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本論文では以下の略語を用いた。 

ACS acyl-CoA synthetase 

AMPK AMP-activated protein kinase 

APN adiponectin 

AR adrenergic receptor 

ATF activating transcription factor 

ATP adenosine triphosphate 

BAT brown adipose tissue 

BSA bovine serum albumin 

CB cannabinoid 

CDK5 cyclin-dependent kinase 5 

C/EBP CCAAT-enhancer-binding protein 

CIDEA cell death-inducting DNA-fragmentation-factor-45-like effector A 

CHOP C/EBP homologous protein 

CPT1 carnitine palmitoyltransferase 1 

CRE cAMP response element 

CS calf serum  

DEX dexamethasone 

DIO iodothyronine deiodinase 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s medium 

4E-BP eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 

ER endoplasmic reticulum 

ERR estrogen-related receptor alpha 

ERRE estrogen-related receptor responsive element 

FA fatty acid 

FABP4 fatty acid binding protein 4 

FBS fetal bovine serum 

FFA free fatty acid 

FoxO1 Forkhead box O 1 

GLUT4 glucose transporter 4 

HBSS Hank’s balanced salt solution 

HMW high molecular weight 

IBMX 3-isobutyl-1-methylxanthine 



 

IKK I-kappa B kinase 

Insulin-R insulin receptor 

IRS insulin receptor substrate 

iWAT inguinal white adipose tissue 

JNK Jun-N-terminal kinase 

LMW low molecular weight 

LPL lipoprotein lipase 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1 

MEK mitogen-activated protein kinase kinase 

MEM Eagle’s minimal essential medium 

MMW middle molecular weight 

MS metabolic syndrome 

mTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NBT nitroblue tetrazolium 

NF-B nuclear factor-kappa B 

PDK 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 

PGC1 PPAR gamma coactivator-1α 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 

PIP2 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PIP3 phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 

PKC protein kinase C 

PL panaxynol 

PMA phorbol 12-myristate 13-acetate 

PPAR peroxisome-proliferator-activated receptor

PPRE PPAR-response element 

PRDM16 PRD1-BF1-RIZ1 homologous domain containing 16 

p70S6K 70-kDa ribosomal protein S6 kinase 

RG rosiglitazone 

ROS reactive oxygen species 

RXR retinoid X receptor 

SIRT1 sirtuin 1 



 

SVF stromal vascular fraction 

T3 3,3’,5-triiodo-thyronine  

T4 thyroxin 

TBS Tris-buffered saline 

TNF tumor necrosis factor alpha 

TR thyroid hormone receptor 

TRE thyroid hormone responsive element 

WAT white adipose tissue 
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序章 

肥満人口は世界中で増加しており、その人口は 1980 年には 9 億人と推計されて

いたが、2013 年世界肥満調査によると 21 億人まで増加したと推計されている[1]。

国民健康・栄養調査によると、日本の人口の約 4 分の 1 が肥満者である[2]。肥満

により脂肪の蓄積が増加すると脂肪組織は慢性的な炎症状態となり、脂肪細胞の

アディポカイン分泌異常を引き起こし、メタボリックシンドローム (MS)となる。

この 10 年間で日本の肥満人口は大きく変化していないものの、MS を基盤とした

高血圧、脂質異常症、糖尿病、動脈硬化症、心筋梗塞、脳梗塞などの罹患者、ま

たこれらの疾患による死亡者は増加の一途を辿っている。MS の改善はこれらの

疾患の患者を減らすためにも、また医療費の抑制のためにも、国の大きな課題の

1 つである。 

脂肪細胞には古典的に白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞の 2 種類存在している。白

色脂肪細胞は中胚葉由来の前駆細胞(Myf5－)から分化し(Figure 1)、腹部や皮下など

で余剰エネルギーを中性脂肪として貯蔵するのに重要な役割を果たしている。こ

れまで白色脂肪細胞はエネルギーを貯蔵するだけの細胞と思われていたが、近年

の研究から多くのアディポカインと呼ばれる生理活性物質を分泌することが明ら

かとなってきた。善玉のアディポカインとして知られるアディポネクチンは球状

部とコラーゲン様部分からなり、生体内ではコラーゲン様部分のシステイン残基

を介して多量体を形成しており、3 量体(LMW)、6 量体(MMW)、それ以上の高分

子量多量体(HMW)としての血中に存在している。一方、アディポネクチンの受容

体は、骨格筋、肝臓などに発現しており、骨格筋では糖取り込みや脂肪酸の燃焼

を促進し[3]、肝臓では糖新生の抑制を起こし[4, 5]、運動と同じようなエネルギー

代謝の促進や抗糖尿病作用に関与している。さらに、アディポネクチン受容体は

血管、マクロファージにも発現しており、血管では内皮細胞の接着分子の発現や、

血管平滑筋の増殖を抑制し、またマクロファージの泡沫化を抑制することから、

抗動脈硬化作用にも関与している[6, 7]。多量体アディポネクチンのうち受容体へ

の結合能は HMW アディポネクチンが最も高く、アディポネクチンの生理活性を

維持するためには HMW アディポネクチンが最も重要な働きをしている[8]。しか

し、肥満により肥大化した白色脂肪組織 (WAT)は慢性的な炎症状態になっており、

白色脂肪細胞は機能不全に陥り、HMW アディポネクチンの産生分泌が減少する

[9, 10]。これまでに血中の総アディポネクチンではなく HMW アディポネクチン

の減少が関連の疾患の発症に関係することが報告されており[11]、肥満により全
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身におけるアディポネクチンの作用が減少する。さらに、肥大化した白色脂肪細

胞は遊離脂肪酸 (FFA)の放出や炎症性アディポカインの産生が増大して、ミトコ

ンドリアの機能不全や活性酸素種 (ROS)を産生し、小胞体 (ER)ストレスを誘導

する。また、FFA や炎症性アディポカインは血流で全身に運ばれ、膵臓や肝臓な

どの遠隔器官の機能に影響を与える。 

もう 1 つの脂肪細胞である褐色脂肪細胞は、皮筋板由来の褐色脂肪前駆細胞

(Myf5+)から分化し(Figure 1)、肩甲骨間や腎臓周辺に存在している。白色脂肪細胞

とは由来だけでなく機能も異なり、多房性の小さな脂肪滴を有し、ミトコンドリ

アが多い。また、ミトコンドリア内膜には uncoupling protein 1 (UCP1)を発現して

おり、ミトコンドリアでの酸化的リン酸化過程で生じるプロトン勾配の化学エネ

ルギーを、ATP の産生を経ることなく UCP1 を活性化して解消し、熱として散逸

させる作用を持つ[12]。褐色脂肪細胞も fibroblast growth factor 21 (FGF21)や

interleukin-6 (IL-6)などのアディポカインを分泌することが明らかになっており、

脳、膵臓、肝臓、血管などに作用して、糖質や脂質の代謝を促進する[13]。成人

では褐色脂肪組織はほとんど存在しないと考えられていたが、近年、成人でもあ

る程度の褐色脂肪組織が存在することが明らかになり、寒冷刺激や3 アドレナリ

ン受容体 (3-AR)刺激により褐色脂肪細胞を分化誘導・活性化することで脂質や

糖質の代謝を促進し、エネルギー消費を増大させるため肥満や肥満関連疾患の予

防に役立つと考えられている[14]。 

最近、第 3 の脂肪細胞として beige 脂肪細胞が注目されている。齧歯類を用い

た実験から、運動、寒冷、3-AR 刺激により、WAT の中に褐色脂肪細胞の特徴で

ある多房性の脂肪滴と多数のミトコンドリアを有し、ミトコンドリアには UCP1

を発現している脂肪細胞が誘導されることが明らかにされた。この細胞は、白色

脂肪細胞と同じ Myf5－の前駆細胞に由来している[15]が、褐色脂肪細胞の特徴を

持つため、beige 脂肪細胞又は brite (brown-in-white)細胞と呼ばれている(Figure 1)。

成人で誘導・活性化される褐色脂肪細胞の遺伝子パターンと齧歯類の脂肪細胞の

遺伝子パターンを比較すると、褐色脂肪細胞ではなく beige 脂肪細胞との相同性

が高いことが示されている[16, 17]。 

以上のように、脂肪細胞は余剰エネルギーを貯蔵するだけでなく、アディポカ

インを介して脂肪組織だけでなく遠隔臓器も制御することにより、糖質や脂質の

代謝を制御したり、体温の恒常性を維持したりするのに重要な役割を果たしてい

る。 

そこで本研究では、脂肪細胞の機能を改善し、エネルギー代謝を活性化して、
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肥満及び肥満に関連する代謝性疾患を治療または管理するための新しく効率的な

治療アプローチを開発することを目的とし、白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞のそれ

ぞれに作用する薬物の探索を以下の観点より行った。 

 

1. 肥大化して炎症状態に陥った WAT では、アディポネクチンの産生や多量体化

が障害され、HMW アディポネクチンの分泌は減少しており、その減少は糖尿

病、動脈硬化症の発症と相関している。そこで、肥大化により機能不全に陥っ

た白色脂肪細胞の、HMW アディポネクチンの産生分泌を改善する天然物の探

索を行った。 

 

2. ヒト成人で活性化・誘導される褐色脂肪細胞は、齧歯類の beige 脂肪細胞に類

似していることが知られている。そこで、熱産生により過剰なエネルギーを散

逸させ肥満を治療することを目指して、beige 脂肪細胞への分化を促進する天

然物の探索を行った。 

 

Figure 1. 脂肪細胞の種類と働き 
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本論 

第1章 高分子量多量体アディポネクチンの分泌を改善する天然物の

探索と機序解析 

1-1 序 
 

肥満により過度に脂肪が蓄積し肥大化した WAT は慢性的な軽度の炎症状態に

あり、白色脂肪細胞は機能不全に陥る。白色脂肪細胞の代表的なアディポカイン

であるアディポネクチンの血中濃度は、4～30 g/mL と他のホルモン類に比べて

非常に高濃度であり、特に、HMW アディポネクチン量のみが肥満関連疾患の病

態と相関することが明らかとなっている[11]。HMW アディポネクチンは肥満によ

る脂肪組織の炎症で産生分泌が減少する[9, 10]。脂肪組織の炎症により白色脂肪

細胞のアディポネクチンの産生・分泌が減少する原因はまだ完全に解明されてい

ないが、その一説として、脂肪細胞のマスターレギュレーターである核内受容体

の peroxisome-proliferator-activated receptorPPARの活性変化が挙げられる。

PPARは、脂肪蓄積に関する脂肪酸結合タンパク質(FABP4)、リポタンパク質リパ

ーゼ(LPL)、アシル-CoA 合成酵素(ACS)などの遺伝子や、アディポネクチン遺伝

子の転写因子であり、DNA 上の応答配列に結合し、これらの遺伝子の転写を促進

する。しかし、FFA や tumor necrosis factor  (TNF)などの炎症性アディポカイン

が多く発現すると、炎症性アディポカインにより cyclin-dependent kinase 5 (CDK5)

が活性化し、PPARの Ser273 をリン酸化する。Ser273 のリン酸化は PPARの転写

活性を変え、脂肪蓄積に関する遺伝子の発現には影響を与えずに、アディポネク

チンの発現を低下させる[18]。このように、炎症によりアディポネクチンの産生

は減少し、HMW アディポネクチンの産生分泌も減少する。また、PPARは、小

胞体(ER)シャペロンのER oxidoreductin 1 like protein  (Ero1-L)[19]、disulfide-bond 

A oxidoreductade like protein (DsbA-L) を制御することによりアディポネクチンの

多量体化を促進し、HMW アディポネクチンの産生を亢進させる[20]。 

Pioglitazone や rosiglitazone に代表されるチアゾリジン系薬物は、PPARアゴニ

ストであり、インスリン抵抗性を改善し、また PPAR依存的なアディポネクチン

の転写を促進してアディポネクチンの産生・分泌を改善することが明らかになっ

ている[21]。しかし、PPARアゴニストは心毒性、体重増加、浮腫などの副作用が

知られている[21]。さらに、本邦では現在 pioglitazone のみが臨床的に使われてい
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るが、近年、pioglitazone の長期服用が膀胱がんリスクを上昇させることが報告さ

れ[22]、欧米での使用が大幅に減少し、さらに新規糖尿病薬の出現もあって、現

在では臨床での使用は激減している。 

HMW アディポネクチンの産生分泌を改善する薬剤を開発することは、インス

リン感受性を増大するのに効果的であるだけでなく、肥満関連疾患の発症の予防

にも役立つ。また、開発に際して、使用経験が十分に蓄積されている生薬を使用

することにより、より安全な薬剤の開発が期待できると考えられる。そこで本研

究では、肥満の病態に即し、FFA により機能不全に陥った白色脂肪細胞を用い、

減少した HMW アディポネクチンの分泌を改善する天然物の探索を行った。探索

には、厚生労働省が監修した『新一般用漢方処方の手引き』[23]に収載されてい

る漢方方剤294処方に主に配合されている生薬の90種類のメタノール抽出エキス

を使用した。 
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1-2 実験結果 

1-2-1スクリーニング系の作製 

 

3T3-L1 脂肪細胞を用いて、脂肪細胞の肥大化によるアディポネクチン分泌の変

化を検討するために、分化 6 日目から 2 日毎に培養上清を回収し、培養上清を非

加熱・非還元でウェスタンブロッティングした。LMW、MMW、HMW とも経時

的に分泌量が減少し、また、アディポネクチン mRNA 発現量も同様に経時的に減

少した(Figure 2)。 

 ヒトの循環血中の FFA の大半はパルミチン酸であるため、3T3-L1 脂肪細胞に

パルミチン酸を多量添加し、脂肪毒性により分泌されるアディポネクチンが減少

するかを検討した。パルミチン酸添加のタイミングは、アディポネクチンが十分

に分泌されており、分泌の減少を明らかに観察できる分化 6 日目とし、24 時間培

養後に培養上清を回収してウェスタンブロッティングで検出した。パルミチン酸

を300 M添加したことにより、分泌されるアディポネクチンは減少した(Figure 3)。

この状態を、パルミチン酸誘発の脂肪毒性による炎症でアディポネクチンの分泌

が抑制され状態とし、各生薬の MeOH 抽出エキスを添加して、HMW アディポネ

クチンの分泌を改善する生薬エキスのスクリーニングを行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 



 

 
Figure 2. Time dependent decrease of secreted adiponectin protein and adiponectin mRNA expression. 
(A) Multimeric adiponectin secreted from 3T3-L1 adipocytes in culture medium were evaluated using western blot 
analysis. (B) Adiponectin mRNA levels were measured using quantitative RT-PCR. Adiponectin mRNA levels were 
normalized relative to -actin mRNA levels. Data represent the means ± S.D. of three independent experiments. 

