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第 1章	
 緒言 

 

	
 我が国における死因別死亡率のトップは悪性新生物 (死亡率 280: 人口 10 万

人対) であるが、次いで虚血性疾患 (心疾患 + 脳血管疾患: 約 260) が追随して

いる (Fig. 1)。虚血性疾患のリスクファクターとして動脈硬化症や脂質異常症、

糖尿病などが挙げられるが、肥満者ではこれらのリスクがさらに高まる。した

がって、肥満を予防・改善することにより、上記疾患のリスクを低減すること

ができる。肥満を改善するには、生活習慣の見直し、定期的な運動を行うなど、

非薬物的な方法が重要であるが、それらの効果が不十分な高度肥満症患者など

では、薬物的治療が行われている。 

 

 

	
 Fig. 1	
 主な死因別にみた死亡率の年次推移	
 (厚生労働省、2014年)	
 

	
 

!
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 国内で唯一認可されている抗肥満薬としてmazindol (一般名: サノレックス) 

がある。Mazindolは、神経終末におけるモノアミンの再吸収抑制を介した機序

1,2)、摂食調節中枢への直接作用 3) により食欲を抑制し、その結果、肥満を改善

するものと考えられている。しかし、心臓や腎臓、膵臓に障害のある人、高血

圧症、脳血管障害などの疾患を煩っている患者では禁忌とされており、投与で

きる患者が限られている。また、mazindol の薬理作用は覚醒剤である

amphetamineと類似しており、依存性を生ずる可能性が問題視されており、投

与可能な最長期間は 3 ヶ月と短い。したがって、より優れた新たな抗肥満薬の

開発が強く望まれている。 

	
 肥満の直接的な原因は、脂肪細胞数の増加や細胞内への過剰な脂肪蓄積であ

る 4)。そのため、脂肪細胞に関する様々な研究が活発に行われてきた。以前、抗 

肥満薬のターゲットとして、アドレナリン β3	
 受容体が注目された。発見当初か

らしばらくは、脂肪組織に多く分布することや、	
 脂肪細胞の熱産生に関与する

との報告から、アドレナリンβ3	
 受容体アゴニストは、肥満や糖尿病の新たな治

療薬になると期待された 5,6)。しかし、臨床試験が行われた結果、いずれも有効

性は認められなかった。	
 

	
 脂肪細胞内への脂肪蓄積は、脂肪前駆細胞が脂肪細胞へと分化することで始

まり、その後、脂肪を蓄積する。つまり、脂肪細胞への分化や、その後の脂肪

蓄積を抑制できれば、肥満を予防・改善できる可能性があると考えられている。

そこで、脂肪細胞の分化阻害、あるいは脂肪蓄積抑制をターゲットとした活性

化合物の探索が行われてきた。	
 

	
 脂肪前駆細胞の分化メカニズムに関する研究も活発に行われており、これま
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でに様々な知見が得られている。脂肪細胞分化の研究ではモデルとしてマウス

由来 3T3-L1細胞が頻用されている。Fig. 2には、ここで必要な分化メカニズム

を ま と め た 模 式 図 を 示 し た 。 3T3-L1 細 胞 を 分 化 誘 導 剤 の

3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)、dexamethasone (DEX)、insulinで脂肪

細胞へと分化させるとき、各誘導剤の影響は以下のように考えられている。

IBMXとDEXによりCCAAT-enhancer-binding protein (C/EBP) β とC/EBPδ 

の発現が促進される。また、insulin はグルコースの取り込みを促進する。

C/EBPβ と C/EBPδ の発現上昇により、分化のマスターレギュレーターである

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γ と C/EBPα の発現が上昇

し、細胞内に脂肪を蓄積する 7,8)。C/EBPβ と C/EBPδ のダブル欠損マウス由来

線維芽細胞を用いた脂肪細胞への分化誘導実験では、PPARγ と C/EBPα の発現

がまったく認められず、脂肪細胞へと分化しないことが報告されている 8)。これ

は、C/EBPβ と C/EBPδ が PPARγ や C/EBPα の上流にあることを示している。

PPARγ を欠損させたマウスから得られた細胞では、脂肪細胞への分化はまった

く見られなかったという報告の一方 9,10)、C/EBPα 欠損細胞でも脂肪細胞への分

化は認められないが、その細胞に PPARγ を強制発現させると脂肪蓄積が認めら

れたという報告がある 11,12)。これらの結果から、マスターレギュレーターの中

でも、PPARγ が分化の中心的役割を担っていると考えられており、C/EBPα は

その発現を維持する働きを担っていると考えられている 13)。 

	
 脂肪細胞の分化には PPARγ の発現が最も重要であることが示されて以降、分

化を制御する因子として C/EBP family 以外にも Tob2、Krüppel-like factor 

(KLF) family、GATA-binding protein (GATA) familyなどが報告された。Tob2 
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Fig. 2	
 3T3-L1細胞の分化メカニズム模式図 

 

は当初、細胞周期の調節に関わる因子である Tob/BTG familyのメンバーとして

発見された 14)。その後、肥満マウスの白色脂肪細胞でそのmRNA、タンパクの

発現が減少していることが見いだされ、Tob2ノックアウトマウスでは白色脂肪

細胞量が増加することが明らかになっている。また、3T3-L1細胞に Tob2を過

剰発現させて分化誘導を行うと、C/EBPα の作用を阻害することにより PPARγ 

の活性を減少させることから、分化のネガティブレギュレーターとして作用す

ることが報告されている 15)。KLF family は、ジンクフィンガー型転写因子で

あり、現在までのところ 17種類が発見されている。このファミリーは、様々な

細胞の発生・分化や幹細胞機能の制御において重要な役割を担っていることだ

 7 

Fig. 2

3T3-L1 IBMX DEX Insulin

C/EBP! C/EBP" IBMX DEX

Insulin

C/EBP! C/EBP" 

PPAR# C/EBP$ 16,17) C/EBP!  

 

Fig. 2 3T3-L1  
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けでなく、様々な疾患においても重要な機能を有していることが報告されてい

る。脂肪細胞でもその機能解析が行われており、7種類が脂肪細胞分化に関わっ

ていると報告されている。KLF2、KLF3、KLF7 は 3T3-L1 細胞において、分

化誘導前の細胞に高発現していること、分化誘導後にはその発現は減少するこ

とが明らかになっている。また、KLF2、KLF3、KLF7 をそれぞれ 3T3-L1 細

胞に過剰発現させた場合、脂肪細胞への分化は阻害されることから、これらは

分化のネガティブレギュレーターとして作用していると考えられている。その

作用機序としては、KLF2、KLF3 がそれぞれ PPARγ、C/EBPα のプロモータ

ーに結合し、その活性を阻害することが知られている 16,17)。KLF7 は、過剰発

現させると PPARγ、C/EBPα の発現が減少することは明らかになっているが、

詳しい作用機序は不明である 18)。一方、KLF4、KLF5、KLF6、KLF15は 3T3-L1

細胞において、分化誘導後にその発現が上昇することが明らかになっており、

これらのノックダウン細胞では、脂肪細胞への分化が阻害されることから、分

化のポジティブレギュレーターとして作用していると考えられている。KLF4

は IBMX によっても誘導され、C/EBPβ の発現を促進させると報告されている

19)。KLF5、KLF15は C/EBPβ、C/EBPδ の下流で PPARγ、C/EBPα の発現を

上昇させることにより分化を促進し、KLF6 は脂肪前駆細胞に発現している分

化抑制性因子の pref-1 を抑制することにより分化を促進することが報告されて

いる 20-22)。GATA family は、様々な細胞の分化、成長、生存を制御しており、

ヒトやマウスでは 6種類が確認されている。このうち、GATA-2、GATA-3がマ

ウスの脂肪前駆細胞に高発現していることが見いだされ、その機能解析が行わ

れている。3T3-L1細胞では GATA-2、GATA-3は前駆細胞状態で高発現してお
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り、分化誘導後 2 日目までにその発現は減少する。GATA-2 あるいは GATA-3

