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ヒトは，近年において肥満，糖尿病，高脂血症，高血圧
といった動脈硬化のリスクファクターが一個人に集積する
メタボリックシンドロームを呈する患者が急増している。
ヒトの肥満は多くの生活習慣病の発症基盤と考えられ，エ
ネルギーの過剰摂取やライフスタイルの乱れがちな環境を
生じやすい経済的先進国，さらには急速な経済発展を遂げ
ている諸国において，これらメタボリックシンドロームと
総称される疾患に対する治療薬の開発は非常にホットな分
野である。
それらの疾患に対する治療薬のターゲットのひとつとし
て，リガンド依存性の核内転写因子である PPAR γが存在
する。この PPAR γは主に脂肪組織で発現し脂肪細胞の機
能維持に関与する転写因子であり，そのリガンドであるチ
アゾリジン系薬剤は抗糖尿病薬として用いられている。
PPAR γは，脂肪細胞分化のマスターレギュレーターとし
て働くリガンド依存性の核内転写因子であり，同じく核内
受容体型転写因子である RXRとヘテロダイマーを形成し
て，認識配列である PPREに結合する。PPAR/RXR ヘテ

ロダイマーに PPARもしくはRXR のアゴニストが結合す
ると，コリプレッサーの解離と CBP などのコアクチベー
ターの会合が起こり，転写活性化能を有するようになる1, 2）。
これまで高感度リガンドアッセイ系を用いた PPAR γリ
ガンドスクリーニングでは食品由来成分であるいくつかの
イソプレノイドが PPAR γを活性化させることが明らかと
なっている。PPAR γのリガンド結合部位は他の核内受容
体に比べ親水性アミノ酸に富み高いリガンド多様性を示す
ことが知られており，イソプレノイドの他にも様々な活性
化因子が報告されている。ホップの苦味成分であるイソフ
ムロンは PPAR γ活性化作用を有するアゴニストであり，
2型糖尿病患者を対象としたヒト試験においてもその有用
性が明らかにされている3）。また，トウガラシの辛味成分
であるカプサイシンは，抗炎症作用を有しているが，ヒト
由来腸上皮細胞 HT-29 で PPAR γを活性化させること4），
そして肥満状態の脂肪組織での炎症を抑制し肥満症関連病
態の改善に有効であることが示唆されている5）。さらに，
辛味成分であるクルクミン，ピペリンでも類似の作用を有
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することが示されている6）。また，赤唐辛子発酵産物であ
るコチュジャンは脂肪細胞で PPAR γを制御し，抗糖尿病
作用を示す7）。
そこで本研究では様々な植物種子をターゲットにし
PPAR γ活性化因子の探索を，ルシフェラーゼアッセイ法
を用いて検討した。

実験方法

１．PPARγ活性化因子の探索
１）添加試料の調製
採取したノダフジ，サイカチ，ザクロ，シナサワグルミ，
ハナズオウ，ネムの種子を粉砕し，メタノールを加え抽出
した。1週間抽出後，抽出液をろ過，濃縮し，DMSO に
再懸濁後，4℃で保存した。ノダフジ種子のメタノール抽
出物については，ヘキサンとメタノールを用いて分配し，
ヘキサン可溶性画分とメタノール可溶性画分を得た。この
メタノール可溶性画分を濃縮し，酢酸エチルと水を用いて
分配し，酢酸エチル可溶性画分と水可溶性画分を得た。こ
の酢酸エチル可溶性画分はシリカゲルカラムクロマトグラ
フィー（溶媒条件メタノール - クロロホルム ; メタノー
ル：0→ 100％）および ODS カラムクロマトグラフィー
（溶媒条件メタノール-H2O; メタノール：30 → 100％）によ
り分画精製した。

