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研究成果の概要（和文）：マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 とマクロファージ様細胞 RAW264.7 細

胞を用いて数種の生薬について研究を行った。生薬としては桑根皮、沙棘（Hippophae 
rhamnoides L.）、決明子、合歓花などを用いて活性評価を加え活性成分を探索した。単離した

成分について脂肪蓄積抑制活性試験とマクロファージ活性化抑制活性試験を行い、多くの化合

物に活性が認められた。一方、白桃花及び単離成分には、3T3-L1 細胞の分化亢進が認められ

ると共に、アディポネクチンの産生が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）：Research was carried out for some herbal medicines using 

macrophage-like cell RAW264.7 and mouse 3T3-L1 preadipocyte. We found that many 

components isolated from Mulberry root bark, leaf of sea buckthorn, cassia seed, and 

flower of Albizia julibrissin by the bio-assay guided separation. These compounds 

inhibited adipogenesis in 3T3-L1 preadipocytes and NO production over the course of 

macrophage activation. On the other hand, the component isolated from peach flower showed 

the differentiation promotion of adipocyte and the update serection of adiponectin. 
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１．研究開始当初の背景 
 メタボリックシンドロームは、肥満に糖尿
病、高脂血症、高血圧が複合して発症するも

ので、動脈硬化症に進み心血管疾患などを引
き起す危険率が飛躍的に高くなることが知
られ、心筋梗塞、脳梗塞を合わせると我が国



では死因の第 1位になっている。この危険因
子を取り除くことは、高齢者の健康維持や医
療費の削減につながり、メタボリックシンド
ロームの予防や改善に有効な薬材や食品の
開発が望まれている。 
 脂肪組織には、成熟脂肪細胞以外に、前駆
脂肪細胞、血管構成細胞、マクロファージな
どの非成熟脂肪細胞が含まれている。脂肪細
胞はレプチン、TNF- α、アディポネクチン、
レジスチンなどを分泌し、生体の恒常性を維
持するために種々の生理作用を有している。
肥満を細胞レベルでみると成熟脂肪細胞の
肥大化と脂肪細胞数の増加から生じる。また、
過剰な内臓脂肪蓄積では、脂肪細胞から分泌
タンパク質（TNF- α, レジスチン）を分泌し
ていることが、ヒト脂肪組織細胞発現遺伝子
解析により明らかにされている。メタボリッ
クシンドロームでは、全身の軽度の慢性炎症
反応の存在が注目されており、肥大化した脂
肪細胞が炎症性変化をきたしていることが
明らかになってきた。脂肪組織では、MCP-1
などが増加し、マクロファージの浸潤を誘導
することが認められ、脂肪組織に浸潤したマ
クロファージはアディポサイトカインの調
節の波錠に関わっていると考えられている。
一方、脂肪細胞の肥大化に伴って酸化ストレ
スなどが炎症を促進するとの報告もある。更
に脂肪細胞に浸潤したマクロファージは、肥
大化して壊死した脂肪細胞を貪食して活性
化し、TNF-・などの炎症性サイトカインを分
泌して脂肪組織の炎症を促進し、メタボリッ
クシンドロームの発症や進展に関与してい
ると考えられている。 
 一般にマクロファージは、異物や老廃化し
た自己構成成分などを取込消化する生体内
での掃除屋としての役割や、抗原提示細胞と
しての機能など、初期の防衛から特異的免疫
成立までのさまざまな局面で働いている。ま
た、種々の刺激により活性化し、分泌される
エフェクター分子には、活性酸素や一酸化窒
素（NO）、プロスタグランジ、TNF-α,IL-1, -6, 
-10, -12 などが知られている。TNF- αや IL-6
は生体が外的侵襲を受けた際に、非特異的生
体防御反応から特異的生体防御反応まで全
般に渡って関与しているが、マクロファージ
の異常活性化は、慢性関節リューマチ、イン
スリン依存性糖尿病などの形成に関与して
いることが明らかにされている。この TNF- α
や IL-6 は肥大化した脂肪細胞からも分泌さ
れることが見出されている。メタボリックシ
ンドロームの発症には、脂肪組織において脂
肪細胞の肥大化と共に、脂肪組織に浸潤した
マクロファージが脂肪細胞と相互作用して
生じることが知られてきている。 
 