 

 
Figure 3. Sequential analysis of secreted adiponectin protein after 24 h incubation with palimic acd. 
Multimeric adiponectin secreted from 3T3-L1 adipocytes treated with 300 µM palmitic acid for 24 h were evaluated 
using western blot analysis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(75 kDa) 

(170 kDa) 

(250 kDa 以上) 

Adiponectin (A) (B) 
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1-2-2 HMW アディポネクチンの分泌改善作用のスクリーニング結果 

 

3T3-L1 脂肪細胞にパルミチン酸を添加して 24 時間培養した後、生薬 MeOH 抽

出エキスを 100 g/mL 添加した培地に変えて 2 日間培養し、培養上清に分泌され

る多量体アディポネクチンを、LMW、MMW、HMW アディポネクチンに分離し

てウェスタンブロット法で解析した。パルミチン酸処理をしていない群から分泌

された HMW アディポネクチンのバンド強度を 1 として、それぞれのバンドを数

値化し、分泌抑制の改善を評価した(Figure 4)。パルミチン酸処理をすることによ

り HMW アディポネクチンの分泌は半分程度に抑制された。抑制された HMW ア

ディポネクチンの分泌を改善した生薬エキスは複数あった。そこで、HMW の分

泌を 1.5 以上に増加させた生薬エキスについて、アディポネクチン、PPAR、糖

取り込みを担う glucose transporter 4 (GLUT4)、炎症性アディポカインの MCP-1 に

ついて mRNA 発現レベルを検討した。独活エキスと防風エキスは、アディポネク

チン、PPAR、GLUT4 の mRNA 発現を増加させ、MCP-1 mRNA 発現を大きく減

少させた(Figure 5)。また、独活エキスと防風エキスの各多量体アディポネクチン

の分泌に与える影響を比較したところ、独活エキスは HMW と MMW の分泌を大

きく増加させたのに対し、防風エキスは HMW の分泌を特異的に増加させた

(Figure 6)。 
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Figure 4. Results of screening. Effects of crud drug extracts on HMW adiponectin secretion from 3T3-L1 
adipocytes treated with 300 µM palmitic acid were evaluated using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes were 
treated with palmitic acid for 24 h, followed by 48 h incubation with crud drug extracts at the concentration of 100 
g/mL. Adiponectin levels in culture media were determined using western blot analysis. Secreted HMW adiponectin 
levels were quantified using ImageJ analysis software.  

0 1 2 3 4 5 6

センコツ
ブクリョウ
ヨクイニン
レンギョウ
テンマ

キキョウ
カンキョウ

テンモンドウ
ゴボウシ
チクジョ
トウガシ
チョレイ
チンピ
タクシャ

チョウトウコウ
ジコッピ
ダイオウ
コウブシ
ビワヨウ
サンヤク
ジオウ
コウカ

チクセツニンジン
キョウカツ
サンシュユ
シャクヤク
オウギ
チモ

タイソウ
テンナンショウ

カンゾウ
ボクソク

リュウガンニク
レンニク
コウボク

キョウニン
ニンドウ
マオウ

リュウタン
オウレン
ニンジン
ボタンピ
シツリシ

サンショウ
オウバク
ゴシツ
カシュウ
イレイセン
サイシン
サイコ

オウゴン
センキュウ
カッコン
ゴミシ
キジツ
モクツウ

リョウキョウ
シャゼンシ
サンシシ
カロコン

ビャクゴウ
ウイキョウ
ガイヨウ

エンゴサク
キクカ

ハマボウフウ
オンジ

インチンコウ
サンソウニン
ショウキョウ
カロニン
トウキ

ケイガイ
クジン

バクモンドウ
ハッカ
ボウイ
チョウジ
トウニン
ドクカツ
ハンゲ
ケイヒ

ボウフウ
シンイ
ショウマ

シュクシャ
Vehicle
Control

HMW adiponectin (fold over Control) 

9 



 

 
Figure 5. Ameliorative effect on palmitic acid-induced impairment of related gene expressions. Effects of crud drug 
extracts on mRNA expression. 3T3-L1 adipocytes were treated with palmitic acid for 24 h, followed by 48 h incubation 
with crud drug extracts at the concentration of 100 g/mL. Adiponectin, GLUT4, PPAR and MCP-1 mRNA levels were 
measured using quantitative RT-PCR. mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels. Controls were 
not treated with palmitic acid, and were instead incubated with the vehicle solution. Data represent the means ± S.D. of 
three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs Vehicle by Bonferroni's t-test. 

 

 
Figure 6. Ameliorative effect on palmitic acid-induced impairment of secreted multimetric adiponectin. Effects of 
extracts on multimeric adiponectin secretion from 3T3-L1 adipocytes treated with palmitic acid (300 μM) were 
evaluated using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes were treated with palmitic acid for 24 h, followed by 48-h 
incubation with each extract at the indicated concentrations. Adiponectin levels in culture media were determined using 
western blot analysis. Secreted adiponectin levels were quantified using ImageJ analysis software. Data represent the 
means ± S.D. of three independent experiments. 
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1-2-3 HMW アディポネクチン分泌改善作用をもつ天然物の単離 

 

防風は、関節リウマチや慢性関節炎に用いられる大防風湯、関節痛や神経痛に

用いられる疎経活血湯、高血圧性の頭痛に用いられる釣藤散、高血圧や肥満に用

いられる防風通聖散、湿疹や蕁麻疹に用いられる消風散や十味敗毒湯、蓄膿症に

用いられる荊芥連翹湯などの構成生薬の 1 つである。このように MS に関連した

疾患に使用され、また炎症性の疾患にも使用されていることから、防風の HMW

アディポネクチン分泌改善作用がその一翼を担う可能性がある。また、スクリー

ニングの結果から、防風は最も作用の強い HMW アディポネクチンを特異的に改

善したため、防風からの活性成分の単離を試みた。 

刻みの防風 (ツムラ Lot: F16991) 500 g に MeOH を 3 L 加えて一晩冷浸抽出を 3

回繰り返し、抽出液を濃縮乾固した。酢酸エチル 900 mL：水 800 mL ×3 で分

液ロートを用いて液-液分配を行った。分配で得られたそれぞれの画分を減圧下で

濃縮乾固し、それぞれの分画物 50 g/mL、100 g/mL での HMW アディポネクチ

ン分泌改善作用を評価した。Figure 7 に示すように、酢酸エチル画分は分泌改善

作用を示し、水画分は分泌改善作用が認められなかった。酢酸エチル画分につい

てシリカゲルオープンカラムクロマトグラフィーを行い、TLC のスポットを指標

に 5 つの画分に分離し、それぞれの画分について活性評価を行ったところ、Fr. 10

に活性が見られた。Sep-Pak C18 (Waters, Milford, MA, USA)を用いた固相抽出法で、

Fr. 2 から compound A を単離した(Figure 8)。 

 Compound A を CDCl3を溶媒として 1H-NMR と 13C-NMR を測定した。13C-NMR

より二重結合の炭素が 4 本、三重結合の炭素が 4 本、酸素との結合を示す炭素が

1 本、メチレン炭素が 7 本、メチル炭素が 1 本の計 17 本の炭素シグナルが観測さ

れた(Table 1)。3 重結合炭素が 4 つあること、酸素と結合がある炭素が 1 つあるこ

とから、セリ科に多く含有されるポリアセチレン化合物と仮定し、Figure 9 に示

す構造であると推測した。そこで文献値[24, 25]と比較したところ、13C-NMR のデ

ー タ が 一 致 し た た め 、 compound A を (9Z)-heptadeca-1,9-dien-4,6-diyn-3-ol 

(panaxynol)であると同定した。また、3 位の立体配置に関しては、防風の基原植

物である Saposhnikoviae divaricate (セリ科)から同定された panaxynol がすべて R

体であったこと[26, 27]、またセリ科に共通してみられる panaxynol 型のポリアセ

チレン化合物がすべて R 体である[28]ことから、Figure 9 のように R 体であると

推定した。 
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Figure 7. Ameliorative effect of Saposhnikoviae Radix fractions on palmitic acid-induced impairment of secreted 
adiponectin oligomers. Effects of fractions on multimeric adiponectin secretion from 3T3-L1 adipocytes treated with 
palmitic acid (300 μM) were evaluated using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes were treated with palmitic acid 
for 24 h, followed by 48 h incubation with each extract at the indicated concentrations. Adiponectin levels in culture 
media were determined using western blot analysis. 
 

 

Figure 8. Activity-guided fractionation of Saposhnikoviae Radix extract.  
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Table 1.  1H and 13C-NMR Spectral Data of compound A 

 

 

 

 

Figure 9. Estimated structure of compound A. The numbers represent 13C-NMR spectra C (ppm) in CDCl3. 
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1H and 13C-NMR spectra were measured at 400 MHz and 100 MHz, respectively. 



 

1-2-4 Panaxynol の HMW アディポネクチン分泌改善作用機序解析－PPARに

 対する作用 

 

 パルミチン酸処理をした 3T3-L1 脂肪細胞に panaxynol を添加すると、panaxynol

の濃度依存的に HMW アディポネクチンの分泌を改善した。また、アディポネク

チン mRNA 発現も panaxynol の濃度依存的に増加した(Figure 10)。 

 PPARを活性化するとアディポネクチンの産生と分泌が増加することが知られ

ているため、PPARアゴニストである rosiglitazone と panaxynol の作用を比較検討

した。Panaxynol も rosiglitazone も、パルミチン酸によって減少したアディポネク

チンの mRNA 発現量と HMW アディポネクチンの分泌を、パルミチン酸処理をし

ていない状態と同じレベルまで改善した(Figure 11A, B)。この改善作用が PPAR

の活性化によるものかを調べるために、PPARルシフェラーゼレポーターアッセ

イで転写活性を測定した。Rosiglitazone は濃度依存的に PPARを活性化したが、

panaxynol には PPAR活性化能が認められなかった(Figure 11C)。しかし、panaxynol

は PPARを mRNA レベルでもタンパク質レベルでも増加させた(Figure 11D, E)。

そこで、panaxynol による PPARの発現増加が HMW アディポネクチンの増加に

関与するかを検討するために、PPARのアンタゴニストである GW9662 を用いて

実験を行った。Rosiglitazone によって増加したアディポネクチンの分泌は、どの

多量体も GW9662 により減少した。Panaxynol の多量体アディポネクチン分必改

善作用は、GW9662 により LMW と MMW は減弱したものの、HMW アディポネ

クチンに対する作用は GW9662 に影響を受けなかった(Figure 11F)。これらの結果

は、panaxynol は rosiglitazone とは異なり、PPAR非依存的にパルミチン酸によっ

て減少した HMW アディポネクチンの分泌を改善することを示している。 
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Figure 10. Ameliorative effect of panaxynol on palmitic-acid-induced impairment of high-molecular-weight 
(HMW) adiponectin(APN) secretion.  (A) Effects of panaxynol on multimeric adiponectin secretion from 3T3-L1 
adipocytes treated with 300 µM palmitic acid were evaluated using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes were 
treated with palmitic acid for 24 h, followed by 48 h incubation with panaxynol at the indicated concentrations. Control 
was treated with solution vehicle instead of palmitic acid. Adiponectin levels in culture media were determined using 
western blot analysis. (B) Secreted HMW adiponectin (APN) levels were quantified using ImageJ analysis software. (C) 
Adiponectin mRNA levels were measured using quantitative RT-PCR. Adiponectin mRNA levels were normalized 
relative to -actin mRNA levels. Controls were not treated with palmitic acid, and were instead incubated with vehicle 
solution. Data represent the means ± S.D. of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 by Bonferroni's t-test. 
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Figure 11. PPAR-independent effect of panaxynol on palmitic-acid-imduced impairment of HMW adiponectin 
secretion. (A) Effects of panaxynol and rosiglitazone on multimeric adiponectin secretion from 3T3-L1 adipocytes 
treated with 300 µM palmitic acid were evaluated using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes were treated with 
palmitic acid for 24 h, followed by 48 h incubation with 10 µM panaxynol (PL) or 5 µM rosiglitazone (RG). 
Adiponectin levels in culture media were determined using western blot analysis. (B, D) Effects of panaxynol and 
rosiglitazone on levels of adiponectin or PPAR mRNA were determined using quantitative RT-PCR. mRNA levels were 
normalized relative to -actin mRNA levels. Controls were not treated with palmitic acid, and were instead incubated 
with vehicle solution. Data represent the means ± S.D. of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 by 
Bonferroni's t-test. The experimental procedure was the same as described in (A). (C) PPARγ agonist activity was 
measured using a luciferase reporter assay. Data represent the means ± SD of three independent experiments. (E) Effects 
of panaxynol and rosiglitazone on PPAR protein levels were evaluated using western blot analysis. After treatment of 
3T3-L1 adipocytes with panaxynol or rosiglitazone, as described in (A), PPAR protein levels were determined using 
western blot analysis. (F) Effects of the PPAR antagonist 1 µM GW9662 on panaxynol-mediated amelioration of HMW 
adiponectin secretion were determined using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes treated with 300 µM palmitic 
acid for 24 h were incubated with or without 1 µM GW9662 (GW) 30 min before 48 h incubation with 10 µM 
panaxynol or 5 µM rosiglitazone. Adiponectin levels in culture media were determined using western blot analysis. 
Secreted HMW adiponectin (APN) levels were quantified using ImageJ analysis software. Data represent the means ± 
S.D. of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 vs GW(-), ##p<0.01 vs Vehicle/GW(-) by Bonferroni's t-test. 
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1-2-5 Panaxynol の HMW アディポネクチン分泌改善作用機序解－FoxO1 に

