounds showed a two-phase effect and the effects 

at lower doses were considered as the true activity. This is because the mice displayed excited 

activeties, such as jumping and rearing, at higher doses [4]. In 1-day test, compound was dissolved 

in triethyl citrate (85 μL) dropped onto a filter paper disc were attached to the upper wall of the 

plastic cage (13 L). Mice were placed in the cages for 60 min, and subsequently moved to colony 
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cages containing Igloo Fast-Tracs running wheels with counters for mice (MK-713/CU01; 

Muromachi Kikai Co.). A single mouse was placed in each cage, and spontaneous locomotor activity 

was measured by rotations of the running wheel. 

[Distillation of materials and GC-GC/MS analysis] 

Curry powder (37 g) and raw ginger (81.7 g) were hydrodistilled for 3 h using the clevenger-type 

apparatus designated in the Japanese Pharmacopoeia 16th edition, and the distilled oil was captured 

in hexane [74]. The essential oil was dried over anhydrous sodium sulphate and stored at −20°C 

before analysis and animal experiments. 

Qualitative analysis of the volatile components was performed by GC/MS (6850GC/5975MSD, 

Agilent Technologies) under the following operating conditions: fused silica capillary column, DB‑

Wax (Agilent Technologies), 60m× 0.25 mm, film thickness 0.25 μm; column temperature 

programme for geranium essential oil: 60–210°C increasing at 3°C/min, holding at 210°C for 30min 

[22]; column temperature programme for other essential oils: starting at 60C, holding at this 

temperature for 4 min, and then increasing 2°C/min to 180°C, followed by 10°C/min to 200°C and 

holding at this temperature for 30 min [75]; injector, 100°C; carrier gas, helium, 26 cm/min; split 

ratio, 100:1; injection volume, 1 μL; ionisation energy, 70 eV. Quantitative analysis of volatile 

components was performed by GC (G-5000, Hitachi) with an FID under the following operating 

conditions: fused silica capillary column, InertCap-Wax (GL Sciences), 60m× 0.25 mm, film 

thickness 0.25 μm; column temperature programme, same as for GC/MS; injector, 100°C; detector 

for galangal, 250°C; detector for other materials, 220°C; carrier gas, helium, 0.8 cm/min; split ratio, 

100:1; injection volume, 1 μL. The retention indices of the components were calculated on the 

InertCap-Wax column using n-alkane standards. The compounds were identified by comparing the 

fragmentation pattern of the mass spectra with those available from the National Institute of 

Standards and Technology and flavors libraries. Quantitative analysis was achieved with an FID. 

[Statistical analysis] 

Results are presented as means ± standard error of the mean (S.E.M). Statistical analyses were 

performed by Dunnett’s test, two-way ANOVA and subsequent t-tests with Bonferroni testing for 

multiple comparisons using GraphPad InStat (GraphPad Software Inc.) and R (R Development Core 

Team, R Foundation for Statistical Computing). A probability level of p < 0.05 was considered 

statistically significant. 
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