２．目的 
 マクロファージ活性化を抑制する生薬を

対象にして、脂肪細胞の分化を調節する薬物
について活性成分の分離と構造決定更に分
泌されるエフェクター分子の解析を行い、作
用特性について検討すると共に、生薬や含有
成分のメタボリックシンドロームに対する
有効性について検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 1）スクリーニングに用いる生薬 
 肥満、糖尿病、高脂血症、高血圧に経験的
に使用される生薬或いは薬理活性が知られ
ている生薬を主体に検討する。検討を行った
生薬は、以下のものである。 
決明子、九股藤、合歓花、グァバ、桑白皮、
白桃花、マリアアザミなどについて検討した。 
 
2）脂肪細胞の分化誘導及び脂肪蓄積に及

ぼす効果 
 脂肪細胞への分化誘導---マウス脂肪前駆
細胞 3T3-L1 を用いた。3T3-L1 を CS を含む
DMEM 培地でコンフルエントに達するまで培
養後、3-イソブチル-1-メチルキサンチン
（IBMX）とデキサメタゾン（DEX）を含有す
る培地で 48 時間培養した。その後、もう一
度IBMX及びDEXで刺激し48時間培養した後、
インスリンを含有する培地で 4日間培養する。
その後、基本培地で 5日間培養し、分化誘導
を行う。 
 
 3）脂肪細胞への分化誘導抑制試験---上記
の分化誘導で試験薬物は IBMX 及び DEX 添加
時に添加する。DNA 量、グリセロール 3-リン
酸脱水素酵素活性（GPDH 活性）及び細胞内
に蓄積された中性脂肪（TG）量をそれぞれの
キットによりマイクロプレートリーダーを
用いて定量した。 
 
4）アディポネクチンの分泌量試験---アデ

ィポネクチンは、マウス/ラットアディポネ
クチン ELISAキット (大塚製薬) を用いて測
定した。 
 
5）糖の取り込み活性試験---3T3-L1 前駆脂
肪細胞を脂肪細胞まで分化誘導した後、2 時
間無血清培養を行ない、KRH buffer で細胞表
面を洗浄し後、200 nM insulin を含む KRH 
buffer で刺激後、サンプルを加えてインキュ
ベートした (15 min, 37℃)。その後、 [3H] 標
識された 2-deoxy-D-glucose (0.25μCi/mL) 
を加え 10 分間インキュベーションし、細胞
表面を ice-cold KRH buffer で洗浄した。
0.1% SDS で細胞を可溶化後、[3H] 活性を液
体シンチエーションカウンターで測定した。 
 
6）NO 産生抑試験--- RAW264.7 細胞は、 
5 %CO2 下 37℃、10 %FBS 含有 Ham’s F12

培地で培養した。NO 産生抑制試験には対数増



殖期の細胞を 1.2×106 cells/mL に調製し使
用した。細胞を 2時間培養し、種々の濃度の
抽出エキス、又は試験化合物を添加した。同
時に IFN-γ( 10U/mL )及び LPS (100 ng/mL)
を添加し、16 時間培養後,上清を採取し、NO
の酸化体であるNO2

－をGriess法で測定した。
RAW264.7 細胞の培養上清を平底 96 穴マイク
ロプレートに 1 %スルファニルアミド 5 %リ
ン酸溶液、0.1 %N-1-ナフチルエチレンジア
ミン二塩酸塩溶液を添加し、10 分間放置後、
655 nm の吸収を対照に、570 nm の吸光度を
測定した。細胞毒性の確認は MTT 法、鏡検に
より確認した。 