 対する作用 

 

Forkhead box O 1 (FoxO1)は CCAAT-enhancer-binding protein C/EBPと転写複

合体を形成し、アディポネクチン遺伝子の転写を直接増加させることが知られて

いる[29]。FoxO1 タンパク質はリン酸化を受けると非活性型となり核外に移行す

る。また、FoxO1 タンパク質は、酸化ストレスを起こすパルミチン酸によって減

少することが知られている[30]。そこで、パルミチン酸処理が FoxO1 タンパク質

に与える影響を検討した。 

Figure 12A のように、分化した 3T3-L1 脂肪細胞に各濃度のパルミチン酸を添加

して 24 時間培養すると、パルミチン酸の濃度依存的に FoxO1 タンパク質の減少

が観察されたが、FoxO1リン酸化されたFoxO1の量は変化しなかった。このFoxO1

の減少と同様に細胞内の総アディポネクチンも減少した。 

300 M のパルミチン酸で 24 時間処理した後に panaxynol と rosiglitazone をそれ

ぞれ添加すると、減少した FoxO1 タンパク質を panaxynol と rosiglitazone の両方

ともが回復させた(Figure 12B)。そこで、Panaxynol による HMW アディポネクチ

ンの分泌改善に FoxO1 タンパク質の回復が関与するかを検討するために、24 時

間のパルミチン酸処理後に FoxO1 の阻害剤である AS1842856 で前処理し、

panaxynol と rosiglitazone をそれぞれ添加して HMW アディポネクチンの分泌を観

察した。Rosiglitazone による HMW アディポネクチン分泌改善は AS1842856 によ

る影響を受けなかった。しかし、panaxynol による HMW アディポネクチンの分泌

改善は AS1842856 の濃度依存的に抑制された (Figure 12D)。また、panaxynol と

rosiglitazone は、FoxO1 と転写複合体を形成する C/EBPの mRNA レベルを約 2

倍に増加させた(Figure 12C)。 

アディポネクチンは、小胞体において、Ero1-La、endoplasmic reticulum protein 44 

(ERp44) [31]、DsbA-L などのシャペロンの作用により、MMW と HMW が組み立

てられることが知られている。しかし、本実験系において、パルミチン酸処理に

よるこれらのシャペロンの mRNA やタンパク質レベルに変動は観察されず、また

panaxynol による影響も受けなかった(data not shown)。 
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Figure 12. Involvement of FoxO1 and C/EBP in the ameliorative effects of panaxynol on HMW adiponectin 
secretion. (A) 3T3-L1 adipocytes were treated with increasing concentrations of palmitic acid for 24 h, followed by 48-h 
incubation with vehicle. Cellular levels of FoxO1 and phosphorylated FoxO1, and adiponectin in culture media were 
determined using western blot analysis. (B) 3T3-L1 adipocytes were treated as described in Fig. 2A. Cellular FoxO1 
levels were determined using western blot analysis, followed by quantification using ImageJ analysis software. Data 
represent the means ± S.D. of three bands. *p<0.05, **p<0.01 vs Vehicle. (C) Effects of panaxynol (PL) on C/EBP 
mRNA levels were determined using quantitative RT-PCR. 3T3-L1 adipocytes were treated as described in Figure 10A. 
C/EBP mRNA levels were normalized relative to-actin mRNA levels. Controls were not treated with palmitic acid, 
and were instead incubated with vehicle solution. Data represent the means ± S.D. of three determinants of a 
representative experiment from three independent experiments with a similar result. *p<0.05, **p<0.01 vs Vehicle. (D) 
Effects of the FoxO1 inhibitor AS1842856 on the ameliorative effects of panaxynol on palmitic-acid-induced 
impairment of HMW adiponectin secretion were determined using western blot analysis. 3T3-L1 adipocytes treated with 
300 µM palmitic acid for 24 h were treated with or without AS1842856 at the indicated concentrations for 30 min before 
48 h incubation with 10 µM panaxynol or 5 µM rosiglitazone. Adiponectin levels in culture media were determined by 
western blot analysis. 
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1-2-6 Panaxynol の ER ストレス、酸化ストレスと炎症性アディポカイン産生へ

 の影響 

 

パルミチン酸は ER ストレスを誘発し、アディポネクチンの発現を抑制するシ

グナルのトリガーとなると報告されている[32, 33]。そこで、ER ストレスのマー

カーとして確立されている C/EBP homologous protein (CHOP) mRNA 発現への

panaxynol の作用を検討した。本実験系において、パルミチン酸処理により CHOP 

mRNA は有意に増加し、panaxynol と rosiglitazone により control レベルまで有意

に減少した(Figure 13A)。 

肥大化した脂肪細胞は軽度の慢性的な炎症状態に晒されている。そこで、活性

酸素種(ROS)および炎症性アディポカインに焦点を当て、panaxynol の効果を検討

した。3T3-L1 脂肪細胞にパルミチン酸を添加すると、主に NADPH オキシダーゼ

の活性化を介して、炎症シグナルを活性化し、アディポネクチンの産生を抑制す

る[34]。本実験で用いた 300 M パルミチン酸処理により ROS はわずかに増加傾

向を示し、panaxynol を添加すると control レベルまで減少する傾向が観察された

(Figure 13B)。また、phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)により活性化された protein 

kinase C を介して活性化された NHDPH オキシダーゼが産生する ROS に対する効

果を検討したところ、panaxynol と rosiglitazone は有意に ROS の産生を減少させ

た(Figure 13C)。 

増加したROSやERストレスは炎症性アディポカインの産生を通じて炎症反応

を起こす。パルミチン酸添加により MCP-1 mRNA 発現は有意に増加し、panaxynol

と rosiglitazone はこれを有意に減少させた(Figure 13E)。また、パルミチン酸は

TNF- mRNA 発現も増加させる傾向を示し、panaxynol により減少させたが有意

な差はなかった(Figure 13F)。 
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Figure 13. Effect of panaxynol on ER stress and adipokine levels in 3T3-L1 adipocytes treated with palmitic acid. 
(A) 3T3-L1 adipocytes were treated with 300 µM palmitic acid for 24 h, followed by 48 h incubation with 10 µM 
panaxynol (PL) or 5 µM rosiglitazone (RG). Levels of CHOP mRNA were determined using quantitative RT-PCR. 
CHOP mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels. Control was not treated with palmitic acid, and 
were instead incubated with vehicle solution. (B) ROS levels were measured using a nitroblue tetrazolium (NBT) 
reduction assay in 3T3-L1 adipocytes treated with 300 µM palmitic acid  in the presence or absence of 10 µM 
panaxynol or 5 µM rosiglitazone for 24 h. Controls were not treated with palmitic acid and were instead incubated with 
vehicle solution. (C) 3T3-L1 adipocytes were treated with 20 nM PMA in the presence or absence of 10 µM panaxynol 
or 5 µM rosiglitazone for 2 h. ROS levels were measured using an NBT reduction assay. 3T3-L1 adipocytes were treated 
with 300 µM palmitic acid for 24 h, followed by 48-h incubation with 10 µM panaxynol (PL) or 5 µM rosiglitazone 
(RG). mRNA levels of (D) MCP-1 and (E) TNF- were determined using quantitative RT-PCR. MCP-1 and TNF 
mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels. Controls were not treated with palmitic acid, and were 
instead incubated with vehicle solution. Data represent the means ± S.D. of three determinants of a representative 
experiment from three independent experiments with a similar result. *p<0.05, **p<0.01 vs Vehicle by Bonferroni's 
t-test. 
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1-3 考察 
 

HMW アディポネクチンの産生と分泌は、肥満者や 2 型糖尿病患者で減少して

いることが報告されている。HMW アディポネクチンの分泌抑制は、インスリン

抵抗性、2 型糖尿病、心血管疾患などの肥満に関連した疾患の病因となる側面を

もつ[9, 10]。さらに、アディポネクチンの分泌は肥大化して慢性的な炎症状態に

ある脂肪細胞では減少することが知られている。本研究では、パルミチン酸処理

した 3T3-L1 脂肪細胞を in vitro の肥満モデルとして用い、パルミチン酸によって

減少した HMW アディポネクチンの分泌を改善する活性を持つ化合物として、防

風から panaxynol を同定した。Panaxynol はセリ科やウコギ科の植物に共通して存

在するポリアセチレン化合物の１つであり、人参やセロリなどの野菜にも含まれ

ている。Panaxynol はこれまでに、抗菌活性、抗炎症作用[35, 36, 37]、抗ガン活性

[20, 38]、神経突起生長作用[39]などが報告されている。また、panaxynol と非常に

構造の類似しているポリアセチレン化合物の falcarindiol は、PPARの部分アゴニ

ストであるという報告[40]もある。PPARアゴニストは、アディポネクチン遺伝子

のプロモーター領域に存在する PPAR-response element (PPRE)を介してアディポ

ネクチンの転写を増加させることにより、血中のアディポネクチンを増加させ、

さらに、ER シャペロンの Ero1-Lと DsbA-L の発現を増加さてアディポネクチン

の多量体化と分泌を増加させる[19, 20]。これらの事実から、当初 panaxynol の

HMW アディポネクチンの分泌を亢進する作用は、PPARの活性化によるもので

はないかと仮定した。しかし、本研究の結果から、panaxynol の HMW アディポネ

クチンに対する作用は PPARアンタゴニストによって減弱されず、また、

panaxynol に PPARアゴニスト活性が見出せなかった。そのため、panaxynol は

PPARを増加させるものの、PPARによる転写活性とは別の経路を主に介し、減

少した HMW アディポネクチンを回復させていることが示唆された(Figure 14 ①)。

Panaxynol の HMW アディポネクチン分泌改善作用のメカニズムを解明するた

めに、アディポネクチンの転写に PPAR以外の因子として関与している FoxO1 に

着目して検討した。その結果、パルミチン酸は濃度依存的に FoxO1 タンパク質を

減少させ、panaxynol はこの作用を改善することを見出した。FoxO1 は C/EBPと

複合体を形成し、アディポネクチンのプロモーターに結合し、アディポネクチン

の転写を増加させる[41]。本研究において、panaxynol は C/EBPの mRNA レベル

も増加させたことから、panaxynol は FoxO1 と C/EBPの転写複合体形成を促進し

て、減少した HMW アディポネクチンの産生・分泌を効果的に改善させたと考え
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られる(Figure 14 ②)。 