を 3T3-F442A 細胞 (3T3-L1 細胞のサブクローナルライン) に強制発現させて

分化誘導を行うと、分化が阻害されるため、GATA-2と GATA-3は分化のネガ

ティブレギュレーターとして働いていることが明らかになっている 23)。この作

用は、PPARγ プロモーターの GATA結合サイトに GATA-2や GATA-3が結合

することにより、その転写活性が抑制されることによるものと報告されている

23)。さらに、GATA-3をノックアウトした ES細胞の分化能が野生株よりも亢進

したことから、GATA-3 は脂肪前駆細胞で分化のゲートキーパーとして作用し

ていることが明らかになっており、GATA-2 も同様の作用を有していると考え

られている 23)。これらレギュレーター単独の機能や作用箇所は明らかになって

いるが、ファミリー内外での影響力の違いは明らかになっていない。このよう

に、3T3-L1細胞は肥満研究や脂肪細胞分化の研究で広く使用されているにも関

わらず、その分化についてはまだ完全には理解されていない。また、分化阻害

物質として報告されているものは、生薬由来、あるいは植物由来の成分ばかり

であり、微生物からの報告はほとんどない。 

	
 このような背景から筆者は、植物とは異なる二次代謝経路を有する微生物、

特に放線菌を探索源として、3T3-L1細胞の分化阻害作用を示す化合物を得るこ

とができれば、これまでに報告のないユニークな阻害物質が得られる可能性が

あると考えた。さらに、その作用機序を解明することにより、脂肪細胞分化メ

カニズムの解明に役立つツールの開発、あるいは抗肥満薬のシード化合物の開

発に貢献できると考えた。そこで本研究では、3T3-L1細胞の分化誘導アッセイ

系を用いて、脂肪蓄積阻害作用を分化阻害の指標とし、放線菌の二次代謝産物
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から分化阻害物質を見いだすこと、さらに、その作用機序の解明を目的とした。 

	
 本論として第二章では、TK08330株、及びMC10130株より得た脂肪細胞分

化阻害物質の単離、及び活性を、第三章ではその作用機序の研究について詳述

する。 

	
 第四章では総括として、本研究の成果と、今後の展望についてまとめた。 
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第 2章	
 脂肪細胞分化阻害物質の探索とその活性に関する研究 

 

	
 第 1節	
 序文 

 

	
 微生物からの有用物質探索は、1929 年にフレミングが糸状菌から penicillin

を発見したことを皮切りに、抗生物質である streptomycin や vancomycin、2

型糖尿病の治療薬である acarbose (α−グルコシダーゼ阻害薬)、脂質異常症の治

療薬であるプラバスタチンの前駆体である mevastatin (HMG-CoA還元酵素阻

害薬) など、今日の人間社会には欠かせない天然物化合物が数多く発見されてき

た。微生物と一口に言っても様々な種類が存在しているが、生理活性物質を生

産しているのはほとんどが放線菌、あるいは糸状菌であると言われている。

Table 1は、新規化合物生産菌の分布を示すもので、1947年から 1997年の 50

年間に Journal of Antibioticsに掲載された新規化合物について、その活性と生 

産微生物の種類をまとめたものである 24)。新規生理活性化合物の生産菌数とし

ては放線菌が 69.4% (2,980/4,294 株) と圧倒的に多く、次いで糸状菌が 19.1% 

(822/4,294株) を占めている。微生物から単離された生理活性物質の数では 24)、

微生物由来の生理活性物質のうち、約 45% (10,100/22,500個) が放線菌によっ

て生産されていることが分かる (Table 2)。したがって、微生物を探索源とする

生理活性物質の探索では、放線菌を中心に行えば、活性物質が得られる確率は

高いと考えられる。 
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Table. 1 新規生理活性物質が示す生理活性とその生産菌の株数 

 
 

   Table. 2 微生物に由来する生理活性物質数 

 

 

 

 

 

	
 脂肪細胞分化の研究では、前述のようにマウス由来 3T3-L1細胞が頻用さ 

れている。3T3-L1 細胞は、IBMX、DEX、insulin を含む培地で培養すること

により、効率良く脂肪細胞へと分化し、細胞内に脂肪を蓄積 (Fig. 3) させるこ

とができる 25)。この特徴を利用して、分化阻害作用を有する天然化合物の探索

が行われており、これまでに生薬や植物から様々な阻害物質が単離されてきた。

例えば、生薬オウバク、オウレンなどに含まれる berberine (Fig. 4) は、3T3-L1

細胞において脂肪細胞への分化を阻害することや 26)、berberineを KK-Ay マウ

スに経口投与することにより、抗肥満作用を示すことが明らかになっている 27)。

また、ワカメなどに含まれる fucoxanthin (Fig. 4) も、3T3-L1細胞においては 

活性 放線菌 糸状菌 その他 合計

抗菌、抗寄生虫、抗ウイルス 1,177 109 246 1,532
抗真菌 277 160 91 528
抗腫瘍 801 116 72 989
各種生物活性 410 344 52 806
その他 315 93 31 439

合計 2,980 822 492 4.294

生産菌 抗生物質 その他活性 計

放線菌 8,700 1,400 10,100 (44.9%)

糸状菌 4,900 3,700 8,600 (38.2%)

その他微生物 2,900 900 3,800

計 16,500 6,000 22,500

生産菌 抗生物質 その他活性 計

放線菌 8,700 1,400 10,100 (44.9%)

糸状菌 4,900 3,700 8,600 (38.2%)

その他微生物 2,900 900 3,800

計 16,500 6,000 22,500
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Fig. 3	
 3T3-L1細胞の分化と脂肪蓄積の様子 

 

分化阻害作用を示し 28)、KK-Ayマウスに経口投与することにより、抗肥満作用

を示すことが報告されている 29)。このように、3T3-L1細胞の分化阻害作用を示

す化合物が、in vivoにおいても抗肥満作用を示すことが明らかとなり、脂肪細

胞の分化阻害作用と抗肥満作用には相関性があることが示唆されている。そこ

で筆者は、3T3-L1細胞の分化阻害物質を放線菌代謝産物から得ることで、これ

までとは異なったユニークな抗肥満作用を示す化合物が期待できると考え、研

究に着手した。 

 

Fig. 4	
 Berberineと fucoxanthinの構造 
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 第 2節	
 実験方法 

 

	
 	
 第 1項	
 測定機器等 

 

	
 特に記載がない限り、測定機器等は以下のものを使用した。 

 

・	
 NMR: JMN-ECA-600 NMR spectrometer (日本電子株式会社)  

・	
 分析用 HPLC、及び検出器: GL-7410 HPLC pump、GL-7452 PDA detector 

(ジーエルサイエンス株式会社)  

・	
 分取用 HPLC、及び検出器: L-6200 HPLC pump、L-4200 UV detector (日

立ハイテクフィールディング).  

・	
 LC-ESI-MS: 1200シリーズ HPLC system、API-3200 LC/MS/MS システム 

(Applied Biosystems) 

・	
 HR-TOF-MS: MICROMASS Q-Tof PREMIER (Waters) 

・	
 旋光計: POLAX-2L (アタゴ株式会社) 

・	
 TLC: Silica gel 60 F254 アルミプレート (Merck) 

・	
 吸光光度計: SH-1000 Lab microplate reader (コロナ電気株式会社).  