 
7）脂肪細胞とマクロファージ共培養試験

---3T3-L1前駆脂肪細胞は常法に従い21日間
培養し、その後、肥大化した脂肪細胞の上に
RAW264.7 細胞を播種し、同時に試験検体を添
加し、24 時間共培養後、上清中の MCP-1, 
TNF-α, IL-6 の量を ELISA 法で測定した。 
8) iNOS な ど mRNA 発 現 抑 制 試 験 --- 
RAW264.7 細胞を試験薬物, IFN- α ( 10U/mL )
及び LPS (100 ng/mL)共存下、8 時間培養し
た。RNeasy キット（QIAGEN）を用い、Total 
RNA を抽出した。RNA 量を 260 nm で定量し、
RNA をオリゴ（dT）12-18プライマーを用いて, 
逆転写させた cDNA を作製した。この cDNA を
鋳型として PCR 反応を行った。 
 
４．研究成果 
1）桑根皮の成分と生物活性 
魯桑（ロソウ Morus alba var. multicaulis 
Perro.）はクワ科植物であり、中国原産の低
木で東アジアに広く栽培されている。生薬桑
白皮は桑(M. alba L.)の根皮で、《本草綱目》
に「消渇多尿（糖尿病に相当）で（桑白皮を)
水で濃汁に煮て適時飲む」と記載されている。
桑白皮は「日本薬局方」及び「中国薬典」に
収載され、鎮咳去痰、消炎薬として五虎湯、
清肺湯、杏蘇散などに配合されている。千葉
県東金市で採取した魯桑の桑根皮（桑白皮と
異なりコルクを除去していない）を 80%メタ
ノールで抽出し、各種カラムクロマトグラフ
ィーによる分離・精製を行い、1 種の新規ベ
ン ゾ フ ラ ン 誘 導 体 3’,5’-dihydroxy- 
6-methoxy-7-prenyl-2-arylbenzofuran を含
む 10 種のベンゾフラン誘導体、6種のフラボ
ノイド，3 種のトリテルペン、1 種のステロ
イド、2 種のスチルベン誘導体、3 種のクマ
リン誘導体及びアデノシンなど 26 種の化合
物を単離・構造決定した。 

TG 蓄 積 抑 制 活 性 は 、 2',4',5,7- 
tetrahydroxyflavone にプレニル鎖が 3 位と
8 位或いは 3’位に結合する kuwanon A，
kuwanon C， kuwanon T， morusin とトリテ
ルペンの betulinic acid, uvaol に 20μM で
40％程度の活性が認められ、またこれらの化

合物は、 glycerol 3-phosphate dehydro- 
genase (GPDH)の阻害活性が認めたことから、
前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化を抑制
していることを明らかにした。また，NO産生
抑制活性は、すべてのベンゾフラン類とフラ
ボノイドに強い活性を認め、これらの化合物
はマクロファージの活性化を抑制すること
を見出した。 
 
2）沙棘葉の成分と生物活性 
沙棘（Hippophae rhamnoides L.）はグミ

科の低木であり、中国、ロシア、ヨーロッパ
などの広範囲に分布し、果実は古くから喘息、
瘀血、消化不良、炎症などに利用され「中国
薬典」に収載され、近年、動脈硬化、狭心症、
潰瘍などにも応用されている。沙棘の葉は、
抗炎症、抗酸化、α -グルコシダーゼ阻害、
抗肥満作用などが報告され、フラボノイド、
タンニンなどの報告がある。沙棘葉を 80%メ
タノールで抽出し、各種カラムクロマトによ
る分離・精製を行い、3 種の新規フラボノー
ル誘導体を含む 50 種の化合物を単離・構造
決定した。新規フラボノイドは、kaempferol
或いは isorhamnetin の 3位にグルコース、7
位にラムノースが結合し、更にラムノース部
位にモノテルペン酸の（6R）- linlool-1-oic 
acid がエステル結合する珍しい構造であっ
た。 
TG 蓄積抑制活性は、トリテルペン ursolic 