脂肪細胞の ER はアディポネクチンの多量体化と分泌に重要な役割を担ってい

ることが知られている。ER ストレスにより ER の機能が障害されると、アディポ

ネクチンの産生と多量体化が抑制され、炎症状態が増悪する[28]。パルミチン酸

は ER ストレスを惹起することが知られており、その結果ミトコンドリアの機能

を障害し酸化ストレスを誘導する。ER ストレスマーカーCHOP の mRNA はパル

ミチン酸により増加し、増加した CHOP mRNA は panaxynol により減少した。こ

の結果は、panaxynol がパルミチン酸による ER の機能低下を改善して、アディポ

ネクチンの多量体化を促進した可能性を示唆している(Figure 14 ③)。しかし、ER

ストレス誘導剤の tunicamycin による CHOP の増加を panaxynol は抑制できなかっ

たことから(data not shown)、パルミチン酸による ER ストレスは軽度であったと考

えられた。 

また、panaxynol の作用の 1 つとして lipoxygenase の阻害作用が報告されている

[35]。高脂肪食負荷マウスの WAT では 12/15-lipoxygenase が誘導され、高脂肪食

の主成分であるパルミチン酸を 3T3-L1 脂肪細胞に添加すると 12/15-lipoxygenase

が誘導されることが報告されている。さらに、その産生物である

12-hydroxyeicosatetranoic acid (12-HETE)を 3T3-L1 脂肪細胞に添加すると、MCP-1

や IL-6 などの炎症性サイトカインが誘導される[42]。本実験系における炎症性ア

ディポカインの抑制(Figure 14 ④)に、この作用が関与している可能性も考えられ

る。 

現在までに、様々な天然物がアディポネクチンの産生を促進することが報告さ

れている。それらの中で、パルミチン酸によって低下するアディポネクチンの産

生を改善する報告は、crocetin のみである。crocetin はクチナシやサフランなどに

含まれる黄色い色素で、NADPH オキシダーゼを阻害することにより ROS を減少

させる抗酸化物質として作用するとされる[43]。黄耆由来の astragaloside II、

isoastragaloside I と、赤ワインなどに含まれる resveratrol は、HMW アディポネク

チンの分泌を増加させることが報告されている。肥満モデルマウスの db/db マウ

スに astragaloside II、isoastragaloside I を経口投与すると、HMW アディポネクチン

を増加させるが、その詳細な機序はわかっていない[44]。resveratrol は炎症誘導し

ていない3T3-L1脂肪細胞において、アディポネクチンのmRNAレベルを変えず、

DsbA-L の発現を増やして HMW アディポネクチンの産生を促進する[45]。また、

resveratrol は TNF-処理によって減少したアディポネクチンの mRNA 発現と分泌

を改善する[46]。大豆由来の genistein と daidzein も 3T3-L1 脂肪細胞において、
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TNF-によって減少したアディポネクチンを部分的に改善すると報告がある[47]。

genistein の作用の一部は JNK 活性化の阻害であり、daidzein の作用の一部は抑制

された FoxO1 タンパク質の回復であると考えられている。このように、アディポ

ネクチンの産生を促進する天然物の報告はいくつかあるが、HMW アディポネク

チンの細胞外への分泌量に関する検討は殆どない。HMW アディポネクチンが脂

肪細胞から分泌され遠隔臓器に作用して肥満関連疾患の改善に働く点から、細胞

外への分泌量を評価した本研究は重要性が高いと考えらえる。 

本実験は in vitro ではあるが、肥満者で血中濃度が増加する FFA で脂肪細胞の

機能不全を誘導した点、また、薬物添加に先立って機能不全を誘導している点で、

他の実験と比較して肥満の実態により即した系であると考えらえる。また、血流

で運ばれ遠隔器官に働くというアディポネクチンの作用を考慮し、脂肪細胞から

培地中に分泌された多量体アディポネクチンを評価している点で、本実験は他の

実験と大きく異なる。さらに、panaxynol は HMW アディポネクチンの産生・分泌

を特異的に改善したため、効率的にアディポネクチンの作用を回復することがで

きると考えられる。最近、panaxynol は in vitro で脂肪細胞の糖取り込みを改善す

ると報告された[48]。本実験の結果から、panaxynol は HMW アディポネクチンの

産生分泌を増やし、オートクリン/パラクリンで脂肪細胞に作用した結果、糖取り

込みが促進したと考えられる。 

さらに、panaxynol は cannabinoid (CB) 1 受容体を阻害するとの報告もある[49]。

CB1 受容体は膵臓細胞に発現しており、活性化するとインスリンの効果を減弱

し、CB1 受容体のアンタゴニストはインスリンの効果を改善する[50, 51]。この点

を考慮すると、panaxynol は膵臓細胞のインスリン受容体シグナルを促進するこ

とによりインスリン感受性の維持を促進する可能性がある。 

これらのことから、panaxynol はパルミチン酸によって生じた脂肪毒性から脂肪

細胞を保護することにより、また FoxO1 シグナル系を通じてアディポネクチンの

転写を促進することにより、減弱した HMW アディポネクチンの分泌を回復する

ことができることを示している。 
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Figure 14. Ameliorative effect of panaxynol on the reduction in high-molecular-weight adiponectin secretion from 
3T3-L1 adipocytes treated with palmitic acids. IKK; I-kappa B kinase, JNK; Jun-N-terminal kinase, MAPK; 
mitogen-activated protein kinase, MEK; mitogen-activated protein kinase kinase, NF-B; nuclear factor-kappa B, PKC; 
protein kinase C, RXR; retinoid X receptor 
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第2章 褐色脂肪様細胞「beige 脂肪細胞」の分化誘導を促進する天然

物の探索と機序解析 

2-1 序 
 

 白色および褐色脂肪細胞の古典的な定義に加えて、近年の研究により、多房性

の 脂 肪 滴 、 高 い ミ ト コ ン ド リ ア 含 量 、 UCP1 、 cell death-inducting 

DNA-fragmentation-factor-45-like effector A (CIDEA)、PRD1-BF1-RIZ1 homologous 

domain containing 16 (PRDM16)、PPAR gamma coactivator 1α (PGC1の発現などの

褐色脂肪細胞の特徴を示す、beige 脂肪細胞と呼ばれる細胞の集団が同定されてい

る[52]。Beige 脂肪細胞は、運動[53]、寒冷曝露[54]、3-AR アゴニストおよび他

の薬理学的刺激[55]によって WAT で誘導され、褐色脂肪細胞より低いレベルでは

あるが UCP1 を発現し、褐色脂肪細胞と同様にエネルギー消費を活性化すること

ができる。最近の研究では、成人の BAT も主に beige 脂肪細胞で構成されている

ことが示されている[56, 57]。 Beige 脂肪細胞は、脂質や糖質の代謝の際に UCP1

の働きでエネルギーを熱として散逸することでエネルギー消費を増大し、肥満生

や代謝性疾患の予防に役立つと考えられている。これまでの研究で、活性化した

BAT が 50 g 存在するだけで、ヒトのエネルギー消費量は 20％増加すると推定さ

れている[58]が、BAT の量は、肥満者や糖尿病患者では少なくなっている[59, 60]。

従って、WAT の beige 化および BAT の活性化を促進することは、肥満と肥満に関

連する代謝性疾患の管理または治療のための有効なアプローチである[61]。 

しかし、褐色および beige 脂肪細胞の分化誘導または活性化に重要な役割を果

たすことが知られているチロキシンやカテコールアミンは、副作用が多く、肥満

治療における使用は制限されている[62, 63]。従って、薬剤の開発には、WAT また

は BAT に特異的に作用して、他の臓器の機能に影響を最小限にするなど、安全性

に関して注意深く検討する必要がある。 

そこで、肥満および肥満に関連する代謝性疾患を治療または管理するための新

しく効率的な治療アプローチを開発するために、また、より安全性の高い薬剤を

開発するために、使用経験が十分に蓄積されている生薬を使い、beige 脂肪細胞へ

の分化を誘導する天然物の探索を行った。 
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2-2 実験結果 

2-2-1 スクリーニング系の構築 

 

白色脂肪の前駆細胞から分化した beige 脂肪細胞は、白色脂肪細胞には殆ど発

現せず褐色脂肪細胞に特異的に発現する CIDEA、UCP1 等が発現すること、さら

に、beige 脂肪細胞や褐色脂肪細胞へのスイッチングに関与する PRDM16、白色

脂肪細胞にも発現する PGC1が高発現することが知られている[64]。なかでも

UCP1 は白色脂肪細胞にはほとんど存在せず、熱産生をしてエネルギーの散逸を

担う本体であるため、本研究では beige 脂肪細胞への分化促進作用を UCP1 mRNA

の発現量で評価することとした。 

まず初めに、beige 脂肪細胞の分化誘導条件を Ohno ら[64]が示した分化誘導条

件を基に、さらにインスリン濃度 10 ng/mL、dexamethazone 濃度 1 M に若干の変

更を加えて検討した。C57BL/6J マウス鼠径部脂肪組織 (iWAT)から分画した間質

血管画分 (SVF)を分化誘導剤 10～100％濃度存在下で培養し、分化誘導 6 日目に

UCP1 mRNA 発現量を検討した。その結果、40％濃度までは、未分化、白色脂肪

細胞と発現量の差は見られなかったが、60％濃度から UCP1 の発現量が著しく増

加し、また PRDM16 の発現量も有意に増加した(Figure 15)。そこで、60%濃度を

beige 脂肪細胞分化を誘導する suboptimal な状態とし、beige 脂肪細胞の分化誘導

を促進する天然物のスクリーニングに使用した。また、白色脂肪細胞には殆ど発

現せず、beige 脂肪細胞と褐色脂肪細胞に発現して熱産生を担う UCP1 の mRNA

発現量を、beige 脂肪細胞への分化の指標とした。 

 
Figure 15. Differentiation medium dependent mRNA expression. The concentration of beige adipocyte 
differentiation medium (beige dif. medium) necessary for differentiation was assessed. SVF from C57BL/6J were 
cultured with indicated concentration of beige dif. medium or white adipocyte differentiation medium (white dif. 
medium) for 6 days. (A) UCP1 and (B) PRDM16 mRNA levels were determined using quantitative RT-PCR. UCP1 and 
PRDM16 mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels. SVF was not treated with any differentiation 
medium, and white dif. medium was cultures with differentiation medium for white adipocytes. Data represent the 
means ± S.D. of three determinants of a representative experiment from three independent experiments with a similar 
result. **p<0.01 vs Vehicle by Bonferroni's t-test. 
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2-2-2 スクリーニング結果 

 

60% Beige 脂肪細胞分化誘導剤に各生薬 MeOH 抽出エキスを 100 µg/mL となる

よう添加し、6 日目における UCP1 mRNA 発現量をリアルタイム PCRで測定した。

Beige 脂肪細胞の特異的マーカーである UCP1 の mRNA レベルを増加させる活性

について、78 種類の生薬 MeOH 抽出エキスをスクリーニングした。 

Figure 16 に示すように、黄耆、地黄、陳皮、冬瓜子、当帰の各エキスは、100％

濃度の beige 脂肪細胞分化誘導剤と同等かそれ以上の活性が見られた。そこで、

黄耆、地黄、陳皮、冬瓜子、当帰の 5 種類の生薬エキスをそれぞれ 50 g/mL とな

るよう添加し、再現性の検討を行った。その結果、陳皮エキスを添加した時のみ

UCP1 mRNA 発現は有意に増加した(Figure 17A)。陳皮エキス添加時の他の beige

脂肪細胞のマーカー遺伝子 mRNA 発現量も検討した結果、beige 脂肪細胞への分

化スイッチとされる PRDM16、脂肪滴の融合と蓄積に関与する CIDEA、脂肪酸酸

化の際重要な carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1)が、60% beige と比較して有意

に増加した(Figure 17B)。 



 

 
 
Figure 16. Screening of crude drug extracts that enhance UCP1 mRNA expression. Eighty crude drugs, which are 
mainly prescribed in Kampo medicines, were selected for screening. SVF cells from C57BL/6J iWAT were 
differentiated in 60% differentiation medium supplemented with 100 g/mL crude drug extracts for 6 days. UCP1 
mRNA levels were analyzed by RT-PCR, and normalized relative to -actin mRNA levels. Data represent the means ± 
S.D. of three determinants of a representative experiment from three independent experiments with a similar result. 
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Figure 17. mRNA expressions on day6. (A) UCP1 mRNA expressions. According to the results of the screening, we 
selected 5 crude drug extracts and SVF cells prepared from C57BL/6J were differentiated in 60% Beige dif. medium 
supplemented with 50 g/mL extracts for 6 days. (B) Beige adipocytes markers were highly expressed in the presence of 
Citrus Unshiu Peel (陳皮エキス). mRNA levels were analyzed by RT-PCR, and normalized relative to -actin mRNA 
levels. Data represent the means ± S.D. of three determinants of a representative experiment from three independent 
experiments with a similar result. *p<0.05, **p<0.01 vs 60% beige dif. medium by Bonferroni's t-test. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

29 



 

2-2-3 活性成分の同定 

  

 陳皮MeOH抽出エキスよりbeige脂肪細胞への分化誘導促進作用を有する活性

成分を同定するために、主要成分のうち芳香族アミンの p-synephrine、フラボノイ

ド配糖体の hesperidin、アグリコンの naringenin を用いて UCP1 mRNA 発現に与え

る影響を検討した結果、p-synephrine が UCP1 mRNA を誘導することを見出した。 

p-Synephrine は、60％ beige 脂肪細胞分化誘導培地の存在下で 3.12 M から用量

依存的に UCP1 mRNA を増加させた(Figure 18)。 

また、組織学的分析から、白色脂肪細胞への分化誘導剤で培養した場合、脂肪滴

同士が融合して単房性の大きな脂肪滴を形成しているのに対し、100% beige 脂肪

細胞分化誘導培地で培養した場合は、小さな脂肪滴が多かった。さらに、beige

脂肪細胞分化誘導培地に p-synephrine を添加して培養した場合は、さらに小さな

脂肪滴が観察された。また、分化誘導剤なしで p-synephrine のみを添加して培養

しても若干の分化誘導が観察された(Figure 18C)。 

60% beige 脂肪細胞分化誘導剤に p-synephrine を添加すると、60% beige 脂肪細

胞分化誘導剤単独に比べて UCP1 と CIDEA の mRNA 発現が大きく増加したが、

PRDM16、PPAR、PGC1は大きく増加することはなかった(Figure 19A)。 

肥満は褐色または beige の脂肪組織を減少させることが報告されている[59]i。

そこで、db/db 肥満マウス(16 週齢)から SVF を分画し、p-synephrine の beige 脂肪

細胞の分化に及ぼす影響を調べた。p-Synephrine は、db/db 肥満マウス由来の SVF

においても beige 脂肪細胞への分化を促進し、UCP1 と CIDEA の mRNA は有意に

増加した(Figure 19B)。しかし、UCP1 mRNA に与える作用は、正常 C57BL/6J マ

ウスの SVF に比べると弱かった(Figure 19C)。 
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Figure 18. Induction of beige adipocytes in SVF cells by p-synephrine. (A) Chemical structure of p-synephrine. (B) 
The dose-dependent effects of p-synephrine on UCP1 mRNA induction were assessed using RT-PCR. UCP1 mRNA 
levels were normalized relative to -actin mRNA levels and then represented as a fold change from the group in 60% 
beige adipocyte differentiation medium (60% beige dif. medium) without p-synephrine. Data represent the means ± S.D. 
of three determinants of a representative experiment from three independent experiments with a similar result. *p<0.05; 
**p<0.01 by Bonferroni's t-test. (C) Representative micrographs of SVF cells treated with 12.5 M p-synephrine. 