 

	
 	
 第 2項	
 活性候補株の選定 

 

	
 立命館大学薬学部微生物化学研究室では以前、放線菌由来の 3T3-L1細胞分化
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阻害物質の探索が行われ、活性を示した株のうち、活性物質が未解明のまま残

された株が 10 株あった (近藤義幸、修士論文、2011 年度)。その中から活性物

質の精製を行うために、再培養と活性の再現性を確認した。対象となった 10株

を、坂口フラスコ中の starch casein (SC) 培地 100 mLにそれぞれ植菌し、30℃、

200 rpm で振とう培養した。7 日後、それぞれの培養ろ液を ethyl acetate 

(EtOAc) 100 mLで 3回分配抽出し、減圧乾固して重量を求めた。これらの抽出

物を 3 mLのmethanol (MeOH) に溶解し、500 µLを別容器に移して減圧乾固

したのち、dimethylsulfoxide  (DMSO、ナカライテスク株式会社) 20 µLに溶

解した。そこに phosphate buffered saline (PBS、和光純薬株式会社) 980 µL

を加えたものをサンプル溶液とした。この溶液を最終 DMSO 濃度が 0.3%にな

るように細胞用培地で希釈し (以降、DMSO 0.3% サンプルと呼ぶ)、脂肪蓄積

阻害活性試験に用いた。 

 

	
 	
 第 3項	
 活性候補株の同定 

 

	
 活性候補株として選定した TK08330、及びMC10130株の 16S rDNAを増幅

するために設計したプライマーの配列を Table 3 に示した。プライマーの合成

は北海道システムサイエンス社に依頼した。Table 4に示した反応液を調製し、

TK08330、及びMC10130株のゲノム DNA溶液 1 µL を鋳型とし Table 5に示

す条件で PCR反応を行った。反応後、tris acetate-ethylenediamine tetraacetic 

acid (TAE) 緩衝液 (1 M Tris、126 mM CH3COONa、32 mM EDTA) 中で

polymerase chain reaction (PCR) 反応液を 1.0% アガロースゲルで電気泳動
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し、GelRed (Biotium、USA) を加えた TAE 緩衝液中で 30 分間染色し、バン

ドの有無を確認した。PCR産物の精製はWizard SV Gel and PCR Clean-Up 

Systemキット (Promega) を用いて行った。回収した PCR産物は T-vectorで

ある pMD20に TAクローニング法で連結後、大腸菌 XL1-blue MRF’に導入し、

PCR産物が挿入されたプラスミドを回収した。塩基配列の決定は、秋田県立大

学に解析を依頼した。 

 

Table 3. PCRに用いたプライマー 

 

 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 Table 4. PCR反応溶液の組成 

 

 

 

 

 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
  
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 Table 5. PCR反応条件 

 

 

 

 

16S 27F primer Forward 5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’
16S 1492R primer Reverse 5’ - TACGGCTACCTTGTTACGACTT - 3’

1. 95℃ 2 min
2. 95℃ 10 sec
3. 55℃ 30 sec
4. 72℃ 1 min 30 sec
5. 72℃ 5 min
2-4　30 cycles

2! qPCR mix 12.5 "L
10 "M Forward primer 1.0 "L
10 "M Reverse primer 1.0 "L
Distilled water 9.5 "L
Template 1.0 "L
Total 25 "L
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 第 4項	
 3T3-L1細胞を用いた活性、及び毒性の測定 

 

	
 	
 	
 4.1.	
  3T3-L1細胞の培養と分化誘導 

 

	
 特に記載がない限り、3T3-L1 細胞の培養は dulbecco's modified eagle 

medium (DMEM) 培地 (和光純薬工業株式会社) + 10% fetal bovine serum 

(FBS、Gibco、USA) + 100 IU/mL penicillin/100 mg/mL streptomycin (和光純

薬工業株式会社) を用いて、37℃、5% CO2で行った。脂肪細胞への分化誘導は

以下の通りに行った。10 cmディッシュで継代培養した 3T3-L1細胞にトリプシ

ン (和光純薬工業株式会社) を 1 mL加え、37℃、5% CO2で 1分間インキュベ

ートした。剥離した 3T3-L1細胞を 96ウェルプレートに 3.0×104 cells/well に

なるように播種し、コンフルエントに達した 2 日後、分化誘導培地の最終濃度

で 0.5 mM IBMX (和光純薬株式会社)、0.25 µM DEX (和光純薬株式会社)、 1.7 

µM insulin (和光純薬株式会社) を含む DMEM培地に置換した (day 0)。3日間

培養後、分化維持培地の 1.7 µM insulinを含むDMEM培地に置換した (day 3)。

さらに 2日間培養後、新鮮な分化維持培地に交換し (day 5)、さらに 2日間培養

した。再現性の確認に際しては、サンプルを添加した分化誘導培地、及び分化

維持培地で目的濃度に希釈調製して用いた。その他の被検サンプルを供する際

は、DMSOに溶解後、分化誘導培地、及び分化維持培地で目的濃度まで希釈し

て用いた。その際、培地に占める DMSO濃度は、アッセイに影響のないことが

分かっている 0.3% 以内になるよう調製した。また、コントロールには DMSO

を用い、最終濃度が 0.3% になるよう分化誘導培地、及び分化維持培地で希釈
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して用いた。 

 

	
 	
 	
 4.2.	
 XTT法による細胞生存率の算出 

 

 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-car-boxanilide 

(XTT、Sigma-Aldrich) 試薬をDMEM培地に溶解して、1 mg/mLの溶液を(以降、

XTT溶液と呼ぶ)、1-methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate (1-methoxy 

PMS、Sigma-Aldrich) をPBSに溶解して0.42 mg/mL の溶液をそれぞれ調製し

た (以降、1-methoxy PMS溶液と呼ぶ)。 XTT 溶液と1-methoxy PMS溶液を

50:1の割合で混合したものを、分化誘導を行ってから7日後、各ウェルに50 µL

ずつ添加し、37℃、5% CO2で2時間インキュベートし、細胞生存率を求めるた

め生成したホルマザン色素の吸光度 (450 nm) をマイクロプレートリーダーで

測定した。各被検サンプルで処理した細胞の細胞生存率は、コントロールとし

て0.3% DMSOで処理した細胞の吸光度を100%としたときの百分率で示した。	
 

 

	
 	
 4.3.	
 Oil Red O染色による脂肪蓄積率の算出 

 

	
 分化誘導から 7日後に (day 7)、脂肪滴量を Oil Red O染色により以下に示す

方法で定量した。Oil Red O (Sigma Aldrich) 溶液はあらかじめ、0.6% になる

ようにイソプロパノールに溶解後、60℃ のインキュベーターで一晩放置して調

製した。各ウェルからDMEM培地を除去し、100 µLのPBSで 1回洗浄した後、

100 µLの 10% ホルマリン (和光純薬株式会社) を各ウェルに加え、20分間室
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温で固定した。ホルマリンを除去し、100 µLの PBSで 3回洗浄後、風乾させ

た。Oil Red O溶液と精製水を 3:2で混合し、フィルターろ過したものを各ウ

ェルに 50 µL添加し、15分間室温で脂肪滴を染色した。染色後、Oil Red O溶

液を除去してから 100 µLの PBS、60% イソプロパノール溶液でそれぞれ 3回

洗浄後、顕微鏡観察したのち、写真撮影した。その後、イソプロパノール (4% 

NP-40含有) で Oil Red Oを溶出させ、マイクロプレートリーダーで 520 nm

における吸光度を測定した。各被検サンプルで処理した細胞の脂肪蓄積率は、

コントロールとして 0.3% DMSO で処理した細胞の吸光度を 100%としたとき

の百分率で示した。 

 

