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論文内容の要

』
日

申請者氏名 蒲生佳奈恵

論文題目

天然資源に含まれるPPARsアゴニスト探索および生体内代謝物活性評価に関する研究

【背景・目的】

食生活の西洋化によって脂質異常症，肥満，糖尿病等の生活習』慣病が問題となっている。そこでぺ
ルオキシソーム増殖剤応答性受容体(ppARs)に着目した。PPARsは，糖や脂質の』恒常性維持や生体内の
エネルギー調節に重要な役割を果たしている。

第一部では，Reportergeneassay法を用いて様々な食品。植物抽出エキスからスクリーニングを行い
Ｇα,．c〃α腕α'ZgDs伽α果皮抽出エキスにPPAR6アゴニスト活性を見出した。さらにＧ"α'ZgDs伽α果皮抽
出エキスに含まれる活性本体の構造を明らかにした。また活性化合物の遺伝子レベルでの活性,PPARs
アゴニスト選択性及びキサントン骨格を有する化合物におけるPPARs構造活性相関の検討を行った｡
ここでアゴニスト活`性化合物を予防医学の観点から「食品資源」として利用しようとした場合，化

合物等は一般的に代謝を受けることが知られている。これまで食品代謝物のPPARsアゴニスト活性に
関する報告はない。

第二部では、食品成分の生理活性と代謝との関連性を明らかにする一環で，PPARYアゴニスト活`性
を有するヘスペリジンに着目した｡ヘスペリジンの主代謝産物hesperetin_3,-O-6-D-glucuronide(H3,-OG）
及びhesperetin-7-O-l3-D-glucuronide(H7-OG)のPPARYアゴニスト活性の遺伝子レベル、タンパク質レベ
ルでの検討を行った。また既存のPPARYアゴニストとヘスペリジン代謝物の結合部位の検討を行った。

【実験・結果】

Ｇｍａ"gosIana果皮に含まれるPPAＲａ及びＰＰＡＲ６アゴニスト活性本体の探索

本研究ではＧ腕α'2ｇｏ８脚α果皮抽出エキスに含まれるPPARsアゴニスト活性本体の探索を行った。
PPARs活性化能を有する天然資源を探索する方法として，

reportergeneassay法を用いた結果、Ｇ腕α"印加"α果皮抽出エキス

にPPARoc及びPPAR5アゴニスト活性を見いだした。Ｇ”α"gDs伽ａＲ

は，オトギリソウ科フクギ属に属し，果皮主成分としてα及びY-マ
Ｈ

】［

Ｃ つ
ンゴスチンが報告されている（Fig.1)。肋v伽において，抗酸化活

性等が報告されているものの，PPARsアゴニスト活`性に関する報

告はない。果皮抽出エキスについて単離・精製を行った結果、ｏｃ及

「￣~￣－－－－－．－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－"気

.……￣￣￣--’－，－、￣￣Figwel．‐およびY-mangostlnsの化学WI造

ぴY-マンゴスチンを単離した。そこでα及びY-マンゴスチンの

PPARoc及びPPAR6アゴニスト活`性を評価した。oc-マンゴスチンは，２.ＳＵＭでPPARocアゴニストであ

るＷＹｌ４６４３５０ＵＭの約１５％のアゴニスト活`性を示した。Ｙ-マンゴスチンは，２.ＳＵＭでWY14643の約

75％，PPAR8アゴニストであるＧＷ07420.1,Ｍの約４０％のアゴニスト活性を示した。ｏz及びY-マンゴス
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チンの構造の違いは７位がメトキシ基もしくはヒドロキシ基である。この構造の差がサブタイプ選択
的活性発現に重要であることが示唆された。

次に，遺伝子レベルにおいてoc-マンゴスチンによるPPARczアゴニスト活性に基づく脂質代謝関連遺
伝子発現調節活性を評価する目的で,RT-PCR法を用いて脂質代謝関連遺伝子発現に及ぼす影響を検討
した。α-マンゴスチンは，脂質代謝関連遺伝子(ACS,ＥＣＨ)の転写を活性化させることが示された。また
Y-マンゴスチンは，脂質代謝関連遺伝子(ACS及びCPT1A)及びエネルギー消費調節関連遺伝子(UCP-3）
の転写を活性化させることが示された。

従って，α-マンゴスチンはPPARaアゴニストであり，Ｙ-マンゴスチンはPPARoC/6デュアルアゴニスト
であることを明らかにした。

これらの結果からα及びY-マンゴスチンを含むＧ腕α卿８脚α果皮抽出エキスには，PPAR6およびα
アゴニスト活性により肥満および高脂血症予防もしくは治療活性が期待される。

ヘスペレチングルクロナイドのPPARYアゴニスト活性

α及びY_マンゴスチン等のポリフェノール類は生体内で代謝を受けることが知られているものの，代
謝物に関する生理活性は，ほとんど存在しない｡代謝産物の生物活性を明らかにすることも重要であ
ると考え，まず主代謝産物がすでに明らかとなっている柑橘類主成分であるヘスペリジンを用いて検
討を行った。

