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研究成果の概要（和文）：牛の飼料として利用可能な食品製造副産物の脂溶性成分について

PPARγリガンドアッセイを行うことで、天然物から PPARγ活性化因子を探索した。その結果、
マメ科牧草、および発酵食品製造副産物中に PPARγ活性化能を見出した。更なる溶媒分画や
カラムクロマトグラフィーでの分画の結果、ノダフジの種子中のイソフラボン配糖体やイソ
フラバンがアゴニスト活性を有することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Through screening for natural PPARγ activator in feed using 
the PPARγ luciferase reporter assay, the ethanol extracts of sake lees, soy sauce lees, 
vinegar lees, beer lees, soy sauce oil, legume grasses and Wisteria floribunda seeds 
activated PPARγ. Moreover, according to the results of the sequential fractionation 
assay, we confirmed that PPARγ-activate factors in Wisteria floribunda seeds were 
wistin and isomucronulatol. 
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１．研究開始当初の背景 

 

大規模な畜産に不向きな風土の我が国にお

いて、大規模畜産により低価格が実現できる

輸入牛肉と市場で共存・競争していくために

は、海外では生産が困難である脂肪交雑度の

高い牛肉を効率よく生産することが不可欠と

なる。そのためには脂肪交雑が形成されるメ

カニズムを解明することが非常に重要となる。

脂肪交雑すなわち霜降りの実体は、筋肉内に

形成される脂肪細胞である。脂肪交雑の程度

は筋肉内の脂肪細胞数と非常に高い相関があ

ることから、脂肪交雑の優れた個体では肥育

時に脂肪前駆細胞の増殖および脂肪細胞の分

化が筋肉内で活発に行われていたと言える。 

脂肪細胞分化はリガンド依存性の核内受容

体であるペルオキシゾーム増殖剤応答性受容

体（PPARγ）がマスターレギュレーターと

して働いていることは周知の事実である。こ

の核内受容体とは一般にビタミンA,Dや性ホ

ルモンといった脂溶性分子をリガンドとする
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遺伝子の発現調節を行う転写因子である。こ

れまでの研究で食品由来の脂溶性ビタミン類

が脂肪細胞分化を抑制することを示し、それ

らの作用が核内受容体であるレチノイン酸受

容体(RAR)、ビタミンD受容体(VDR)などを介

することが明らかにされた。また、申請者の

グループはビタミンＡがウシ脂肪細胞分化を

抑制することを明らかにし、民間技術として

広く普及しているビタミンＡ欠乏飼料給与に

よる脂肪交雑向上を科学的に裏付けた。それ

らの研究を経て、米国のグループにより脂肪

形成にはPPARγが重要であることが明らか

となった。 

 

 

２．研究の目的 

 

そこで本研究では、食品製造副産物や各種

草類を収集し脂質成分の抽出後、PPARγの

レポーターアッセイの系を用いて網羅的にリ

ガンドスクリーニングを行う。草種として、

牧草類、野草類、ハーブ（残渣）、また食品製

造副産物としてビール粕、豆腐粕、ジュース

粕、発酵食品残渣、油かす、ぬか類等に対し

スクリーニングを行う。活性のあったものに

ついては、さらに溶媒分画やカラムクロマト

グラフィーでの分画を繰り返すことにより活

性成分を単離し、その活性成分の化学構造を

MSやNMR等により同定する。 

さらに最近泌乳牛や産卵鶏などで問題とな

っている脂肪肝の予防や治療にも関わると考

えられるPPARγと同じファミリー分子の一つ

であるPPARαのリガンドアッセイについても

系の立ち上げを行う。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) PPARγのリガンドアッセイ 

 

PPARγのリガンド結合ドメインとGAL4

のDNA結合ドメインからなるキメラタンパ

ク質を合成するプラスミドを作成する。ウミ

ホタルおよびウミシイタケ由来のルシフェラ

ーゼ発現プラスミドと共にアフリカミドリザ

ル腎臓由来培養細胞CV-1にトランスフェク

トするDual-Luciferase Reporter Assay Sys

temを用い、飼料用食品製造副産物や各種草種

より抽出した脂溶性成分に対しリガンドアッ

セイを行う。なおスクリーニングは、草種と

しては、牧草類、野草類、ハーブ（残渣）、ま

た食品製造副産物としてはビール粕、豆腐粕、

ジュース粕、発酵食品残渣、油かす、ぬか類

等を網羅的に検索する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)PPARγリガンドの脂肪細胞に及ぼす影響 

 

上記のリガンドアッセイでリガンドと認め

られた脂溶性成分をウシ脂肪前駆細胞あるい

は脂肪細胞の培地に添加して、それぞれ分化

や機能維持に対する影響について検討する。 

 

(3)PPARγリガンドの同定 

 

リガンドスクリーニングでの活性を指標と

して、溶媒分画やカラムクロマトグラフィー

での分画を繰り返すことにより活性成分を単

離し、その活性成分の化学構造をMSやNMR

等により同定する。 

 

(4)PPARαのリガンドアッセイ 

 