	
 	
 第 5項	
 TK08330株の培養と活性物質の単離、構造決定 

 

	
 	
 	
 5.1.	
 08330-Aの単離 

 

	
 前培養として、TK08330株を坂口フラスコに入った SC培地 100 mLに植菌

し、3日間 30℃、200 rpmで振とう培養した。培養後、SC培地 10 Lの入った

タンクに前培養液を全量入れ、30℃ で撹拌・通気培養した。7日後、ろ液を 10 

Lの EtOAcで 3回抽出 (計 30 L) し、減圧乾固した (66.6 mg)。MeOHで 10 

mg/mL に な る よ う に 調 製 し た 後 、 分 取 high performance liquid 

chromatography (HPLC) に 200 µLを供し 5 分おきにTable 6で示したHPLC

条件で分取し、フラクション 1~12 を得た。得られた各フラクションの活性を

確認した所、フラクション 10 に活性が認められた。そこで、フラクション 10
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の精製度合いを確認するため、以下に示す方法で TLC分析を行った。フラクシ

ョン 10 を減圧乾固した後、100 µL の MeOH で溶解し、1 µL を thin layer 

chromatography (TLC) にスポットした。chloroform (CHCl3):MeOH=15:1 で

展開して風乾後、ultra violet (UV) 254 nmでスポットを確認し、アニスアルデ

ヒドを散布して加熱した。その結果、フラクション 10は単一の化合物であるこ

とが確認されたため、Table 6の HPLC条件でフラクション 10に該当する部分

のみを分取し、活性物質 08330-Aを 6.6 mg得た。 

 

 

	
 	
 	
   Table 6. 08330-A分取時の HPLC条件 

 

 

 

 

	
 	
 	
 5.2.	
 08330-Aの構造解析 

 

	
 TLC 分析は、以下の通り行った。08330-A を 10 mg/mL になるよう MeOH

で溶解し、1 µLを TLCにスポットした。CHCl3:MeOH=15:1 で展開して風乾

後、UV 254 nm	
 でスポットを確認し、ドラーゲンドルフ試薬、ブロモクレゾー

ルグリーン試薬、ニンヒドリン試薬	
 (散布後、加熱)で呈色した。比旋光度は、

08330-Aを 1.1 mg/mLになるよう ethanol (EtOH) で溶解し、10 cmのセルを

用いて測定した  (測定時温度 : 27℃ )。LC/MS、及び high-resolution 

Column: Cosmosil 5C18-AR-Ⅱ (10 mm!250 mm)
Mobile phaze: MeCN/H2O (10%"100% MeCN: 0-60 min)
Flow rate: 2.0 mL/min
Detection: UV 220 nm
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time-of-flight mass spectrometry (HR-TOF-MS) は、08330-Aを 1.0 mg/mL

になるようMeOHで溶解し、測定した。1H、13C-NMR、及び各種二次元 nuclear 

magnetic resonance (NMR) の測定は、0.5% pyridine-d5を含む (chloroform-d) 

CDCl3中で行った。その後、文献値と比較するため、1H、13C-NMR を CDCl3

中で測定した。 

 

	
 	
 第 6項	
 MC10130株の培養と活性物質の単離、構造決定 

 

	
 	
 	
 6.1.	
 10130-Aの単離 

 

	
 前培養として、MC10130株を坂口フラスコに入った SC培地 100 mLに植菌

し、3日間 30℃、200 rpmで振とう培養した。培養後、SC培地 10 Lの入った

タンクに前培養液を全量入れ、30℃ で撹拌・通気培養した。7日後、ろ液を 10 

Lの EtOAcで 3回抽出 (計 30 L) し、減圧乾固した (305.8 mg)。この EtOAc

抽出物を全量シリカゲルカラムクロマトグラフィー (内径 2 cm、長さ 15 cm) 

に供し、CHCl3/MeOH = 40/1→20/1→10/1→8/2→0/1 の条件でそれぞれ 150 

mL で溶出し、TLC で確認後、5 つのフラクションにまとめた。これらのフラ

クションの活性を確認し、フラクション 2、3、4に同程度の活性が認められた。

この中で最も量が多かったフラクション 3について分取 HPLCを用いて Table 

7に示した HPLC条件で分取し、活性化合物 10130-A (18.5 mg) を得た。 
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   Table 7. Cineromycin B分取時の HPLC条件 

 
 

 

 

	
 	
 	
 6.2.	
 10130-Aの構造解析 

 

	
 TLC 分析は、以下の通り行った。10130-A を 10 mg/mL になるよう MeOH

で溶解し、1 µLを TLCにスポットした。CHCl3:MeOH=20:1 で展開して風乾

後、UV 254 nm	
 でスポットを確認し、ドラーゲンドルフ試薬、ブロモクレゾー

ルグリーン試薬、ニンヒドリン試薬	
 (散布後、加熱)で呈色した。比旋光度は、

10130-Aを 4.6 mg/mLになるようMeOHで溶解し、10 cmのセルを用いて測

定した (測定時温度: 27℃)。LC/MS、及び HR-TOF-MS は、10130-A を 1.0 

mg/mLになるようMeOHで溶解し、測定した。1H、13C-NMR、及び各種二次

元 NMR の測定は、methanol-d4中で行った。その後、文献値と比較するため、

1H、13C-NMRを CDCl3中で測定した。 

 

	
 第 3節	
 結果 

 

	
 	
 第 1項	
 活性候補株の選定 

 

	
 微生物化学研究室保有の放線菌抽出物ライブラリーから脂肪蓄積阻害物質を

Column: Cosmosil 5C18-AR-Ⅱ (10 mm!250 mm)
Mobile phaze: MeCN/H2O = 50/50 isocratic
Flow rate: 2.0 mL/min
Detection: UV 220 nm
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求めたスクリーニングは、前任者である近藤氏の先行研究によってすでに行わ

れている。スクリーニングは、3T3-L1 細胞を 96 ウェルプレートに播種し、分

化誘導培地への交換時 (day 0) と分化維持培地への交換時 (day 3、5) に放線菌

抽出物の DMSO 0.3% サンプルを添加し、分化誘導から 7日目に Oil Red Oに

より脂肪滴を染色して脂肪蓄積の有無を観察することで行われた。この方法に

より、1536株中 11株の培養瀘液 EtOAc抽出物に脂肪蓄積阻害活性が見いださ

れた (近藤義幸、修士論文、2011年度)。このうち、1株から前任者が活性物質

として chartreusinを単離・同定している。そこで、残りの 10株について活性

の再現性の確認を行った結果を Table 8 に示した。各放線菌の培養はそれぞれ

坂口フラスコ (SC 培地 100 mL) 1本で行った。7日間の培養後、ろ液を同量の

EtOAcで 3回抽出し、EtOAcを減圧留去したのち DMSOに溶解してアッセイ

に用いた。サンプルの毒性で弱った細胞でも脂肪滴の蓄積が減少することから、

再現性の有無、及び活性の強さを選定評価の基準とした。再現性評価時のサン

プル濃度は、前任者が行ったスクリーニング時の培養液量と同じ量の溶媒に溶

かしたものを等倍として考える培養液換算とし、希釈倍率が大きいほど活性が

強い。濃度は 0.5倍希釈~16倍希釈の段階希釈で評価した。その結果、MC09030

株は再現性が確認できたものの、培養ろ液 EtOAc 抽出物の HPLC-photodiode 

array (PDA)、LC-MS分析により chartreusinを生産していることが示唆され

たため、候補株から除外した。活性が最も強かった TK08330株を第一候補とし、

次いで、培養ろ液 EtOAc抽出物量の多かったMC10130株を第二候補として選

定した。 
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Table 8. 再現性確認の結果 

 
 

	
 第 2項	
 TK08330株が生産する脂肪蓄積阻害物質 

 

	
 	
 	
 2.1.	
 活性物質生産菌の同定 

 

	
 TK08330株は静岡大学農学部の徳山真治准教授より提供された放線菌である。

TK08330株のゲノム DNAを抽出し、16S rDNAを増幅し、増幅産物を精製後、

秋田県立大学に塩基配列の解析を依頼し、1,490 bp (GenBank Accession No. 