ヒトにおいてヘスペリジンは経口摂取後，腸内細菌によりルチノースが加水分解され，ヘスペレチ
ンとなり，さらに肝臓でグルクロン酸抱合を受けた後、８７％がヘスペレチングルクロン酸抱合体として
血中循環している（Fig.2,3)。これまでにヘスペリジン及びヘスペレチンのPPARYアゴニスト活性につ
いて報告は存在する。しかし，その主代謝産物であるヘスペレチングルクロナイドのPPARYアゴニス
ト活性の報告はない。それ故，ヘスペリジン代謝物のPPARYに対する作用を検討する必要があると考
えた。 一転辮一」

ＣＨ３
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Figu『ｅ２へスペレチン類の化学構造 Figure3、へスペリジンの代謝経路

フＧＡＨ ＯＧの合成及びPPAＩ

ヘスペレチングルクロナイドは，ヘスペレチン３W位水酸基がグルクロン酸抱合された代謝物
(H3LOG)，７位水酸基がグルクロン酸抱合された代謝物（H7-OG）である。これらを既報に従い合成し
た結果，Ｈ3,-ＯＧを３４％，H7-OGを５％で得た。

各ヘスペレチングルクロナイドのPPARY転写活`性を評価した結果，Ｈ3,-ＯＧ及びＨ７－ＯＧ２５０ｕＭに
おいて，ともにトログリタゾン１０ｕＭの６５％及び75％のアゴニスト活性を示すことが明らかとなった
(Fig.4)。
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次にＨ３，_ＯＧ及びH7-OGの３T3-Ll細胞に対する影響を検討する目

的で脂肪細胞への分化誘導を行った｡その結果,低濃度インスリン（2.8

xlO-3,』Ｍ）添加時，Ｈ3,-ＯＧ及びＨ７－ＯＧ１ＯＵＭの濃度において,いず
れの代謝物にも脂肪細胞への分化誘導促進活性が認められた｡従って,

H3,-ＯＧ及びH7-OGは，脂肪細胞への分化誘導促進活性を有すること

が示唆された（Fig.５)。またヘスペレチングルクロナイドにおける

PPARvアゴニスト活性濃度と前駆脂肪細胞分化誘導促進活性濃度が大
きく異なることから，PPARY以外に新たな標的因子が存在することを

示唆した。
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Figure4PPARYアゴニスト活性
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Figure5,脂肪細胞への分化誘導の影響

またppARY関連遺伝子の発現に及ぼす影響を検討する目的でRTLPCR法で検討を行った。その結果，
H3,-ＯＧ(Ｚ５ｕＭ）及びH7-OG(Ｚ５ｕＭ）処理により，アデイポネクチ Adiponectin■的鰯■uけ■煎嚇簿■嘩靭餌心

ン,Ｃ/EBpoc及びPPARYこれらのｍＲＮＡ発現をいずれも増加させた。

従って,ﾍｽﾍﾟﾚﾁﾝｸﾞﾙｸﾛﾅｲﾄﾞによる脂肪細胞分化誘導関連㈱唾;鰯;…－－－－
遺伝子の転写活性促進が示された（Fig.6)。ＰＭＲＹ…■膚一一一

さらにﾍｽﾍﾟﾚﾁﾝｸﾞルクロナイドによるppARY発現量に対する‘…gi繍島犀辮iiii4iiiiiiiliiijji鑿iiiiiiiiiiiii;iii田織ｌｒＪ
山甸由■癖､“､）

影響,こつし､て検討する目的で，ウエスタンプロット法で検討を行っ
InsuIin(UM）；２．８瓦10.ｺ１．７２．８xlOs2･酢１０.］

た。HeSpeﾂﾞ函、；Ｈ3,-OGH7-OG
もlUcUronide’￣￣障幽ｸﾘ鋼岬、

その結果，低濃度インスリン時,Ｈ3,-ＯＧ(ｌ００ｕＭ）及びH7-OG(100－一一－一

ＶＭ）の濃度において，ppARY発現量の増加が認められた。この結果FigUre6PPARY標的遺伝子の影響
は,ヘスペレチングルクロナイドがPPARYアゴニスト活性に基づき,

PPARY発現量が増加したことを示した。

H3'-0Ｇ及びH7-OGのPPARyに対する結合部位の解iＭ

ヘスペレチングルクロナイドのPPARY転写活`性化機構を明らかにする目的で検討した結果，ともに

最大活性を示す濃度であるトログリタゾン（ｌ０ｕＭ）とH7-OG(250ｕＭ）を共存させた場合，転写活性
化作用の相乗的活'性増強が認められた。この結果は，ヘスペレチングルクロナイドはグリタゾン類と
は異なる転写活性化機構を有することを示唆した。