 

31 



 

 

Figure 19. Effects of p-synephrine on mRNA levels of browning-related genes in SVF cells. (A) The mRNA levels 
of browning-related genes in SVF cells cultured in beige adipocyte or white adipocyte differentiation medium (white dif. 
medium) were assessed using RT-PCR. (B) The mRNA levels of UCP1 and CIDEA in SVF prepared from db/db mice 
were assessed using RT-PCR. mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels and then represented as a 
fold change from the group cultured in 60% beige dif. medium. Data represent the means ± S.D. of three determinants of 
a representative experiment from three independent experiments with a similar result. *p<0.05; **p<0.01 vs. the group 
cultured in 60% beige dif. medium by Bonferroni's t-test.(C) The effects of p-synephrine in 60% beige dif. medium were 
partly affected by strains of SVF. UCP1 and CIDEA mRNA expression of 12.5 M p-synephrine in 60% beige dif. 
medium. The data from (A) and (B). **p<0.01 by Student’s t-test. 
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2-2-4 p-Synephrine の UCP1 mRNA 発現に及ぼす作用 

 

p-Synephrine 自体が UCP1 mRNA を誘導するかを調べるために、分化誘導剤を

含まない Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) / Ham's F12 培地に

p-synephrineを添加して SVFを 6日間培養した。その結果、p-Synephrineは単独で、

UCP1、CIDEA、PGC1の mRNA レベルを濃度依存的に増加させることを見出し

た(Figure 20)。 

次に経時的なmRNA発現に及ぼす作用を観察すると、p-synephrine単独でUCP1 

mRNA 発現を一過性に誘導し、6 時間後に最大とり、その後は 12 時間まで低下し

た。対照的に、100％ beige 分化誘導培地の存在下では、p-synephrine を添加する

と UCP1 mRNA 発現は増加し続け、分化誘導培地のみの場合より高いレベルで 6

日目にプラトーに達し、この増加は 20 日目まで持続した(Figure 21)。 

 p-synephrine が beige 脂肪細胞への分化だけでなく、beige 脂肪細胞の活性化に

も影響を与えるかを調べるために、C57BL/6J マウス由来の SVF を 100%beige 分

化誘導培地で 8 日間培養して beige 脂肪細胞に分化させた後、p-synephrine を添加

し、6 時間後における mRNA 発現への影響を調べた。その結果、分化した脂肪細

胞においても p-synephrine は UCP1 mRNA 発現を増加させ、beige 脂肪細胞や褐色

脂肪細胞のアディポカインである FGF21 の mRNA 発現も増加させた(Figure 22A, 

B)。さらに、糖取り込みを担う GLUT4 mRNA 発現も増加傾向を示した(Figure 22C)。

また、これらの作用は phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)阻害剤の LY294002(Wako)

により阻害された(Figure 22)。これらの結果から、p-synephrine は PI3K による Akt

のリン酸化を介して beige 脂肪細胞を活性化することが示唆された。 

 
Figure 20. Dose-dependent effects of p-synephrine alone on various mRNA expressions in DMEM/Ham’s F12 
medium. The mRNA levels of browning-related genes were assessed in SVF cells from C57BL/6J cultured with 
indicated concentration of p-synephrine using RT-PCR. mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels 
and then represented as a fold change from the group cultured without p-synephrine. Data represent the means ± S.D. of 
three determinants of a representative experiment from three independent experiments with a similar result. **p<0.01 vs. 
the group cultured without p-synephrine by Bonferroni's t-test. 
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Figure 21. Time-dependent effects of p-synephrine on UCP1 mRNA expression in SVF cells. SVF cells from 
C57BL/6J were treated with DMEM/Ham’s F12 medium, 100% beige dif. medium, or 100% white dif. medium in the 
presence or absence of p-synephrine (12.5 μM). UCP1 mRNA levels following the p-synephrine treatment were 
indicated until 12 h (A) and 20 days (B). 〇: 100% beige dif. medium, ●: 100% beige dif. medium / 12.5 μM 
p-synephrine, ■: 12.5 μM p-synephrine, △: white dif. medium. mRNA levels were normalized relative to -actin 
mRNA levels and then represented as a fold change from the group at time 0. Data represent the means ± S.D. of three 
determinants of a representative experiment from two independent experiments with a similar result. 

 

 
Figure 22. p-Synephrine activates beige adipocytes function. SVF cells from C57BL/6J were cultured in 100% beige 
dif. medium. On day 8, 12.5 M p-synephrine was added with or without PI3K antagonist LY294002 (10 M) for 6 h. 
(A) UCP1, (B) FGF21 and (C) GLUT4 mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels and then 
represented as a fold change from the group of Control/Vehicle. Data represent the means ± S.D. of four determinants of 
a representative experiment from two independent experiments with a similar result. **p<0.01 by Bonferroni's t-test. 
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2-2-5 p-Synephrine の3 アドレナリン受容体アゴニスト作用 

 

p-Synephrine (4-[1-hydroxy-2-(methylamino) ethyl]phenol)は、構造が adrenaline 

(4-[(1R)-1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl]benzene-1,2-diol) や noradrenaline 

(4-[(1R)-2-amino-1-hydroxyethyl]benzene-1,2-diol)と類似しているため、3-AR のア

ゴニストである可能性が示唆されている。しかし、p-synephrine が3-AR のアゴニ

ストであることを示す明らかな証拠はない[65, 66]。そこで、3-AR アンタゴニス

トの SR58894 が p-synephrine の beige 脂肪細胞分化誘導促進作用に及ぼす影響を

検討した。Figure 23 に示すように、実験で用いた SVF では、1-および2-AR よ

りも3-AR の mRNA 発現が非常に高いことが分かった(Figure 23A)。そして、

p-synephrine は、-AR アゴニストの isoprenaline と同様に UCP1 mRNA 発現を濃

度依存的に大きく増加させ、これらの作用は SR58894 により阻害された(Figure 

23B)。Control と 0.01 M Isoprenaline 群において、SR58894 を添加すると UCP1 

mRNA 発現が増加したのは、SR58894 の3-AR 部分アゴニスト作用のためである

と考えられた。 

 
Figure 23. Involvement of 3-adrenoceptors in p-synephrine actions. (A) The mRNA levels of -adrenoceptor 
subtypes in SVF cells prepared from C57BL/6J were assessed using RT-PCR. mRNA levels were normalized relative to 
-actin mRNA levels. Data represent the means ± S.D. of three determinants of a representative experiment from two 
independent experiments with a similar result. **p<0.01 by Bonferroni's t-test. (B) SVF cells from C57BL/6J were 
treated with p-synephrine or isoprenaline at the indicated concentrations in the presence or absence of the 
3-adrenoceptor antagonist SR58894 for 6 days. UCP1 mRNA levels were assessed using RT-PCR. mRNA levels were 
normalized relative to -actin mRNA levels. Data represent the means ± S.D. of three determinants of a representative 
experiment from two independent experiments with a similar result. *p<0.05; **p<0.01 vs.Control/vehicle, #p<0.05; 
##p<0.01 vs. Vehicle by Bonferroni's t-test.
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2-2-6 p-Synephrine のインスリン様作用 

 

p-Synephrine の beige 脂肪細胞分化誘導作用は3-AR を介していることが明ら

かになったが、その他の機序の関与を検討した。そこで、分化に必要と考えられ

る分化誘導因子を 1 つずつ除した不完全な分化誘導培地を用いて、p-synephrine

の beige 脂肪細胞分化誘導作用を調べた。インスリン、IBMX、DEX あるいは

rosiglitazone を含まない不完全な分化誘導培地では、UCP1 mRNA 発現が著しく低

下した一方、完全な分化誘導培地では UCP1 mRNA 発現は有意に増加し、100 nM 

isoprenaline の効果は、12.5 M p-synephrine の効果よりも有意に高かった(Figure 

24A)。興味深いことに、p-synephrine は、インスリンを含まない不完全な分化誘

導培地で培養した SVF で UCP1 mRNA 発現を著しく増加させた(Figure 24B)。そ

の作用は isoprenaline に比べ有意に大きかった。データは示していないが、

p-synephrine も isoprenaline も UCP1 mRNA の安定性に影響しなかった。そこで次

に、インスリンシグナル伝達経路に対する p-synephrine の作用を調べた。インス

リンがインスリン受容体に作用すると、PI3K、3-phosphoinositide-dependent protein 

kinase (PDK)の活性化により Akt がリン酸化を受けて活性化する。これにより、

glycogen 合成、mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC)を介したタンパク

質合成、GLUT4 の膜移動などのインスリンの重要な作用が起こる。そこで、イン

スリン受容体の活性化後に起こる Akt のリン酸化をウェスタンブロット法で調べ

た。インスリン又は p-synephrine 添加 1 時間後では、インスリンによりリン酸化

Akt 量が増加したが、p-synephrine では増加しなかった(Figure 24C)。しかし、Figure 

22 に示すように、p-synephrine 添加 6 時間後の UCP1 と FGF21 mRNA 発現は、Akt

の上流にあるPI3Kの阻害剤であるLY294002を添加することにより有意に減弱し

た。さらに、p-synephrine 添加により増加傾向を示した GLUT4 mRNA 発現も、

LY294002により有意に減弱した(Figure 22C)。これらの結果より、p-synephrineは、

インスリン受容体または Akt より上流のインスリンシグナル伝達経路を直接活性

化しないが、間接的な作用で Akt より上流の経路を活性化する可能性が示唆され

た。 
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Figure 24. Insulin-like effects of p-synephrine in SVF cells. (A, B) SVF cells from C57BL/6J were cultured in 100% 
beige dif. medium in the presence or absence of insulin for 6 days with p-synephrine (12.5 μM) or isoprenaline (100 nM). 
UCP1 mRNA levels were assessed using RT-PCR. mRNA levels were normalized relative to -actin mRNA levels. Data 
represent the means ± S.D. of three determinants of a representative experiment from two independent experiments with 
a similar result. *p<0.05; **p<0.01 by Bonferroni's t-test. (B) Figure 24B is a magnified figure of None and insulin (-) 
beige dif. medium in Figure 24A. (C) Effects of p-synephrine on Akt and phosphorylated Akt in SVF cells. SVF cells 
were incubated with insulin (50 ng/ml), p-synephrine (12.5 μM), or isoprenaline (100 nM) for 1 h and the amounts of 
Akt and phosphorylated Akt were then assessed by Western blotting. **p<0.01 vs. the vehicle group by Bonferroni's 
t-test.  
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2-3 考察 
 