AB973399) の配列を得た。この配列をもとに BLAST検索した結果、99%以上

の相同性をもつもの (100種類以上) すべてが Streptomyces属であったことか

ら TK08330株は Streptomyces属であると同定した。 

 

 

候補株 再現性の有無 活性範囲
EtOAc抽出物量

(mg/100mL)
MC08726 ○ 等倍 1.1

MC08734 ○ 等倍 2.6

MC09030 ○ (chartreusin) 等倍 6.0

MC09113 ○ 等倍~2倍希釈 1.5
MC09209 × ー ー

MC10130 ○ 等倍~2倍希釈 9.9
TK08307 ○ 2倍濃縮 5.5
TK08317 × ー ー

TK08320 × ー ー

TK08330 ○ 等倍~4倍希釈 8.9
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 2.2.	
 脂肪蓄積阻害物質の精製 

 

	
 TK08330株を SC培地で撹拌通気培養 (タンク: 10 L) し、得られたろ液を等

量のEtOAcで3回抽出 (計30 L) し、EtOAc抽出物66.6 mgを得た。このEtOAc

抽出物の脂肪蓄積阻害活性を Table 9 に示した。活性が認められたため、まず

始めに、おおよその活性画分を探るため、EtOAc抽出物を分取 HPLCで 5分刻

み (分取時間: 0~60分) で 12個のフラクションに分画 (Fig. 5) して活性の有

無を確認した。その結果、Fr. 10 (45~50分) に活性が認められたため、Fr. 10

を TLCで分析したところ、1つの化合物であることが示唆された (Fig. 6)。そ

こで、残りの抽出物について同様の HPLC 条件でフラクション 10 に該当する

部分のみ分取し、活性物質 (08330-Aと仮称) を 6.6 mg得た。 

 

 Table 9. TK08330培養液 EtOAc抽出物の活性 (顕微鏡観察*1) 

*1細胞毒性: 細胞が剥離したもの、○: 脂肪滴がほぼ認められないもの、△: やや脂肪滴が認められるもの 

 

0.8 µg/mL 1.6 µg/mL 3.2 µg/mL 6.3 µg/mL 12.5 µg/mL 25 µg/mL

△ ○ ○ ○ 細胞毒性 細胞毒性
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Fig. 5	
 TK08330培養液 EtOAc抽出物の HPLCクロマトグラム 
HPLC 条件 : Column: 5C18-AR-II (4.6 mm× 250 mm)、Mobile phase: 
MeCN/H2O (10%→100% MeCN, 60 min)、Flow rate: 1.0 mL/min、Detection: 
UV 220 nm。図中の太線のように分画した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6	
 Fr. 10の TLC分析結果 
CHCl3:MeOH=15:1 で展開後、UV 254 nmでスポット (図中右片括弧) を確認
後、アニスアルデヒドで加熱。 
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 2.3.	
 活性物質 08330-Aの構造解析と同定 

 

	
 08330-Aは白色無定形物質として得られ、[α]D27は －50º (c = 0.11, EtOH) で

あった。LC-ESI-MS 分析により擬分子イオンピーク[M̶H]̶が m/z 488 に観測

されたことから、分子量は 489、HR-TOF-MS の結果、観測値 m/z 512.2979 

[M+Na]+(Calcd. for C28H43NO6Na: 512.2988 [M+Na]+) から分子式を、後述す

る 13C-NMR の結果も合わせて、C28H43NO6と決定した。TLC 分析では、ドラ

ーゲンドルフ試薬、ニンヒドリン試薬による呈色は見られなかったが、カルボ

ン酸の検出で用いられるブロモクレゾールグリーン試薬で黄色に呈色したこと

から、カルボン酸を有することが示唆された (Fig. 7)。続いて 1H-NMR、

13C-NMR、1H̶1H correlation spectroscopy (COSY)、distortionless enhanced 

by polarization transfer (DEPT)、heteronuclear multiple quantum coherence  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7	
 08330-Aの各種呈色試薬による TLC分析 
左からニンヒドリン試薬、ブロモクレゾールグリーン試薬、ドラーゲンドルフ

試薬。CHCl3:MeOH=15:1で展開後、UV 254 nmでスポット (図中右片括弧) を
確認後呈色。 
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(HMQC)、heteronuclear multiple bond correlation (HMBC) スペクトルの解

析を行った。1H-NMRからは、0.67 (d, J = 6.9 Hz, 3H)、0.78 (d, J = 6.2 Hz, 3H)、

0.83 (d, J = 6.2 Hz, 3H)、1.05 ppm (d, J = 6.2 Hz, 3H) にメチルが 4つ、3.83 (br 

d, J = 9.6 Hz, 1H)、4.12 (d, J = 9.6 Hz, 1H)、4.98 ppm (dt, J = 11.0, 3.5 Hz, 1H) 

に酸素原子に隣接しているメチンが 3つ、6.37 ppm (dd, J = 14.5, 11.6 Hz, 1H) 

にトランス型オレフィンの存在が示唆された (Fig. 8)。13C-NMR、DEPTの解

析結果より、炭素数は 28であること、14.9、17.1、18.1、20.1 ppm のシグナ

ルから 4つのメチル基の存在、69.6、72.8、76.5 ppm のシグナルから酸素原子

に隣接した 3つのメチン炭素の存在、25.3、29.7、31.2、35.9、37.4、39.3、43.1、

47.8 ppmに 8つのメチレン炭素の存在が確認された (Fig. 9、10)。また、172.5

及び 178.9 ppmのシグナルからカルボキシル基を 2つ有することが示唆され、

TLC の呈色反応から、1 つはカルボン酸に由来するものと推測した。続いて、

1H̶1H COSY、HMBC相関の解析を行った結果、Fig. 11に示した部分構造を

推定した。この部分構造と分子式を基に SciFinder で類似構造を検索したとこ

ろ、borrelidinが合致した。そこで、borrelidinの 1H-NMR、13C-NMR の文献

値 30) (CDCl3) と比較した結果、08330-Aの 1H-NMRと 13C-NMR (CDCl3) の

ケミカルシフト値が良く一致した (Table 10)。また、borrelidinの [α]D27 は －

26.7º (c = 0.10, EtOH) であり 31)、08330-Aでは －50º (c = 0.11, EtOH) である

ことから、立体構造も同一と判断し、08330-Aを borrelidin (Fig. 12) と同定し

た。 
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Fig. 8	
 08330-Aの 1H-NMRスペクトル (600 MHz、CDCl3+0.5% pyridine-d5) 
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Fig. 9	
 08330-Aの 13C-NMRスペクトル (150 MHz、CDCl3+0.5% pyridine-d5) 
×印は重溶媒由来のピーク。 
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Fig. 10	
 08330-Aの DEPTスペクトル (150 MHz、CDCl3+0.5% pyridine-d5) 

 

 
Fig. 11	
 08330-Aの 1H-1H COSY、HMBC相関の解析結果による推定部分構造

a、b 

 