PPARαのリガンドアッセイについてもPPA

Rγと同様に行う。PPARαのリガンド結合ド

メインとGAL4のDNA結合ドメインからなるキ

メラタンパク質を合成するプラスミドを作成

した。そのプラスミドをウミホタル由来ルシ

フェラーゼおよびβガラクトシダ―ゼ発現プ

ラスミドと共に培養細胞COS-7にトランスフ

ェクトするLuciferase Reporter Assay Syst

emに用いる。 

 

 

４．研究成果 

 

(1)PPARγのリガンドアッセイ 

 

本試験では、飼料として利用可能な様々な

草類や食品製造副産物に含まれるPPARγ活

性化因子の探索を行った。PPARγのリガン

ド結合ドメインとGAL4のDNA結合ドメイン

からなるキメラタンパク質を合成するプラス

ミドを作成した。ウミホタルおよびウミシイ

タケ由来のルシフェラーゼ発現プラスミドと

共にアフリカミドリザル腎臓由来培養細胞C

V-1にトランスフェクトするDual-Luciferase

 Reporter Assay Systemを用い、飼料用食品

製造副産物や各種草種より抽出したエタノー

ル抽出物を1mg/lから100mg/lで添加し、リガ



ンドアッセイを行った。 

すると、マメ科牧草抽出物は5 mg/lから、

酒粕、醤油粕、発泡酒粕およびビール粕抽出

物は10mg/lからPPARγの転写活性を用量依

存的に上昇させた。これに対し、イネ科牧草

抽出物の活性上昇作用は弱かった。また、大

豆粕、フスマ、コーングルテンミール、ホミ

ニーフィード、ヒマワリ粕、オキアミ、乳分

解ペプチド抽出物には活性上昇作用は認めら

れなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)PPARγリガンドの脂肪細胞に及ぼす影響 

 
さらに、転写活性化能を示したものについ

ては、3T3-L1脂肪前駆細胞を用い分化に及ぼ
す影響を検討した。3T3-L1脂肪前駆細胞をコ
ンフルエント後(day0)、2日間分化誘導処理を
行い(day2)、その後8日間培養を行った。
day0-10にPPARγ転写活性化能を有する抽出
物を様々な濃度で培地に添加すると、分化の
指標であるグリセロール-3-リン酸デヒドロ
ゲナーゼ（GPDH）比活性とトリグリグリセリ
ド量が用量依存的に上昇した。以上の結果か
ら、これら副産物の抽出物にはPPARγの転写
活性を促進するリガンドが含まれている事が
示唆され、脂肪細胞分化を促進する事がわか
った。 

 

(3)PPARγリガンドの同定 

 
特に活性の高かった発酵食品製造副産物

のうち、醤油粕について酢酸エチル可溶性画
分に分配し活性試験を行ったところ、添加濃
度依存的に活性の上昇が見られた。これにつ
いては、スクリーニングでの活性を指標とし
て、更なる分画を繰り返すことにより活性成
分を単離しその活性成分の同定を目指す。 
また、各種草種より抽出した脂溶性成分に

対してもリガンドアッセイを行った。その結
果、マメ科フジ属のノダフジ (Wisteria 
floribunda)種子の MeOH抽出物が PPARγのア
ゴニスト活性を示すことがわかった。この 

MeOH 抽出物 を、ヘキサン、酢酸エチル各可
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。この画分についてシリカゲルおよび ODS
カラムクロマトにより分画精製を行った。そ
の結果、イソフラボン配糖体 Ononin (1), 
Wistin (2) やイソフラバン Sativan (3), 
Isomucronulatol (4), Vestitol (5) が得ら
れ た 。 こ の う ち 、 Wistin (2) と
Isomucronulatol (4) は、それぞれ最小有効
濃度 2 mg/l および 6 mg/l で PPARγ アゴニ
スト活性を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4)PPARαのリガンドアッセイ 

 
さらに、最近泌乳牛や産卵鶏などで問題とな
っている脂肪肝の予防や治療にも関わると考
えられるPPARαのリガンドアッセイについて
も行う。PPARαは主に肝臓で発現し、脂質代
謝関連遺伝子の発現調節を行う転写因子であ
る。これまでもその天然のリガンドが様々な
植物成分中から発見されている。PPARαのリ
ガンド結合ドメインとGAL4のDNA結合ドメイ
ンからなるキメラタンパク質を合成するプラ
スミドを作成した。ウミホタル由来ルシフェ
ラーゼおよびβガラクトシダ―ゼ発現プラス
ミドと共に培養細胞COS-7にトランスフェク
トするLuciferase Reporter Assay Systemを
用い、PPARαの既知リガンドであるWY14643
を様々な濃度で添加したところ、添加濃度が
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10μM以上において添加濃度依存的に有意な
活性の上昇が見られ、PPARαのスクリーニン
グの系の立ち上げに成功した。この系を用い
て、PPARγのスクリーニングの系で活性の見
られた醤油粕および醤油油について活性試験
を行ったところ、醤油粕、醤油油ともに有意
な活性上昇が見られた。 
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