２）レポーターアッセイ
COS-7 細胞を 100 mm dish に 5×104 個 /mL の密度で
播種し，37℃・5% CO2 環境下でインキュベーター内にお
いて 10%ウシ胎児血清（FBS）を含む Dulbecco’s Modi-
fi ed Eagle’s Medium（DMEM）で 24 時間培養後，pM-
PPAR γ，p4 × UASg-tk-luc，および pCMV β-gal をトラ
ンスフェクトした。5時間後トリプシン処理により細胞を
回収し，5× 104 個/mL の密度になるように 96 well dish
に再び播種しそこに種子抽出物を添加した。37℃・5% 
CO2 環境下で 24 時間インキュベート後，市販のキット
Steady-Glo Luciferase Assay System（Promega）に従い，
ルミノメーターによりホタルルシフェラーゼ活性を定量し
た。さらに，96 well プレートに 2- ニトロフェニル -β -D-
ガラクトピラノシドを含む β-ガラクトシダーゼ反応基質
液に細胞抽出液を加え 37℃にて 2時間反応後，マイクロ
プレートリーダーで活性値を測定した。添加試料の
PPAR γ活性化能は Control に対する割合（%）で評価し
た。

３）PPAR γ活性化因子の同定
活性化因子の化学構造は，1H および 13C-核磁気共鳴

（NMR）およびエレクトロスプレーイオン化質量分析
（ESI-MS）により同定した。なお，NMR の測定の際，
CDCl3，CD3OD，D2O を重水素化溶媒として用いた。

２．脂肪細胞分化に及ぼす影響
１）細胞培養
マウス 3T3-L1 脂肪前駆細胞を 1×104 個 /mL の密度で

12 well dish に播種し，37℃・5% CO2 環境下のインキュ
ベーター内において 10% FBS を含む DMEMで培養を
行った。コンフルエント 2日後，0.25µMデキサメタゾン
（DEX），0.5mMメチル-3-イソブチルキサンチン（MIX），
10µg/mL インスリンを加えた分化誘導培地に交換し，2
日間培養を続けた。その後 5µg/mL インスリンを加えた
10% FBS 含有DMEMでさらに 6日間培養を行った。試料
はDMSOに溶かし，それぞれ 10µg/mL の濃度で分化誘
導時から 8日間添加した。分化誘導 8日後，0.1Mトリス
-EDTAを用いて細胞抽出後，トリグリセライド E-テスト
ワコーを用いTG濃度を測定し，タンパク質量で補正した。

２）統計処理
各試料とコントロール（培地中濃度 0.1％の DMSO 溶
剤）との差の比較は t-検定を用いた。また，全ての検定
は P<0.05 で有意とした。

結果と考察

COS-7 細胞に，様々な植物の種子（ノダフジ，サイカ
チ，ザクロ，シナサワグルミ，ハナズオウ，ネム）の抽出
物を添加し，Luciferase Reporter Assay Systemを用いて，
PPAR γに対する活性化能を評価した（Fig. 1）。

Fig. 1   Eff ect of plant seeds on activation of PPAR γ by luciferase 
ligand assays.

pM-hPPAR γ, p4xUASg-tk-luc and pRL-CMV were transfected 
into COS-7 cells, and 5 h after transfection, the cells were treated 
with various plant seed extracts (10 µg/mL) for 24 h. The activi-
ty of a vehicle control was set at 100% and the relative luciferase 
activities were presented as fold induction to that of the vehicle 
control. The bars represent mean values ± SD for 4 well. *P<0.05 
vs. vehicle control.