次にPPARYアゴニストであるチアゾリジンジオン類との結合活`性を比較検討する目的で，TR-FRET
法を用いてＨ3,-ＯＧ及びH7-OGのPPARY結合能を検討した。その結果，ピオグリタゾンは，競合に基
づく蛍光の減弱が確認されるのに対し，Ｈ3,-ＯＧ及びH7-OGには競合作用が認められず，蛍光は一定
であった。この結果は、ヘスペレチングルクロナイドの結合部位は既存のチアゾリジンジオン類の結
合部位とは異なる部位に結合している可能性を示した（Fig.7)。

さらに分子レベルでの解析を行う為，点９種の点変異PPARYについてPPARYアゴニストの転写活性
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を評価した結果、４６６番目のヒスチジンはコフアクター結合に関す

る部位であり，ヘスペレチングルクロナイＦには影響を及ぼした。

ヘスペレチングルクロナイドには，重要部位であり結合活性に関連

するアミノ酸であることが推察された。

従って，ヘスペレチングルクロナイドは，既存のグリタゾン類と

は異なる機構で活性化する可能性が示唆された。
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Figure7・PPARYl二対する競合作用

【結論】

天然資源に含まれるPPARsアゴニスト探索及び生体内代謝産物活`性評価に関する研究を行った｡そ
の結果，以下に示す知見を得た。

Ｇ碗α咽Cs伽α果皮抽出エキスにおけるPPARsアゴニスト探索

．α_マンゴスチン：ＰＰＡＲｑアゴニスト

.Ｙ_マンゴスチン：PPARocハデュアルアゴニスト

ヘスペリジン代謝物のPPARYに対する作用の解明

・ヘスペレチングルクロナイド：PPARYアゴニスト

ｏｃ_及びY-マンゴスチンは，既存のPPARoc及び6アゴニストとは化学構造が異なる。従って予防医学,
さらには脂質異常症治療薬及び抗肥満薬開発においても新たなリード化合物になり得る可能性を示
唆した。またヘスペリジンの生体内におけるPPARYアゴニスト活性本体としてのヘスペレチングルク
ロナイドを明らかにした。従って食品代謝物の活性評価の重要性を示した｡
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審査結果の要旨

本論文は､天然資源に含まれるPPARsアゴニスト探索および生体内代謝
産物活`性評価に関する研究成果をまとめたものである｡緒論及び全２部から
構成されており、第１部が「Gammmmangmtana果皮抽出エキスにおける
PPARsアゴニスト活性｣、第２部が「食品代謝物におけるPHkRYアゴニス

ト活性」である。

緒論では、食生活の西洋化によって脂質異常症，肥満,糖尿病等の生活習
｜償病が問題となっていることを説明し､ベルオキシソーム増殖剤応答性受容
体(ppARs)が解決の糸口になることを述べている。PPARsは，糖や脂質の恒
常性維持や生体内のエネルギー調節に重要な役害I'を果たしていることが述
べられており、その上で、本論である第１部及び第２部の概要を記述してい

る。

第１部では、RepoItergeneassay法を用いて様々な食品・植物抽出エキス
からスクリーニングを行いGZJ施加jZJ腕α"ｇＤＭＪ"α果皮抽出エキスにPPAR6ア
ゴニスト活性を見出すことに成功している。さらにＧ腕α"goMJ"α果皮抽出
エキスに含まれる活性本体の構造を各種機器スペクトルデータから、α及び

Y-マンゴスチンであるこることを明らかにしている。また活性化合物の遺伝
子レベルでの活性､PPARsアゴニスト選択`性及びキサントン骨格を有する化
合物におけるPPARs構造活`性相関についても検討している。さらにY~マンゴ
スチンはPPAＲａ/6デュアルアゴニストであることを明らかにしている｡キサ

ントン骨格を有する化合物において、PPARoc/6デュアルアゴニストに関する
報告はなく、今回が初めての例である。
第２部では、食品成分の生理活性と代謝との関連`性を明らかにする一環

で，PPARYアゴニスト活性を有するヘスペリジンに着目している。生体内か
ら精製が困難とされるヘスペリジンの主代謝産物hesperetin-3,-O-6-D
glucuronide(H3,-OG)及びhesperetin-7C-6-D-glucuronide(H7-OG)の有機化学
的合成を行い、PPARYアゴニスト活性の遺伝子レベル、タンパク質レベルで
の検討を行うことに成功している｡また既存のPPARYアゴニストとヘスペリ
ジン代謝物の結合部位の検討を行っている。このように、食品成分の生体内
代謝産物の核内受容体への影響を詳細に検討､報告した例はなく、今回が初
めての例である。

これらの点を全て整理した上で､順序立てて学位論文を執筆し､公聴会に
おいて発表を行い、質問に対する受け答えを適切に行うことができた。
また英語による学会発表や英文誌への論文発表を行った。よって､審査の

結果、論文提出者蒲生佳奈恵は博士（理学）の学位を受ける資格がある
ものと認める。
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