 褐色および beige 脂肪細胞は、UCP1 依存的熱産生において重要な役割を果た

すことが知られており、UCP1 は褐色及び beige 脂肪細胞のマーカータンパク質と

して広く使用されている。本研究では、UCP1 mRNA 発現をマーカーとして beige

脂肪細胞の分化を促進する天然物をスクリーニングし、p-synephrine が SVF から

beige 脂肪細胞への分化を促進することを見出した。 p-Synephrineを添加した SVF

では多房性の小さな脂肪滴が観察され beige 脂肪細胞の形態学的特徴を有し、白

色脂肪細胞の単房性の脂肪滴よりも小さかった。さらに、beige 脂肪細胞に特異的

なUCP1およびCIDEAのmRNA発現は、p-synephrine添加により大きく増加した。

p-Synephrine の作用は正常マウスだけでなく、db / db マウスから調製した SVF に

おいても観察されたが、db/db マウスでは UCP1 mRNA 発現に対する効果は小さ

かった。肥満者や糖尿病患者では活性化した BAT の量は非常に少ないと報告され

ている[59]。しかしながら、本研究の結果は、p-synephrine が肥満の状況下でも beige

脂肪細胞を分化誘導・活性化することを示唆している。 

p-Synephrine は、ウンシュウミカン(Citrus reticulata Blanco)の果皮だけでなく他

の柑橘類の果皮にも含まれており、様々な効果が報告されている。 p-synephrine

はL6筋細胞においてAMP-activated protein kinase (AMPK)を活性化してGLUT4依

存性のグルコース取り込みを刺激し[67]、また安静時の代謝率を高めたり [68]、

運動時の脂肪酸酸化速度を増加させる[69]などの報告があり、カフェインなどの

成分と組み合わせたサプリメントとして使用されることが多い。p-Synephrine は、

adrenaline や noradrenaline などの内因性神経伝達物質と化学構造が類似している

ため、高血圧や心拍数の増加、中枢神経や心血管系の刺激が懸念されている。し

かし、最近の研究[70]において p-synephrine の AR アゴニスト活性が調べられてお

り、ヒト1A-AR に対して、m-synephrine (phenylephrine)はアゴニストであるが、

p-synephrine は部分アゴニストであり、しかもその活性は 100 M で phenylephrine

の最大反応の 55%程度であった。また、phenylephrine の血圧上昇作用が adrenaline

の 5 分の 1 である点から、p-synephrine の血圧上昇作用は非常に低いと考えられて

いる[70]。ヒト2A-AR と2C-AR に対しては、弱い結合はするもののアゴニスト

活性はないことが報告されている[70]。また、1-AR と2-AR に対する作用は以

前から多く研究されており、1-AR の活性化能は phenylephrine＞octopamine＞

p-synephrine の順で、その作用の強さは noradrenaline と比較してそれぞれ約 100

分の1、約6000分の1、約40000分の1である[71]。2-ARの活性化能はphenylephrine、
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octopamine、p-synephrine ともに noradrenaline の約 1000 分の 1 以下で、100 M で

も作用を観察できない[71]。さらに、p-synephrine は ephedrine よりもメチル基が

少ないため、中枢へ移行しないと推測されている[64]。また、脳内の-AR 作動薬

は食欲を抑制する抗肥満薬として過去に使用されていが、p-synephrine はマウスに

2 週間経口投与あるいは腹腔内投与しても摂餌量に影響を与えなかった(data not 

shown)。従って、p-synephrine は中枢には作用しないと考えられた。このように、

アミノ基上のメチル基とベンゼン環上の水酸基の有無、位置や数によって、受容

体との結合特性および薬理学的特性が大きく変化する。本研究において、

p-synephrine は in vitro で beige 脂肪細胞の分化を促進し、その作用は3-AR アン

タゴニストによって阻害されたことにより、p-synephrine は3-AR の活性化を介し

て beige 脂肪細胞の分化誘導を促進することを明らかにした(Figure 25 ①)。現在

まで、3 - AR アゴニストは、齧歯類では強力に作用するものの、ヒトでの作用

は弱いと報告されていた[72]。しかし、最近の研究で、3-AR アゴニストの

CL316243 と mirbegron は、マウス同様にヒトでも BAT の熱産生を刺激する可能

性があり、代謝性疾患の治療のための有望な候補であることが示された[73]。し

かし、CL316243 は心拍数の増加を含む多くの副作用のために臨床試験での使用

が承認されず、mirabegron は過活動膀胱の治療薬として承認されている[74]。こ

れらとは対照的に、臨床試験で、p-synephrine の摂取は、血圧または心拍数に殆ど

あるいは全く影響がないことが示されている[75]。また、一般に販売されている

p-synephrine または p-synephrine を含有する bitter orange に関連したサプリメント

の有害事象について、原因は直接 p-synephrine に帰属するものではないと FDA は

結論づけた[76]。以上のように、本結果とこれまでの知見から、p-synephrine はよ

り安全かつ効果的な3-AR アゴニストである可能性が示唆された。 

分化誘導剤非存在下で p-synephrineの効果を調べたところ、p-synephrine単独で、

beige 脂肪細胞がまだ分化誘導されていない早い時期に、一過性ではあるが 6 時間

後に UCP1 mRNA 発現を大きく誘導した。 その後、UCP1 mRNA 発現は徐々に低

下したが、培養 6 日目においても p-synephrine で処理していない SVF よりも高い

レベルで維持された。 対照的に、100％分化誘導培地に添加すると、p-synephrine

は 3 時間後から UCP1 mRNA を大きく誘導し、20 日間目まで高い UCP1 mRNA 発

現を維持した。 これらの結果は、p-synephrine それ自体が3-AR 活性化を介して

UCP1 mRNA 発現を誘導するが、SVF から beige 脂肪細胞へ完全に誘導するには

不十分であることを示唆している。 従って、p-synephrine は、beige 脂肪細胞分化

に必要な他の分化誘導因子の働きを補助している可能性が考えられる。 
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さらに、p-synephrine が、インスリンを含まない不完全な分化誘導培地でも beige

脂肪細胞分化を誘導できることを見出した。インスリンおよびカテコールアミン

は、代謝に関して脂肪細胞では古典的に反対の役割を果たす。しかし、どちらも

脂肪細胞の beige 化を刺激するために必要であり、3-AR アゴニストの CL316243

は、cAMP 応答エレメント結合タンパク質 (CREB)の活性化と協調して脂肪細胞

の褐色または beige 脂肪細胞活性化を刺激することが知られている[77]。これに加

えて、最近の研究で、isoprenalineと CL316243 によって3-AR の下流にある protein 

kinase A (PKA)の活性化が誘導され、mTORC1 の活性化を介して 70-kDa ribosomal 

protein S6 kinase (S6K1）が活性化され、インスリンシグナル伝達経路の活性が増

強されることが報告された[78]。すなわち、p-synephrine はこれらと同様の機序を

有した3-AR アゴニストとして作用し得ると考えられた(Figure 25 ②)。しかし、

isoprenaline はインスリンを含まない不完全な分化誘導培地で p-synephrine と同様

の活性を示さなかったことから、p-synephrine は-AR アゴニストとして機能する

だけでなく、インスリンシグナル伝達経路の下流のまだ未同定のメカニズムを介

して作用する可能性が示唆された(Figure 25 ③)。さらに、C57BL/6J 由来の SVF

を beige 脂肪細胞に分化させた後に p-synephrine を添加すると、1 時間後では Akt

のリン酸化は観察されなかったが、6 時間後では、p-synephrine により増加した

UCP1、FGF21、GLUT4 mRNA 発現が、Akt の上流にある PI3K の阻害剤により減

弱したことから、Akt の上流のインスリンシグナルを間接的に活性化する可能性

も示唆された(Figure 25 ④)。褐色および beige 脂肪細胞はインスリンに対する感

受性が高く、インスリン応答して糖取り込みが 5 倍以上増加する[79, 80]。Beige

脂肪細胞のこの特性を考慮すると、p-synephrine は、GLUT4 mRNA 発現の増加と、

インスリンシグナル伝達経路を調節することによりインスリン感受性を増強し、

beige 脂肪細胞の分化だけでなく活性化も促進すると考えられた。 

しかしながら、本研究では、褐色または beige 脂肪細胞分化のマーカーである

PRDM16、PPARおよび PGC1は、p-synephrine により 100％分化誘導培地のレベ

ルを大きく超えて誘導されることはなかった。PRDM16 は、PPARおよび PGC1

と共に転写複合体を形成し、beige 脂肪細胞への分化、褐色脂肪細胞あるいは骨格

筋への分化の制御を調節する役割を果たしている[81]。本研究では、PRDM16、

PPAR、および PGC1の mRNA レベルは、分化誘導培地のみで培養した SVF で

の mRNA レベルよりも高くはなかったが、p-synephrine が beige 脂肪細胞の分化

を誘導するためにはこれらの mRNA 発現レベルは十分であり、それ以上の誘導は

必要がないものかもしれない。今後、これらの遺伝子のタンパク質レベルの発現
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を調べる必要があると考える。 

最近、luteolin[82]、artepillin C[83]、albiflorin[84]、rutin [85]は、褐色脂肪細胞の

活性化、またはbeige脂肪細胞を誘導することが報告されている。luteolinは、AMPK 

/PGC1活性化を介して beige 化および熱発生を誘導する。artepillin C は、PPAR

活性化および PRDM16の安定化を介して beige 脂肪細胞誘導を刺激する。albiflorin

は、AMPK および PI3K / AKT 活性化を介して褐色脂肪細胞の分化を刺激する。 

Rutin は SIRT1 の安定化により beige 脂肪細胞を誘導し、PGC1 /ミトコンドリア

転写因子 A の活性化を導く。以上の知見は、これらの天然物が肥満の治療におい

て潜在的な可能性を有することを示唆している。 しかし、これらの天然物の作用

機構は、-AR 作動性のシグナル伝達経路とは無関係であり、p-synephrine の作用

機構とは異なる。 

本研究は、p-synephrine が beige 脂肪細胞への分化を促進し、3-AR の活性化お

よびインスリンシグナル伝達経路の調節を介してその効果を発揮することを示し、

p-synephrine は肥満及び肥満関連疾患の予防および治療のためのより安全な薬剤

の候補となりうることを示した。 
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Figure 25. Inducing effect of p-synephrine on UCP1 mRNA expression. ATF; activating transcription factor, CRE; 
cAMP response element, DIO; iodothyronine deiodinase, ERR; estrogen-related receptor alpha, ERRE; 
estrogen-related receptor responsive element, FA; fatty acid, Insulin-R; insulin receptor, IRS; insulin receptor substrate, 
PIP2; phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate, PIP3; phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate, T3; 3,3’,5-triiodo-thyronine, 
T4; thyroxin, TR; thyroid hormone receptor, TRE; thyroid hormone responsive element 
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総括 

  

2013年の統計によると、肥満者は世界人口の3分の1から4分の1を占める[1]。

肥満により内臓脂肪が蓄積すると、脂肪細胞はアディポカインの分泌異常を引き

起こし、高血圧、脂質異常症、高血糖などを複数起こした状態である MS となり、

脳血管疾患や心血管疾患の原因となる動脈硬化のリスクが上昇する。MS に由来

する疾患は、日本人の死因の約 3 分の 1 を占めると言われている。またがんにつ

いても MS との関連が指摘され、最近の研究で、肥満や 2 型糖尿病ががんの発症

リスクを引き上げることがわかった。イギリスにおける臨床研究で、12 種類のが

んのデータを解析すると、2012 年に発症したがんの 6%、約 80 万件が糖尿病や過

体重、肥満と関連があると推測されている[86]。 

このように、肥満は多くの疾患を引き起こす原因となるため、改善と予防が緊

急の課題になっている。肥満を改善するためには、エネルギー摂取を減少させた

り、エネルギー消費を増加させたりすることが必要である。しかし現代は、生活

の利便性が向上したことによる運動量の低下で消費エネルギー量が減り、高脂肪

な食事の増加よって摂取エネルギー量が増える傾向にあり、肥満が増加しやすい

環境にある。MS の治療は、運動や食生活を始めとする生活習慣の改善が主とな

っている。現在、MS の基盤となる肥満を解消する薬剤は殆どない。 

脂肪細胞は、アディポカインを介して脂肪組織だけでなく遠隔の様々な器官に

作用を及ぼすため、脂肪細胞の機能を調節することは脂肪組織だけでなく、様々

な器官の機能を調節することになり、肥満と肥満関連疾患の治療につながる。 

そこで本研究では、第 1 章において、白色脂肪細胞のアディポカインであるア

ディポネクチンに注目し、肥満による脂肪毒性で低下した HMW アディポネクチ

ンの産生分泌を改善する天然物として、生薬の防風から panaxynol を同定した。

Panaxynol は、肥満関連疾患との関連性が最も高い HMW アディポネクチンの産

生分泌を特異的に改善し、アディポネクチン mRNA 発現も回復させた。その作用

の一部は、炎症性アディポカインの発現や、酸化ストレスを減弱させることで

FoxO1 タンパクの減少を回復させ、FoxO1 依存的なアディポネクチンの転写を促

進させたことによると考えられた。つまり、panaxynol は、アディポネクチン遺伝

子の転写を促進することで、総アディポネクチンタンパク質の発現を増加させた

と考えられる。また、panaxynol は ER ストレスマーカーの CHOP を減少させた。

従って、ER ストレスの軽減による ER の機能改善が、アディポネクチンタンパク
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質の多量体化を促進し、HMW アディポネクチンの産生分泌の改善につながった