ルシフェラーゼアッセイは PPAR γリガンド結合ドメイ
ンと GAL-4DNA結合ドメインからなるキメラ蛋白質を合
成するプラスミド pM-PPAR γ，GAL-4 応答配列を持ち，
pM-PPAR γが合成する蛋白により発現を制御されるよう
にデザインされた luc レポーター遺伝子プラスミド p4 ×
UASg-tk-luc およびトランスフェクション時における効率
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を標準化する内部標準プラスミド pCMV β -gal を COS-7
細胞にトランスフェクションし，生成したウミホタル由来
のルシフェラーゼ活性を測定することでリガンド候補試料
の PPAR γに対する活性化能を評価するアッセイシステム
である。β -ガラクトシダーゼは細胞内でリガンドに影響さ
れず発現量が一定であるため，この変動にトランスフェク
ション時における効率の違いが反映され，データ処理の段
階で標準化することによりリガンドの正確な評価を行える。
その結果，サイカチ種子抽出物のように細胞毒性を示すも
のがある中，コントロールと比較し，ノダフジ種子抽出物
にのみコントロールと比較し約 1.6 倍の有意な活性上昇が
見られることが分かり（Fig. 1），ノダフジ種子のメタ
ノール抽出物中に含まれる PPAR γ活性化物質を探索する
ことにした。
ノダフジ種子メタノール抽出物を濃縮した後，ヘキサン
とメタノールを加えて分配しヘキサン可溶性画分およびメ
タノール可溶性画分を得た。メタノール可溶性画分は濃縮
した後，酢酸エチルと水を用いて分配し，酢酸エチル可溶
性画分と水可溶性画分を得た。得られた各画分について，
先ほどと同様にルシフェラーゼアッセイを行ったところ，
酢酸エチル可溶性画分に PPARアゴニスト活性が見られ
た（Fig. 2）。
次に，PPAR アゴニスト活性の見られた酢酸エチル可

溶性画分について，3T3-L1 脂肪前駆細胞分化に及ぼす影
響を検討した。3T3-L1 脂肪前駆細胞を分化誘導処理した
後，酢酸エチル可溶性画分を濃度 10µg/mL となるように
添加して 8日間培養した。細胞を回収後，分化の指標であ
る細胞内トリグリセリド濃度を測定したところ，コント
ロール区と比較し有意な上昇が見られた（Fig. 3）。以上
の結果から，ノダフジ種子酢酸エチル可溶性画分は
PPAR γの活性化因子として働き，脂肪細胞分化を促進さ
せたものと考えられた。
この酢酸エチル可溶性画分について，PPAR γ活性化作

用を指標に，シリカゲルカラムクロマトやODS カラムク
ロマトにより分画を行った。得られた各画分について 1H
および 13C-NMR および ESI-MS 分析を行った結果，ノル
セスキテルペノイドであるBlumenol A ［（+）ESI-MS m/z 
247［M + Na］+; 1H および 13C NMR（CD3OD）データは文
献値 8）と一致］，イソフラボン配糖体であるOnonin［（+）
［ESI-MS m/z 431［M + H］+; 1H および 13C NMR（CD3OD）
データは文献値 9）と一致］，Wistin［（+）ESI-MS m/z 461 
［M + H］+; 1H および 13C NMR（CD3OD）データは，Ono-
nin のものと類似しており Ononin の A 環にメトキシ基
（δH 3.95, δC 56.8）が１個結合したWistin10）と同定］，イソ
フラバンである Sativan［（+）ESI-MS m/z 309［M + Na］+; 
1H および 13C NMR（CD3OD）データは文献値11）と一致］，
Isomucronuratol［（‒）ESI-MS m/z 301［M ‒ H］‒; 1H およ
び 13C NMR（CD3OD）データは，Vestitol のものと類似し
ておりVestitol の B環にメトキシ基（δH 3.78, δ C 61.0）が
１個結合した Isomucronuratol12）と同定］，Vestitol［（‒）
ESI-MS m/z 271［M ‒ H］‒; 1H および 13C NMR （CD3OD）
データは文献値 11）と一致］が同定された（Fig. 4）。これ

Fig. 3   Effect of the ethyl acetate soluble fraction of Wisteria 
fl oribunda seeds on diff erentiation of 3T3-L1 cells. 

Two-day postconfl uent 3T3-L1 preadipocytes (day0) were treated 
with or without the ethyl acetate soluble fraction of Wisteria fl ori-
bunda seeds for 8 days. Intracellular triglyceride concentration as-
says were performed on diff erentiated adipocytes (day 8). The bars 
represent mean values±SD for 4 well. *P<0.05 vs. cultures treated 
without the EtOAc soluble fraction of Wisteria fl oribunda seeds.

Fig. 2   Eff ect of partitioned fractions of the methanol extract of 
Wisteria fl oribunda seeds on activation of PPAR γ by lu-
ciferase ligand assays.