OC

OO

CO

8

6

1511

2'

217

1'3'

4' 5'

13

9

HMBC

1H-1H COSY

a b



 34 

Table 10. Borrelidinの文献値との比較 

 

 

 

 

文献値 (in CDCl3) 08330-A  (in CDCl3) 08330-A  (in CDCl3 + 0.5% pyridine-d5)
Position

2 4.98 (dt, 10.7, 3.2, 1H) 4.97 (dt, 11.0, 3.4, 1H) 4.98 (dt, 11.0, 3.5, 1H)
3 2.57 (m, 1H), 2.60 (m, 1H) 2.57 (m, 1H), 2.60 (m, 1H) 2.56 (m, 2H)
4 6.21  m, 1H) 6.21 (m, 1H) 6.20 (m, 1H)
5 6.39 (dd, 14.5, 11.2, 1H) 6.39 (dd, 14.4, 11.7, 1H) 6.37 (dd, 14.5, 11.0, 1H)
6 6.83 (d, 11.2, 1H) 6.83 (d, 11.7, 1H) 6.81 (d, 11.0)
7 ー ー ー

8 4.12 (d, 9.6, 1H) 4.11 (d, 9.7, 1H) 4.12 (d, 9.6, 1H)
9 1.88 (m, 1H) 1.88 (m, 1H) 1.88 (m, 1H)

10 0.73 (m, 1H), 1.05 (m, 1H) 0.73 (m, 1H) 0.72 (ddd,12.5, 12.5, 2.7, 1H), 1.05 (overtap, 1H)
11 1.63 (m, 1H) 1.63 (m, 1H) 1.62 (m, 1H)
12 0.98 (m, 1H), 1.11 (m, 1H) 0.98 (m, 1H), 1.1２ (m, 1H) 0.93 (t, 11.7, 1H), 1.07 (m, 1H)
13 1.58 (m, 1H) 1.58 (m, 1H) 1.57 (m, 1H)
14 0.94 (m, 1H), 1.22 (m, 1H) 0.94 (m, 1H), 1.22 (m, 1H) 0.85 (m, 1H), 1.14 (t, 12.4, 1H)
15 1.68 (m, 1H) 1.66 (m, 1H) 1.62 (m, 1H)
16 3.87 (br d, 9.7, 1H) 3.87 (br d, 10.3, 1H) 3.83 (br d, 9.6, 1H)
17 2.32 (d,15.8, 1H), 2.41 (dd, 15.8, 9.9, 1H) 2.32 (m, 1H), 2.44 (dd, 17.2, 10.3, 1H) 2.31 (d, 16.4, 1H), 2.38 (dd, 16.4, 10.3, 1H )
18 ー ー ー

1' 2.49 (m, 1H) 2.49 (m, 1H) 2.52 (m, 1H)
2' 2.71 (m, 1H) 2.71 (m, 1H) 2.76 (m, 1H)
3' 1.38 (m, 1H), 1.98 (m, 1H) 1.37 (m, 1H), 1.98 (m, 1H) 1.37 (m, 1H), 1.99 (m, 1H)
4' 1.82 (m, 2H) 1.82 (m, 2H) 1.77 (m, 1H), 1.85 (m, 1H)
5' 1.92 (m, 1H), 2.03 (m, 1H) 1.91 (m, 1H), 2.03 (m, 1H) 1.94 (m, 1H), 2.04 (m, 1H)

9-Me 1.05 (d, 6.2, 3H) 1.05 (d, 6.9, 3H) 1.05 (d, 6.2, 3H)
11-Me 0.84 (d, 6.2, 3H) 0.85 (d, 6.2, 3H) 0.83 (d, 6.2, 3H)
13-Me 0.80 (d, 6.2, 3H) 0.80 (d, 6.3, 3H) 0.78 (d, 6.2, 3H)
15-Me 0.83 (d, 6.9, 3H) 0.84 (d, 6.9, 3H) 0.66 (d, 6.9, 3H)

Position

2 77.2 76.5 76.5
3 35.9 35.9 35.9
4 138.5 138.6 138.5
5 127.0 126.9 126.9
6 144.0 144.0 143.8
7 115.9 115.9 116.9
8 73.1 73.1 72.8
9 35.2 35.2 35.1

10 37.4 37.4 37.4
11 26.2 26.2 26.1
12 47.8 47.8 47.9
13 27.1 27.1 27.1
14 43.0 43.0 43.1
15 35.6 35.6 35.5
16 69.8 69.8 69.6
17 39.3 39.3 39.3
18 172.2 172.2 172.5
1' 48.5 48.4 48.9
2' 45.8 45.7 45.4
3' 29.7 29.6 29.7
4' 25.2 25.2 25.3
5' 31.2 31.2 31.2

COOH 180.6 179.4 178.9
CN 118.2 118.3 118.5

9-Me 14.9 14.9 14.9
11-Me 20.1 20.1 20.0
13-Me 18.2 18.2 18.2
15-Me 16.9 17.0 17.1

!H ppm (mult, J in Hz)

!C ppm
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Fig. 12	
 08330-A (borrelidin) の構造 

 

	
 	
 	
 2.4.	
 Borrelidinの脂肪蓄積阻害活性 

 

	
 Borrelidinは DMSOに溶解後、最終濃度が 0.063~1.0 µMになるよう分化誘

導剤 (DEX、IBMX、insulin) を含む DMEM 培地で希釈し、細胞に添加した。

Borrelidin で処理した細胞では、濃度依存的に脂肪蓄積を阻害していた (Fig. 

13A)。Borrelidin 1.0 µMでは、脂肪蓄積をコントロールに比べ約 80% 阻害し

た (Fig. 13B、bar)。また、borrelidin の濃度の対数を取って harl-maximal 

inhibitory concentration (IC50) を算出したところ、0.19 µM であった。XTT

アッセイの結果、今回用いた濃度範囲では 90% 以上の細胞生存率を示した 

(Fig. 13B、line)。 
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Fig. 13	
 Borrelidinで 7日間処理した時の脂肪蓄積率と細胞生存率 

(A) Borrelidin (1.0 µM) 処理後 7日目の細胞の様子、a: 0.5 µM borrelidin処理、
b: 1.0 µM borrelidin処理、c: non-induced cells (ni)、d: induced cells (control) 
(B) Borrelidin 処理後 7 日目の脂肪蓄積率 (bar) と細胞生存率 (line)、*p < 
0.05 、**p < 0.01、***p < 0.001 versus control 
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 第 3項	
 MC10130株が生産する脂肪蓄積阻害物質 

 

	
 	
 	
 3.1.	
 活性物質生産菌の同定 

 

	
 MC10130 株は滋賀県草津市の土壌から採取された放線菌である。MC10130

株のゲノム DNAを抽出し、16S rDNAを増幅した。増幅産物を精製後、秋田県

立大学に塩基配列の解析を依頼し、1,478 bp (GenBank Accession No. 