acid，pomolic acid， 2α-hydroxy ursolic 
acid に 10μMで 30%程度の活性が認められた。
フラボノイド kaempferol， quercetin，
isorhamnetin は、30 μM で 40%程度の活性が
認められた。また、多くの加水分解型タンニ
ンは 10 μM で 30-40%程度と強い抑制活性を
認めた。その活性は、galloyl 基の数の増加
により活性が増強する傾向を認めた。NO産生
抑制活性は、ursolic acid, pomolic acid, 
2α-hydroxyursolic acid, 23-hydroxy 
ursolic acid ， kaempherol, tiliroside, 
isorhamnetin, 加水分解型タンニンに強い
活性を認めた。主成分であるについてマクロ
ファージ活性化における iNOS, IL-6, IL-1・, 
COX-2及びTNF- αのmRNA発現への影響につい
て検討がなされ、これらのサイトカインの中
で IL-6 を濃度依存的に抑制するという特性
が認められた。更に 3T3-L1 と RAW264.7 細胞
の共培養系においてに、IL-6，MCP-1 の産生
量を抑制する傾向を見出し、インスリン抵抗
性を改善する可能性について言及した。 
 

3）決明子の成分と生物活性 
コエビスグサ（Cassia tora L.）はマメ科

の植物で、熱帯アジア原産、中国、東南アジ
アに分布する。決明子は「日本薬局方」及び
「中国薬典」に収載され、エビスグサ（C. 
obtusifolia L.）及びコエビスグサの乾燥し



た種子である。整腸、便通の効があり、便秘、
高脂血症、高血圧、緑内障などに応用される。
成分としては、アントラキノン、ナフトピロ
ン誘導体とその配糖体などが報告されてい
る。Cassia tora 基原のケツメイシより、2
種の新規アセトナフトン配糖体を含む 12 種
の化合物を単離・構造決定した。TG 蓄積抑制
活性は、torachrysone 8-O -[β-glucopyra- 
nosyl(1→3)-O-β-D-glucopyranosyl(1→6)
- O-β-D-glucopyranoside]，  torachrysone  
gentiobioside 及び chrysophanol に 30 μM
で約 40％の活性を認めた。一方 emodin に TG
蓄積促進活性を認め、同物質に PPARγ リガ
ンド結合活性があることが報告されている
結果と合致し、細胞レベルでその活性を確認
した。アントラキノン誘導体には、NO 産生抑
制活性が認められたが、それらの配糖体には
活性が認められなかった。 
 
4）合歓花の成分と生物活性 
ネムノキ (Albizia julibrissin DURAZZ.) 

はマメ科 (Leguminosae) の植物で、イラ
ン・インドから東南アジア中国を経て日本の
東北地方北部まで分布する。花は淡紅色の頭
状花序で開花期は 6～8 月で、開花初期の花
を陽乾させたものは生薬名合歓花、樹皮は合
歓皮という。合歓花は民間で不眠、抗鬱、鎮
痛、鎮静、利尿に煎じて服用する。合歓花の
90% EtOH 抽出エキスにおいて強い TG 蓄積抑
制活性 (77.4%, 30 μg/mL) を認めて活性成
分の探索を進め、4 種の新規アシルフラボノ
ール配糖体、新規モノテルペン誘導体、新規
ポリケチド誘導体を含む 35 種の化合物を単
離、構造決定を行なった。これらの単離化合
物について TG 蓄積抑制試験を行ない、30 μM
で 3″-(E)-feruloylquercitrin (92.5%) と
rhamnetin (76.5 %) と強い活性を認めた。
これらの結果と他のフラボノールとの活性
を比較すると、活性の発現増強には、
feruloyl基やmethoxy基の存在とその結合位
置が重要であることが見出された。また
3″-(E)-feruloylquercitrin には、強い NO
産生抑制活性が認められ、肥満者で問題とな
る脂肪細胞とマクロファージの相互作用に
起因する炎症性変化に対しても改善する可
能性を示した。rhamnetin は、3T3-L1 細胞に
よる糖の取り込み試験において抑制活性を
認めたが、一方蓄積した脂肪の分解について
はほとんど影響を与えない、また GPDH 活性
については低く抑え、PPARγ の発現を抑制し
たことから、脂肪細胞の分化が強く抑制され
ていると考察した。他の単離成分の糖の取り
込み試験では、フラボノール誘導体及びビフ
ラボンに強い抑制活性 (37.4～78.5%) を認
め、その作用機序の主なものとして、細胞内
へ glucoseの取り込みを抑制することにより
TG 合成が抑制されると推定した。脂肪の分解