The methanol extract of Wisteria fl oribunda seeds was partitioned 
between hexane, ethyl acetate and H2O soluble fractions. The ac-
tivity of a vehicle control was set at 100% and the relative lucifer-
ase activities were presented as fold induction to that of the vehi-
cle control. The bars represent mean values±SD for 4 well. 
*P<0.05 vs. vehicle control. Pio: Pioglitazone, as positive control.
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Fig. 4   The chemical structures of Blumenol A (1), Ononin (2), 
Wistin (3), Sativan (4), Isomucronulatol (5), and Vestitol (6) 
isolated from the EtOAc soluble fraction of Wisteria fl ori-
bunda seeds.
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らの純度は，TLCおよびHPLC 分析において，それぞれ
シングルスポットおよびシングルピークを示したことによ
り確認した。
これら単離された化合物について，再びルシフェラーゼ
アッセイを行ったところ，Blumenol A，Wistin，Isomu-
cronuratol について有意な活性上昇が見られた（Fig. 5）。

Fig. 5   Eff ect of Blumenol A (A), Wistin (B), and Isomucronulatol 
(C) on activation of PPAR γ by luciferase ligand assays.

The activity of a vehicle control was set at 100% and the rela-
tive luciferase activities were presented as fold induction to that 
of the vehicle control. 0.1% DMSO was the vehicle control. The 
bars represent mean values±SD for 4 well. *P<0.05 vs. vehicle 
control.

今回 PPAR γの転写活性化能を示すことがわかったBlu-
menolA はノルセスキテルペノイドである。これまでに，
ウコンから抽出されたセスキテルペノイド類である ar-
turmerone が PPAR γを活性化させるという報告13）があ
るが，ノルセスキテルペノイドの PPAR アゴニスト活性
についての報告はない。このBlumenol A は，今回検討し
た濃度範囲では細胞死は観察されなかった。これに対し，
フラボノイド類は高濃度添加すると細胞死を招く場合が多
く，アゴニスト活性が認められる濃度範囲が比較的狭かっ
た。今回，Isomucronuratol を高濃度添加した 10µg/mL
添加区では細胞毒性を示した（Fig. 5C）。
マメ科植物である甘草はフラボノイド類の含有量が多く，
このフラボノイド類がPPAR γを活性化させるという報告14）

がある。その中でもイソフラバン骨格を持つ化合物である
glyasperin Dが PPAR γを活性化させるという報告 15）があ
る。今回単離した 3種のイソフラバンの中では，Isomu-
cronuratol にしか PPAR γの活性がみられなかった。Iso-
mucronuratol は B 環にヒドロキシル基が 1個，メトキシ
基が 2個結合しており，ヒドロキシル基やメトキシ基の数
の違いで活性が変化するという結果になった。構造の違い
で活性に変化があることが調べられた例 16）もあり，ヒド
ロキシル基やメトキシ基の数は，活性に大きく関与してい
るものと考えられる。この構造の違いで活性に変化が見ら
れることを考慮すると，イソフラボン配糖体であるWistin，

Ononin に関しても，Wistin は Ononin と比べメトキシ基
が増えたことにより疎水性が増し，作用しやすくなったの
ではないかと考えられる。これまでにイソフラボン配糖体
のPPARアゴニスト活性についての報告はない。
結論として，本試験ではレポーターアッセイの結果，調
べた植物種子のうち，マメ科フジ属のノダフジ種子のメタ
ノール抽出物中に PPAR γ転写活性化能が見られた。この
メタノール抽出物を，ヘキサン，酢酸エチルおよび水の各
可溶性画分に分配し活性試験を行ったところ，酢酸エチル
可溶性画分に強い活性が見られた。この画分を 3T3-L1 脂
肪前駆細胞に添加すると，分化の指標であるトリグリセリ
ド濃度が有意に上昇し，この酢酸エチル可溶性画分中に
PPAR γの活性化因子が含まれていることを強く示唆する
結果となった。さらに，この画分についてシリカゲルや
ODS カラムクロマトにより分画精製を行った。その結果，
ノルセスキテルペノイドである Blumenol A，イソフラボ
ン配糖体Wistin やイソフラバン Isomucronulatol が得ら
れ，これらは単独でも PPAR γ活性化能を示すことが明ら
かになった。
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