AB968639) の配列を得た。この配列をもとに BLAST 検索した結果、

Streptomyces cinerochromogenes (GenBank Accession No. AY999745)、 S. 

coelescens (GenBank Accession No. AY999761) と 100% の相同性を示した。

Bergey’s manualによると、S. cinerochromogenesと 99%以上の相同性を示す

ものは存在しないこと、S. coelescensは、S. humiferus、S. violaceolatusと100%

の相同性を示すことが報告されている 32)。したがって、MC10130 株は S. 

cinerochromogenesと同定した。 

 

	
 	
 	
 3.2.	
 脂肪蓄積阻害物質の精製 

 

	
 MC10130株を SC培地で撹拌通気培養後 (タンク: 10 L)、得られた瀘液を等

量の EtOAcで 3回抽出し、EtOAc抽出物 305.8 mgを得た。この EtOAc抽出

物に活性が確認できたことから、EtOAc 抽出物をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (CHCl3/MeOH = 40/1→0/1 gradient) を用いて5つのフラクションに

分画した (Fig. 14)。これらフラクションの活性を測定した結果、フラクション



 38 

2、3、4にそれぞれ同程度の活性が認められた。この中で、最も量が多く、TLC

分析 (Fig. 15) で比較的スポット数が少なかったフラクション 3 について、一

部を分取 HPLCで Fig. 16に示した通り、メジャーピークの前後、及びメジャ

ーピークの 3 つに分画した。これら画分の活性を測定した結果、メジャーピー

クに活性が認められた。そこで、残りも同様の条件でメジャーピークのみ分取

し、活性物質 18.5 mg (10130-Aと仮称) を得た。 

 

 
Fig. 14	
 MC10130培養液 EtOAc抽出物のシリカゲルカラムクロマトグラフィ
ーによる分画スキーム 

 

 

 

 

 

 

 

MC10130 EtOAc crude 305.8 mg

Silica gel column chromato.

CHCl3 / MeOH = 40/1       20/1       10/1       8/2        0/1

1 2 3 4 5

14.2 61.6 87.3 42.7 67.4 mg

Fr. Fr. Fr. Fr. Fr.
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Fig. 15	
 分画後の各フラクションの TLC結果 
CHCl3:MeOH = 20:1で展開し、UV 254 nm照射でスポット (図中右片括弧) を
確認後、アニスアルデヒドで加熱。 

 

 

 

Fig. 16	
 Fr. 3の HPLCクロマトグラム  
HPLC 条件 : Column: 5C18-AR-II (4.6 mm× 250 mm)、Mobile phase: 
MeCN/H2O (10%→100% MeCN, 60 min)、Flow rate: 1.0 mL/min、Detection: 
UV 220 nm 
 

Fr. 1 2 3 4 5
!

!!!
!

!

! !
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 3.3.	
 活性物質 10130-Aの構造解析と同定 

 

	
 10130-Aは無色無定形物質として得られ、[α]D27は －120º (c 0.46, MeOH) で

あった。LC-ESI-MS 分析により擬分子イオンピーク[M̶H]̶が m/z 293 に観測

されたことから、分子量は 294、HR-TOF-MS の結果、観測値 m/z 317.1721 

[M+Na]+(Calcd. for C17H26O4Na: 317.1729 [M+Na]+) から分子式を、後述する

13C-NMR の結果も合わせて、C17H26O4と決定した。TLC 分析では、ドラーゲ

ンドルフ試薬、ニンヒドリン試薬、ブロモクレゾールグリーン試薬による呈色

は見られなかった (Fig. 17)。続いて 1H-NMR、13C-NMR、1H̶1H COSY、DEPT、

HMQC、HMBCスペクトルの解析を行った。1H-NMRでは、0.91 (d, J = 6.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17	
 10130-Aの各種呈色試薬による TLC検出結果  
左からニンヒドリン試薬、ドラーゲンドルフ試薬、ブロモクレゾールグリーン

試薬。CHCl3:MeOH=20:1 で展開後、UV 254 nmでスポット (図中右片括弧) を
確認後呈色。 
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Hz, 3H）、1.22（d, J = 6.0 Hz, 3H）、1.50（s, 3H）、1.70 ppm（s, 3H）に 4つ

のメチルシグナルが、4.51 (d, J = 4.8 Hz, 1H)、4.54 ppm (m, 1H) に酸素原子

に隣接する 2つのメチンシグナル、5.79 (d, J = 15.1 Hz, 1H) と 7.03 ppm (d, J 

= 15.1 Hz, 1H)から、トランス型オレフィン、及びその他の 2~3つのオレフィ

ンプロトンの存在が観察された (Fig. 18)。13C-NMR、DEPT、HMQC の解析

により、炭素数は 17 であること、14.9、16.1、18.3、27.1 ppm のシグナルか

ら 4つのメチル基の存在、75.5、76.8 ppmのシグナルから酸素原子に結合した

2つのメチンの存在が支持され、25.9、35.5 ppmに 2つのメチレンシグナルが

確認された (Fig. 19、20)。また、115.3、129.5、134.8、136.1、139.5、158.3 

ppmに 6つのオレフィン炭素が観察され、168.3 ppm のシグナルからカルボキ

シル基の存在が示唆された。1H̶1H COSY、HMBC相関の解析結果、部分構造

a、b を Fig. 21 に示す通りに推定した。この部分構造、及び分子式を基に

SciFinderで検索した結果、cineromycin Bと合致した。文献に記載されている

cineromycin Bの NMRデータは CDCl3中で測定されていたため、10130-Aを

CDCl3中で再測定した。その結果、cineromycin B の文献値 33) と 10130-A の

1H-NMR、13C-NMR データが良く一致した (Table 11)。また、同文献内の

cineromycin Bの [α]D27 は －127º (c = 1.0, MeOH) であり、10130-Aのそれは 

－120º (c = 0.46, MeOH) であることから、立体構造も同一と判断し、10130-A

を cineromycin B (Fig. 22) と同定した。 
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Fig. 18	
 10130-Aの 1H-NMRスペクトル (600 MHz、methanol-d4)、×印は重
溶媒由来のピーク 
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Fig. 19	
 10130-Aの 13C-NMRスペクトル (150 MHz、methanol-d4)、×印は
重溶媒由来のピーク 
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Fig. 20	
 10130-Aの DEPTスペクトル (150 MHz、methanol-d4)、×印は重溶
媒由来のピーク 
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Fig. 21	
 10130-Aの 1H-1H COSY、HMBC相関の解析結果による部分構造 a、
b 
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Table 11. Cineromycin Bの文献値との比較 

 

 

 

 

 

 

文献値 (in CDCl3) 10130-A  (in CDCl3) 10130-A  (in methanol-d4)
Position

2 － －

3 5.86 (d, 16.0, 1H) 5.85 (d, 16.0, 1H) 5.79 (d, 15.1, 1H)
4 6.91 (d, 16.0, 1H) 6.91 (d, 16.0, 1H) 7.03 (d, 15.1, 1H)
5 － － －

6 5.85 (d, 16.0, 1H) 5.85 (d, 16.0, 1H) 5.81 (m, 1H)
7 5.71 (dd, 16.0, 5.0, 1H) 5.71 (dd, 16.0, 5.5, 1H) 5.80 (m, 1H)
8 4.53 (d, 5.0, 1H) 4.53 (br s, 1H) 4.51 (d, 4.8, 1H)
9 ! ! －

10 5.21 (br.m, 1H) 5.20 (t like, 5.5, 1H) 5.27 (t like, 6.2, 1H)
11 1.84 (br.m, 1H), 2.10 (br.m, 1H) 1.84 (m, 1H), 2.09 (m, 1H) 1.92 (m, 1H), 2.13 (m, 1H)
12 1.17 (m, 1H), 1.22 (m, 1H) 1.18 (m, 1H), 1.23 (m,1H) 1.19 (m, 1H), 1.25 (m, 1H)
13 1.40 (br. q, 6.0, 1H) 1.39 (m, 1H) 1.47 (m, 1H)
14 4.56 (d, 7.0, 1H) 4.57 (dd, 8.6, 6.2, 1H) 4.54 (m, 1H)