と考えられる。しかし、パルミチン酸、panaxynol ともに多量体化に関与する ER

シャペロンの ERp44、Ero1-L、DsbA-L の発現には影響を与えなかったため、

panaxynol による多量体化促進の詳細な機構は解明できなかった。 

また、in vivo での panaxynol の効果を検討するには至らなかったが、今後、db/db

マウスや高脂肪食負荷マウスなどの肥満モデル動物を用いて、in vivo での

panaxynol の効果を検討することにより、HMW アディポネクチンの分泌改善が筋

肉、肝臓、血管、マクロファージに与える作用を評価し、脂肪細胞の制御が肥満

関連疾患に対して全身に影響を及ぼすかを検討することができると考えられる。 

第 2 章において、beige 脂肪細胞を誘導・活性化することにより、エネルギー消

費を増大させて肥満を直接解消する天然物の探索を試みた。陳皮に含有される

p-synephrineは、beige脂肪細胞のエネルギー消費を担うUCP1の発現を増加させ、

beige 脂肪細胞の分化誘導を促進することを見出した。p-Synephrine は3-AR を活

性化して UCP1 発現を増加させるだけでなく、Akt よりも下流部分でインスリン

シグナルを調節することにより UCP1 発現を増加させる可能性が示唆された。

3-AR アゴニストを in vivo で使用する場合、その選択性が安全性を大きく左右す

る。先行研究から、p-synephrine は3 以外のアドレナリン受容体への結合能ある

いは活性化能は低いことが示されている。また、ヒトを対象とした多くの臨床実

験の結果から、アドレナリン受容体に作用した場合に懸念される高血圧や心拍数

の増加など中枢や心血管系への副作用が殆ど認められないことから、p-synephrine

は安全性の高い天然物であると考えられた。最近、3-AR アゴニストによるイン

スリンシグナルの増強作用が報告され、p-synephrine によるインスリンシグナルの

調節作用の一部を説明できるものと考えられた。しかし、isoprenaline との作用の

違いから、p-synephrine はインスリンシグナルの未同定の部分にも作用している可

能性があり、その詳細はまだ解明できていない。インスリンシグナルの下流にあ

る mTORC1 は、p70S6K を介して UCP1 mRNA 発現を促進するだけでなく、

eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein (4E-BP)を介してミトコンド

リアタンパク質の発現量を増加させ，ミトコンドリアにおける ATP の生産能を増

大させることを明らかになっている[87]。今後、インスリンシグナルの mTORC1

の阻害剤である rapamycin を用いたり、mTORC1 の下流に当たる p70S6K や 4E-BP

のリン酸化を測定してさらなる機序の解析を進めたい。 

最後に、本研究の結果より、panaxynol は成熟白色脂肪細胞の機能を改善して高

分子多量体アディポネクチンの産生抑制を回復することより、また、p-synephrine
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は白色脂肪前駆細胞の beige 脂肪細胞への分化誘導を促進させることで過剰エネ

ルギーの消散を活性化することより、肥満の抑制と関連疾患の改善への応用が期

待される。 

また最近、マウスの寒冷刺激による皮下白色脂肪組織の beige 化には、アディ

ポネクチンが必要であり[88]、皮下脂肪組織への HMW アディポネクチンの集積

が必須であることが報告された[89]。従って、panaxynol は p-synephrine の効果を

増強させる可能性が考えられ、両者の併用により、より高い有効性が期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

45 



 

結論 

1. 防風より単離した panaxynol は、パルミチン酸により低下した白色脂肪細胞の

高分子多量体アディポネクチンの産生・分泌を改善することを見出した。 

2. Panaxynol は、パルミチン酸が惹起する ROS 産生と炎症性アディポカイン産

生を抑制することにより FoxO1 タンパク質の発現を回復させ、アディポネク

チンの転写を活性化することが示唆された。 

3. 陳皮の主成分の１つである p-synephrine は、beige 脂肪細胞の分化誘導を促進

することを見出した。 

4. p-Synephrine は3-AR に作用して UCP1 mRNA 発現を増やすだけでなく、イン

スリンシグナル伝達経路の下流部分にも作用して UCP1 mRNA 発現を増加さ

せる可能性が示唆された。 
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実験方法 

 

【試薬】 

Actinomycin D (Wako Pure Chemical Industries) 

AS1842856 (FoxO1 inhibitor) (Merck, Darmstadt, Germany) 

BCA protein assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

Bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) 

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Insulin (Sigma-Aldrich)  

Dexamethasone (DEX) (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) 

3,3’,5-Triiodo-thyronine (T3) (Sigma-Aldrich) 

Non-essential amino acids (Wako Pure Chemical Industries) 

Palmitic acid (Wako Pure Chemical Industries) 

Dispase II (Sigma-Aldrich) 

Indomethacin (Wako Pure Chemical Industries) 

Collagenase-L (Nitta Gelatin, Osaka, Japan) 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) 

DMEM/Ham’s F12 (Wako Pure Chemical Industries Ltd.) 

Penicillin and streptomycin (Sigma-Aldrich) 

Fetal bovine serum (FBS) (Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan) 

Calf serum (CS) (SAFC Bioscience, Lenexa, KS, USA ) 

Trypsin inhibitor (Sigma-Aldrich) 

Rosiglitazone (PPARγ agonist) (Alexia Biochemicals, San Diego, CA, USA) 

GW9662 (PPARγ antagonist) (Sigma-Aldrich ) 

p-Synephrine (Tokyo Chemical Industry, Tokyo, Japan) 

Hesperidin (Wako Pure Chemical Industries) 

Naringenin (Wako Pure Chemical Industries) 

Isoprenaline (-adrenoceptor agonist) (Sigma-Aldrich) 

SR58894 (3-adrenoceptor antagonist) (Sigma-Aldrich)  

EzRIPA Lysis kit (ATTO, Tokyo, Japan) 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) 

スキムミルク(Megmilk Snow Brand, Sapporo, Japan) 
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RNA isoplus (Takara Bio, Kusatsu, Japan) 

Dithiothreitol (Wako Pure Chemical Industries)  

Nitroblue tetrazolium (NBT) (Tokyo Chemical Industry) 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Wako Pure Chemical Industries)   

 

【抗体】 

Anti-adiponectin antibody (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 

Anti-PPARγ antibody (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) 

Anti-β-actin antibody (BIO Vision, San Francisco, CA, USA) 

Anti-FoxO1 antibody (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) 

Anti-phospho-FoxO1 (Cell Signaling Technology) 

Anti-UCP1 (Cell Signaling Technology) 

Anti-Akt (Cell Signaling Technology) 

Anti-phospho-Akt (Cell Signaling Technology) 

Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology) 

Anti-rabbit IgG, horseradish peroxidase-linked Antibody (Cell Signaling Technology) 

 

【細胞培養】 

細胞の由来、培養条件は以下に示した。 

培養は37℃、5% CO2 in airで行った。 

仔牛血清(CS)および牛胎児血清(FBS)は56℃で30分間加熱して非働化した後に使

用した。 

3T3-L1 (Mouse embryo fibroblasts cell line) (RIKEN BRC, Tsukuba, Japan) 

 Culture medium 

  Dulbecco’s Modified Eagle’s medium / high glucose (DMEM) 

  (Wako Pure Chemical Industries) 

  with 10% CS, 100 U/ml penicillin, and 100 μg/ml streptomycin 

 Method for Passege 

  0.25% trypsin and 0.02% EDTA-2Na 

 

HEK293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) (RIKEN BRC, Tsukuba, Japan) 

 Culture medium 

  Eagle’s minimal essential medium (MEM) (Wako Pure Chemical  
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  Industries) 

  with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin and 

  non-essential amino acids solution (Wako Pure Chemical Industries) 

 Method for Passege 

  0.25% trypsin and 0.02% EDTA-2Na 

 

SVF cells (Stromal vascular fraction cells from mouse iWAT) 

 Culture medium 

  DMEM / Ham’s F12 (Wako Pure Chemical Industries) 

  with 10% CS, 100 U/ml penicillin, and 100 μg/ml streptomycin 

 

【3T3-L1の分化誘導】 

3T3-L1前駆脂肪細胞は、コンフルエントから2日後に分化誘導培地に換え分化

誘導を行った。2日後に維持培地にかえ、2日おきに培地を交換してさらに4日培養

した。分化誘導6日目に、0.1% bovine serum albumin (BSA)に懸濁したパルミチン

酸を終濃度が300 μMになるよう加えて1日培養し、wash out後に、DMSOに溶解し

たpanaxynolまたは生薬MeOHエキス(終濃度100 g/mL)を添加して2日培養した。

培養上清を回収し、分泌されたアディポネクチンをウェスタンブロッティングで

検出した。 

 [分化誘導培地] 

 DMEM with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 

 50 ng/ml insulin, 1 μM DEX, and 0.5 mM IBMX 

 [維持培地] 

 DMEM with 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin  

 and 50 ng/ml insulin 

 

【マウスからのSVFの単離】 

6-8週齢の雄性C57BL/6J マウス(SLC, Hamamatsu, Japan)または16週齢の雄性

db/db マウス(雌雄8週齢の db/mマウスをSLCから購入し、交配して得た)のiWAT

を採取し、Hank’s balanced salt solution (HBSS)中でミンスし、コラゲナーゼ液に入

れ、37°Cで30分間振とうした。100 meshのナイロンフィルターで消化しきれなか

った組織を取り除き、700×gで5分間遠心した。得られたSVFのペレットをHBSS

で洗浄後、CellBind® surface plates (Corning, Corning, NY, USA)にプレーテクングし、
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コンフルエントまで培養した。 

 [HBSS]  [コラゲナーゼ液] 

 NaCl 8.0 g collagenase-L (2mg/ml) 20 mg 

  KCl 0.4 g trypsin inhibitor (0.52 mg/mL)5.2 mg 

  KH2PO4 0.06 g dispase  Ⅱ (2.7 mg/mL) 27 mg 

  Na2HPO4・12H2O 0.121 g CaCl2 (1.47 mg/mL) 14.7 mg 

  NaHCO3 0.35 g HBSS  total 10 mL 

  Glucose 1.0 g 調整後0.45 mフィルターで濾過した。 

  HEPES 2.383 g (10 mM) 

 ddH2O total 1 L (pH7.4) 

 調整後0.2 mフィルターで濾過した。 

  

【SVFの分化誘導】 

SVFの白色脂肪細胞への分化は、DMEM/Ham’s F12 mediumを使用して、3T3-L1

と同様の分化誘導剤を用いて行った。 

SVFのbeige脂肪細胞への分化は、beige脂肪細胞分化誘導培地(100% beige dif. 

medium)で2日間培養後、beige脂肪細胞維持培地に換えて4日間培養した。Beige脂

肪細胞維持培地は2日に１回入れ替えた。 

Beige脂肪細胞への分化を促進する生薬のスクリーニングには、beige脂肪細胞分

化誘導培地中のホルモン類をすべて60%に濃度にした分化誘導培地(60% beige dif. 

medium)を用い、生薬MeOHエキス(終濃度100 g/mL)、p-synephrine、isoprenaline

は分化の初日から加えた。また、維持培地中のホルモン類もすべて60%にした。 

 [Beige脂肪細胞分化誘導培地]  [beige脂肪細胞維持培地] 

 0.5 mM IBMX  10 ng/mL insulin  

 125 nM indomethacin  1 nM T3 

 1 µM Dexamathasone  1 µM rosiglitazone   

 10 ng/mL insulin  DMEM / Ham’s F12 with 10% CS, 

 1 nM T3  100 U/ml penicillin,  

 1 µM rosiglitazone  and 100 μg/ml streptomycin 

 DMEM / Ham’s F12 with 10% CS,  

 100 U/ml penicillin, and 100 μg/ml streptomycin 

 

 

50 



 

【生薬MeOH抽出エキスの調製】 

漢方処方に繁用される生薬90種類(ツムラ)それぞれ10 gを100 mL MeOHで一晩

冷浸抽出し、これを3回繰り返して得られた抽出液をろ過し、減圧下で溶媒を蒸発

させ乾固し、得られたエキスをDMSOに溶解した。 

  [使用生薬一覧] 

 
 

【Western blot法】 

分泌された多量体アディポネクチンの測定には、3T3-L1の培養上清を用いた。

一定量の培養上清を非加熱非還元で電気泳動を行った。電気泳動には2-15%グラ

ジエントのアクリルアミドゲルを使用し、定電流20 mA/ゲルの条件で泳動した。 

泳動後、ホライズブロット装置(ATTO)を用いてゲルからPVDF膜 (Merck)タンパ

生薬名 生薬ラテン名 Lot. No. 生薬名 生薬ラテン名 Lot. No.