を促進させる作用成分として、フラボノイド
の遊離フラボンとフラボノール及びアロキ
サジン誘導体に、またフラボノール 3-Ｏ-配
糖体及びモノテルペン誘導体に、TG 分解抑制
活性を認めた。このようにフラボノイドの遊
離型と配糖体では、脂肪細胞中の TG に対し
て作用が逆になるという興味ある知見が得
られた。NO 産生を指標にマクロファージの活
性化抑制を検討した結果、IC50: 4.9―19.7 
μM を認め、フラボノールやフラボン誘導体
にインスリン抵抗性の改善に寄与する可能
性が示された。生薬として評価するため、合
歓花 90%EtOH 抽出エキス (AJ ext.) につい
て糖の取り込み試験を行った結果、10 及び
30 μg/mL で糖の取り込みを抑制 (29.5～
63.0%)すると共に、TG の分解を促進する傾向
が認められた。AJ ext.の TG 蓄積抑制活性に
ついて検討したところ、前駆脂肪細胞から脂
肪細胞に分化する過程の 3日目以降に影響を
与える事が示された。この結果より、AJ ext. 
は C/EBPαや KLF15 などの分化中後期に関与
する因子に影響を与えている可能性が示唆
された。 また、分化した脂肪細胞に AJ ext.
（3 及び 10 μg/mL）を添加した場合、IL-10
量の増加が認められ、マクロファージからの
炎症性サイトカインの分泌抑制とマクロフ
ァージの活性化抑制に影響を与える可能性
が示された。 
 

5 ） 九 股 藤 の 成 分 と 生 物 活 性 九 股 藤
（Stephania hispidula Yamamoto）は和名を
ケハスノハカヅラといい、ツヅラフジ科の多
年生つる性植物である。台湾では民間薬とし
て消炎、鎮痛、解毒の効果を目的に用いられ
ている。九股藤の含有成分と TG 蓄積抑制活
性について検討した。80% MeOH エキスを各種
クロマトグラフィーで精製し、3 種の新規フ
ェルロイルチラミン配糖体を含む 9種の化合
物を単離，構造決定及び同定を行った。フェ
ルロイルチラミン配糖体 N-cis-feruloyl- 
tyramine-4'''-O-β-D-glucopyranoside ，
N-trans-feruloyl-tyramine-4'''-O-β-D- 
glucopyranoside 及びイソキノリン系アルカ
ロイド(+)-fuzitine に 30μM で TG 蓄積抑制
活性 (41.9―52.3%) が認められた。フェル
ロイルチラミン類に TG 蓄積抑制活性が認め
られた初めての例である。 
 
6）白桃花成分と生物活性 
モモ (Prunus persica L.) はバラ科の植

物で、中国北西部の黄河上流地帯を原産とす
る落葉高木である。種子を乾燥させたものを
生薬名で桃仁といい、開花期の花及び蕾を乾
燥させたものを白桃花という。白桃花は利尿、
緩下、血行改善作用が知られ、民間では水腫、
便秘に用いられる。化学成分としては
kaempferol，naringenin などのフラボノイド、



trifolin などのフラボノイド配糖体などが
報告されている。白桃花の 80% EtOH 抽出エ
キス (PP ext.) に前駆脂肪細胞の分化促進
及び PPARγ の発現増加を認め、GPDH 増強活
性を指標として活性成分の探索を行ない、
EtOAc 画分に活性を認め各種クロマトグラフ
ィーにより 2 種のフラバノノール誘導体
aromadendrin, 3',5, 5',7-tetrahydroxy- 
flavanone，2 種のフラバノン naringenin, 
3',5, 5', 7-tetrahydroxyflavanonol, フラ
ボノール配糖体isoquercitrin及びmandelic 
acidの計6種の化合物を単離及び構造定した。
このうち aromadendrin に 30 μM において
GPDH 増強活性を示すと共に、3T3-L1 細胞の
分化促進が認められると共にアディポネク
チン分泌を増加した。脂肪細胞分化促進活性
やアディポネクチンの産生増加が認められ
たことから、2 型糖尿病患者のインスリン抵
抗性を改善する可能性を示すものである。 
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