1 イレイセン Clematidis Radix 21020771 46 ショウマ Cimicifugae Rhizoma 21017241
2 インチンコウ Artemisiae Capillaris Flos 22036091 47 シンイ Magnoliae Flos 23012431
3 ウイキョウ Foeniculi Fructus 21023321 48 センキュウ Cnidii Rhizoma 23001371
4 エンゴサク Corydalis Tuber 22042871 49 センコツ Nupharis Rhizoma 20009891
5 オウギ Astragali Radix 22043331 50 ソウジュツ Atractylodis Lanceae Rhizoma 23001771
6 オウゴン Scutellariae Radix 22037381 51 ダイオウ Rhei Rhizoma 22041591
7 オウバク Phellodendri Cortex 22038081 52 タイソウ Zizyphi Fructus 22047121
8 オウレン Coptidis Rhizoma 22048301 53 タクシャ Alismatis Rhizoma 22043631
9 オンジ Polygalae Radix 22000701 54 チクジョ Bambusae Caulis 22036071

10 ガイヨウ Artemisiae Folium 22031681 55 チクセツニンジン Panacis Japonici Rhizoma 21018391
11 カシュウ Polygoni Multiflori Radix 22039451 56 チモ Anemarrhenae Rhizoma 23005341
12 カッコン Puerariae Radix 22040931 57 チョウジ Caryophylli Flos 22000321
13 カロコン Trichosanthis Radix 22029491 58 チョウトウコウ Uncariae Uncis cum Ramulus 22045681
14 カロニン Trichosanthis Semen 22037861 59 チョレイ Polyporus 22045121
15 カンキョウ Zingiberis Processum Rhizoma 23002281 60 チンピ Aurantii Nobilis Pericarpium 23002241
16 カンゾウ Glycyrrhizae Radix 22053201 61 テンナンショウ Arisaematis Rhizom 22038971
17 キキョウ Platycodi Radix 22040381 62 テンマ Gastrodiae Tuber 23011631
18 キクカ Chrysanthemi Flos 22008841 63 テンモンドウ Asparagi Radix 23011471
19 キジツ Aurantii Fructus Immaturus 22043361 64 トウガシ Benincasae Semen 21057771
20 キョウカツ Notopterygii Rhizoma 22041601 65 トウキ Angelicae Acutilobae Radix 22049651
21 キョウニン Armeniacae Semen 22009451 66 トウニン Persicae Semen 22052901
22 クジン Sophorae Radix 22011021 67 ドクカツ Araliae Cordatae Rhizoma 22006261
23 ケイガイ Schizonepetae Spica 22042881 68 ニンジン Ginseng Radix 23018601
24 ケイヒ Cinnamomi Cortex 22044881 69 ニンドウ Lonicerae Folium cum Caulis 22040701
25 コウカ Carthami Flos 22040711 70 バクモンドウ Ophiopogonis Radix 23003151
26 コウブシ Cyperi Rhizoma 22005381 71 ハッカ Menthae Herba 22044091
27 コウボク Magnoliae Cortex 22028611 72 ハマボウフウ Glehniae Radix Cum Rhizoma 22047301
28 ゴシツ Achyranthis Radix 22026591 73 ハンゲ Pinelliae Tuber 22042141
29 ゴシュユ Euodiae Fructus 22038071 74 ビャクゴウ Lilii Bulbus 22029511
30 ゴボウシ Arctii Fructus 21054451 75 ビャクジュツ Atractylodis Rhizoma 23018581
31 ゴミシ Schisandrae Fructus 22026581 76 ビワヨウ Eriobotryae Folium 23010081
32 サイコ Bupleuri Radix 22025091 77 ブクリョウ Poria Sclerotium 23007381
33 サイシン Asiasari Radix 22020521 78 ボウイ Sinomeni Caulis et Rhizoma 23008241
34 サンシシ Gardeniae Fructus 22031161 79 ボウフウ Saposhnikoviae Radix 24027411
35 サンシュユ Corni Fructus 22038491 80 ボクソク Quercus Cortex 23001531
36 サンショウ Zanthoxyli Piperiti Pericarpium 22004261 81 ボタンピ Moutan Cortex 23005351
37 サンソウニン Zizyphi Semen 23006931 82 マオウ Ephedrae Herba 22050411
38 サンヤク Batatatis Rhizoma 23000221 83 モクツウ Akebiae Caulis 23006161
39 ジオウ Rehmanniae Radix 22029541 84 モッコウ Saussureae Radix 23004371
40 ジコッピ Lycii Cortex 23000421 85 ヨクイニン Coicis Semen 23018091
41 シツリシ Tribuli Fructus 22028771 86 リュウガンニク Longan Arillus 22036971
42 シャクヤク Paeoniae Radix 22011231 87 リュウタン Gentianae Scabrae Radix 22009991
43 シャゼンシ Plantaginis Semen 22049181 88 リョウキョウ Alpiniae Officinari Rhizoma 22049031
44 シュクシャ Amomi Semen 22042491 89 レンギョウ Forsythiae Fructus 23012601
45 ショウキョウ Zingiberis Rhizoma 22046221 90 レンニク Nelumbis Semen 23006011
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ク質を転写した。Blotting buffer A (300 mM Tris-5%MeOH)、Blotting buffer B (25 mM 

Tris-5%MeOH)、PVDF膜、ゲル、Blotting buffer C (25 mM Tris-40 mM 

6-amino-n-capronic acid-5%MeOH)の順でセットし、2 mA/cm2 (126 mA)、40分間の

条件で行った。 

得られた膜を Tris-buffered saline (TBS, pH 7.5)で洗浄し、blocking 溶液 (5%スキ

ムミルク/TBS)に 1 時間以上浸した。1 次抗体 (anti-adiponectin antibody, 希釈 

1:1000、抗体希釈液；1%スキムミルクと 0.05%Tween-20 を含む TBS)を 4 °C で 12

時間以上反応させた。膜を洗浄液 (0.05% Tween-20 in TBS)で洗浄し、二次抗体 

(Alkaline phosphatase-conjugated anti-rabbit IgG antibody)を室温で 1 時間反応させた。

洗浄液と substrate dilution buffer で洗浄し、CDP-Star™ (Applied Biosystems, 

Bedford, MA, USA) を 発 光 気 質 と し て LAS-4000 mini (GE Halthcare, 

Buckinghamshire, England, UK)を用いてシグナルの検出と画像解析を行った。 

細胞内タンパク質はEzRIPA Lysis kitで抽出し、BCA protein assayでタンパク質

を定量後、タンパク量を一定にしてdithiothreitolと熱で還元し、泳動した。

anti-phospho-FoxO1を使用する際はスキムミルクの代わりにBSAを使用した。 

インスリンシグナルの解析時は、100% beige dif. mediumで分化させ6日間培養し

たSVFに、50 ng/mL insulin, 12.5 µM p-synephrine, 100 nM isoprenalineをそれぞれ添

加して1時間培養後、EzRIPA Lysis kitでタンパク質を抽出した。SDS-PAGEでタン

パク質を分離後、PVDF膜にタンパク質を転写し、膜を1% BSA/ TBSで1時間ブロ

ッキングし、 anti-Akt antibody, anti-p-Akt antibody (希釈 1:1000、 抗体希釈液 1% 

BSA and 0.05% Tween-20 in TBS) を4 °Cで12時間以上反応させた。膜を洗浄液で洗

浄し、二次抗体(Anti-rabbit IgG, horseradish peroxidase-linked Antibody)を室温で1時

間反応させた。洗浄液で洗浄し、ImmunoStar® Zeta (Wako Pure Chemical Industries)

を発光気質としてLAS-4000 miniを用いてシグナルの検出と画像解析を行った。 

 [10×TBS]  [泳動buffer] 

 Tris 23.23 g Tris 1.5 g 

 NaCl 87.66 g Glycine 7.2 g 

 ddH2O total 1 L (pH 7.5) SDS 0.5 g 

   ddH2O total 500 mL 

 

【Total RNA抽出法】 

細胞にRNA isoplusを加えて細胞を破砕した。RNA isoplusの0.2倍量のクロロホ

ルムを加えてよく懸濁し、12,000×g、15分間、4℃で遠心分離した。上層の水槽
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を回収し、等量のイソプロピルアルコールを加えて攪拌し、20分間室温で放置し、

12,000×g、15分間、4℃で遠心分離した。上層を破棄した後、75%エタノールで

洗浄した。遠心して上清を破棄した後、沈殿したtotal RNAを30分間室温で放置し、

DEPC水に溶解してRNA濃度を測定した。 

 [DEPC水] 

 ddH2O 1 L 

 DEPC 1 mL 

 よく攪拌した後、12時間以上室温で放置し、その後オートクレーブをかけた。 

 

【cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR】 

250 ngのRNAをRivaTra Ace (TOYOBO)を用いて逆転写し、cDNA溶液を得た。

Quantitative real-time PCR (RT-PCR)はThunderbird SYBR qPCR MiX (TOYOBO)を使

用し、TP800 Thermal cycler Dice○R Real-time System (TOYOBO)で、95℃×30秒×1

サイクル、(95℃×5秒＋60℃×30秒)×50サイクルの条件でPCRを行った。⊿⊿Ct 

法で内標準物質に-actinを使用して補正し、相対的な遺伝子発現量を算出した。

使用したプライマーはTable 2に示した。 

Table 2 List of primers 

Gene Forward primer Reverse primer 

-actin  CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA 

Adiponectin ACAAGGCCGTTCTCTTCACC CCAGATGGAGGAGCACAGAG 

PPARγ GATGGAAGACCACTCGCAT AACCATTGGGTCAGCTCTT 

MCP-1 TGGATCGGAACCAAATGAGA AGTGCTTGAGGTGGTTGTGG 

TNFα CCAGACCCTCACACTCAGATC CACTTGGTGGTTTGCTACGAC 

CHOP ACTACTCTTGACCCTGCGT CTCTGACTGGAATCTGGAG 

C/EBPα AGCAACGAGTACCGGGTACG TGTTTGG CTTTATCTCGGCTC 

1-adrenoceptor GTCATGGGATTGCTGGTGGT GCAAACTCTGGTAGCGAAAGG 

2-adrenoceptor TTGCTAGAGTAGCCGTTCCCAT CAGGATTGCCTTTCAAGAGCTT 

3-adrenoceptor GACTACAGACCATAACCAACGTG CCTGGTGGCATTACGAGGA 

Cidea CTCGGCTGTCTCAATGTCAA GGAACTGTCCCGTCATCTGT 

Pgc-1 CGCACAACTCAGCAAGTCCTC CTTGCTGGCCTCCAAAGTCTC 

Prdm16 CACCCTCAACACCTCCACTT TGAGGCCAGTTCTGAGAGGT 

Ucp1 TCAGGGCTGAGTCCTTTTGT CTGAAACTCCGGCTGAGAAG 
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【ルシフェラーゼレポーターアッセイ】 

HEK293細胞を24 wellプレートに1.5 ×105 cells/wellでプレーティングした。 

プラスミド混合液は1 well当たり以下のようになるよう調整した。それぞれのプラ

スミドは横井ら[90]、中島ら[91]と同じものを使用した。 

 pCMX-mPPARγ expression vector 100 ng 

 pPPRE×3-tk-Luc reporter plasmid 300 ng 

 pCMX-β-gal expression vector 10 ng 

 pUC18 190 ng 

 total 600 ng 

以下のA液とB液を調整した。 

 [A液]  [B液] 

 プラスミド混合液 (600 nm) 6 L 2×BBS 15 L/well 

 2.5 M CaCl2 1.5 L 

 ddH2O 7.5 L 

 total 15 L/well 

   [2×BBS] 

   BES 2.132 g 

   NaCl 3.272 g 

   Na2HPO4 0.107 g 

   ddH2O total 100 mL (pH 6.95) 

 B液にA液を少しずつ滴下してバブリングを行い、攪拌し、30 min室温で静置し

た。プレートの各wellを無血清のMEM培地に置き換え、30分静置した(A+B)液を

30 Lずつ添加してトランスフェクションを行った。8時間後に新しい培地で洗浄

して、10%FBSの入ったサンプル入りのMEM培地に置き換え、さらに48時間培養

した。 

 [-galactosidase assay] 

 96 well plateにlysate 10 Lを分注し、以下の基質溶液90 Lを加え、吸光度を測

定した。 

 100×Mg solusion 1 L [100×Mg solusion]  

 1×ONPG 22 L 1 M MgCl2 20 L 

 リン酸Na buffer 67 L 2- mercaptoethanol 65 L 

 total 90 L ddH2O 117 L 
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 [1×ONPG] 

 4 ng/mL o-nitrophenyl--D-galactopyranoideとなるようリン酸Na bufferに溶解。 

 [リン酸Na buffer] 

 0.2 M Na2HPO4 : 0.2 M NaH2PO4 = 41 mL : 9 mL 

 

[Luciferase活性の測定] 

96 well のホワイトプレートにlysate20 Lを分注した。測定前にluciferase基質溶

液を50 Lずつ添加し、直ちに発行を測定した。 

 なお、アゴニスト活性は、以下の式で計算した。 

 活性値＝luciferase活性(A570-A620)／-galactosidase活性(A405) 

 [luciferase基質液] 

 20 mM Tricine   126.16 mg 

 1.07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2・5H2O  18.29 mg 

 2.67 mM MgSO4   11.31 mg 

 0.10 mM EDTA   1.31 mg 

 0.53 mM ATP   10.28 mg 

 33.3 mM dithiothreitol   180.81 mg 

 0.27 mM coenzyme A   7.29 mg 

 0.47 mM luciferin   5.00 mg 

 ddH2O   total 35.20 mL 

 

【活性酸素種の測定】 

ROSの産生はnitroblue tetrazolium (NBT) assayで測定した。分化した3T3-L1脂肪

細胞を10 μM panaxynolまたは5 μM rosiglitazoneの存在下/非存在下で300 μM 

palmitic acidを添加して 24時間培養し、その後0.2% NBTを含むPBSで90分間培養

した。また、分化した3T3-L1脂肪細胞を10 μM panaxynolまたは5 μM rosiglitazone 

の存在下/非存在下で、0.2% NBTと20 nM PMAを含むPBSで2時間培養した。NBT

はROSによりformazan-NBTとなり、このformazanを50% acetic acidに溶解して560 

nmの吸光度を測定した。 

 

【統計処理】 

値は平均値±SDで表した。 有意差の検定はStudent’s t-test、または

Bonferroni-type multiple t-testを行った。 p値が0.05未満を有意とした。 
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