5-Me 1.53 (s, 3H) 1.53 (s, 3H) 1.50 (s, 3H)
9-Me 1.71 (s, 3H) 1.71 (s, 3H) 1.70 (s, 3H)
13-Me 0.88 (d, 6.0, 3H) 0.88  (d, 6.6, 3H) 0.91 (d, 6.9, 3H)
14-Me 1.21 (d, 7.0, 3H) 1.21 (d, "6.2, 3H) 1.22 (d, 6.0, 3H)

Position

2 166.3 166.2 168.3
3 115.0 114.9 115.3
4 155.5 155.4 158.3
5 73.4 73.4 74.0
6 135.3 135.3 136.1
7 133.6 133.5 134.8
8 74.5 74.5 75.5
9 137.9 137.9 139.5

10 129.4 129.5 129.5
11 25.0 25.0 25.9
12 34.3 34.2 35.5
13 39.5 39.5 40.5
14 75.6 75.5 76.8

5-Me 27.0 27.0 27.1
9-Me 15.0 15.0 14.9
13-Me 16.1 16.1 16.1
14-Me 18.1 18.2 18.3

!H ppm (mult, J in Hz)

!C ppm
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Fig. 22	
 10130-A (cineromycin B) の構造 

 

	
 	
 	
 3.4.	
 Cineromycin Bの脂肪蓄積阻害活性 

 

	
 Cineromycin Bは DMSOに溶解後、最終濃度が 6.3~50 µg/mLになるよう

分化誘導剤 (DEX、IBMX、Insulin) を含む DMEM培地で希釈し、細胞に添加

した。Fig. 23に示した通り、cineromycin Bで処理した細胞では、濃度依存的

に脂肪蓄積を阻害した。Cineromycin B 50 µg/mLで処理した細胞では、約 80% 

脂肪蓄積を阻害した (Fig. 23B、bar)。また、cineromycin Bの濃度の対数を取

って IC50を算出したところ、15.8 µg/mL だった。さらに、XTT アッセイによ

り cineromycin Bで処理した時の細胞生存率を検討した結果、今回用いた濃度

範囲では 100% 近い細胞生存率を示し (Fig. 23B、line)、毒性の影響は全くな

いと判断した。 
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Fig. 23	
 Cineromycin Bで 7日間処理した時の脂肪蓄積率と細胞生存率 
(A) Cineromycin B処理後 7日目の細胞の様子。a: 25 µg/mL cineromycin B処
理時、b: 50 µg/mL cineromycin B処理時、c: non-induced cells (ni)、d: induced 
cells (control). (B) Cineromycin B処理後7日目の脂肪蓄積率 (bar) と細胞生存
率 (line)、*p < 0.05 、**p < 0.01 versus control 
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 第 3節	
 考察 

 

	
 本研究で、Streptomyces属放線菌培養液より、脂肪蓄積阻害活性を指標に活

性物質の精製を行い、08330-A、及び 10130-A を得た。08330-A は、各種機器

分析による構造解析の結果、18員環マクロライドの borrelidin、10130-Aは 14

員環マクロライドの cineromycin Bと同定した。Borrelidinは 1949年にBerger

らにより、ライム病の原因細菌ボレリアに対する抗菌物質として初めて単離さ

れた化合物で 34)、その後、抗マラリア、抗血管新生、抗真菌活性などが見いだ

された 35-37)。また、threonyl-tRNAの阻害剤として予てより知られていたが 38)、

近年その強さは世界一であることが報告され、再び注目を浴びた化合物でもあ

る 39)。Cineromycin Bは 1966年にMiyariらにより初めて単離された化合物で、

Staphylococcus aureus に抗菌活性を示し、マウスにおける harf-maximal 

lethal dose (LD50) は 300 mg/kgと報告されている 40)。これらの化合物が脂肪

蓄積阻害活性を示すことはこれまでに報告はなく、新しい知見である。いずれ

の化合物もマクロライド系の既知化合物ではあったが、borrelidinはこれまでの

分化阻害剤と比べて強力に脂肪蓄積を阻害していることや (IC50 = 約 0.19 µM)、

マクロライド系化合物の分化阻害作用の報告はこれまでにないため、その作用

機序に興味が持たれた。次章では、その詳細な検討を行ったので報告する。 
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第 3章	
 脂肪蓄積阻害物質の作用機序に関する研究 

 

	
 第 1節	
 序文 

 

	
 3T3-L1細胞の分化は、マスターレギュレーターである PPARγ や C/EBPα が

制御していることはすでに良く知られている。マスターレギュレーターを調節

する因子は、Tob2、C/EBP、GATA、KLF family などがこれまでに報告され

ているが、ごく最近でも PPARγ を介した新たな分化調節因子の報告がなされ

ている。例えば、fat mass and obesity associated (FTO) geneは、2007年に

BMI (body mass index) 値や肥満と関連がある遺伝子として発見された 41)。そ

の後、FTOの機能解析が 3T3-L1細胞で行われ、PPARγ を介して分化を調節し

ていることが明らかになった 42)。このように、3T3-L1細胞の分化に関与する因

子が未だ報告され続けており、マスターレギュレーターの制御因子については

まだ完全には理解さていないのが現状である。 

	
 Borrelidinは、これまでに報告されている分化阻害剤 (berberine: IC50 = 約

2.0 µM、fucoxanthin: IC50 = over 25 µM) に比べて活性が強いことが前章の実

験により明らかになった。このことから筆者は、borrelidinはすでに報告されて

いる分化阻害剤とは作用機序が異なるのではないかと推測し、borrelidinの作用

機序を解明することにより、新たな知見が得られると考えた。また、これまで

に、マクロライド系化合物が脂肪蓄積阻害作用を示すという報告はなく、活性

は弱いながらも、cineromycin Bの作用機序についても興味が持たれたため、そ

の検討を行った。 
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 第 2節	
 実験方法 

 

	
 	
 第 1項	
 測定機器等 

 

	
 特に記載がない限り、測定機器等は以下のものを使用した。 

 

・	
 リアルタイム PCR: Chromo4 (バイオラッドラボラトリーズ株式会社) 

・	
 電気泳動層: ミニプロティアン	
 tetra セルシステム (バイオラッドラボラト

リーズ株式会社) 

・	
 ルミノイメージアナライザー: ImageQuant LAS 4000mini (GE ヘルスケ

ア・ジャパン株式会社) 

 

	
 	
 第 2項	
 cDNAの作製とリアルタイム PCR 

 

	
 3T3-L1細胞を 8.0×105 cells/wellの濃度で 6ウェルプレートに播種し、分化

誘導剤とともに borrelidin (1.0 µM)、cineromycin B (50 µg/mL) で処理後、適

切な時間 (0.5、2.0、6.0、12 h、あるいは day 1、day 3、day 5) まで培養した。

培養後、各ウェルに RiboZol (AMRESCO、USA) を 1 mL加え、セルスクレー

パーで良く撹拌し、1.5 mLエッペンチューブに移した。これに 200 µLの CHCl3

を加え 15秒間激しく混和して室温で 2~3分放置したのち 12,000 rpmで 10分

間遠心分離した。上清を 400 µL別容器に回収し、12,000 rpmで 15分間遠心分
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離した。400 µL のイソプロパノールを加え 15秒間激しく混和し、室温で 5~

10分放置したのち 12,000 rpmで 10分間遠心分離し、total RNAを沈殿させて

上清を除去した。70% EtOHを 1 mL加えタッピングし、7,500 rpmで 15分間

遠心分離し上清を除去した。RNAペレットを 5分間風乾させ、20 µLの滅菌水

に溶解した。そのうち 5 µLを TAE緩衝液 95 µL と混合し、NanoDrop (Thermo 

Fisher Scientific) で total RNA濃度を測定した。残りの15 µLを、 5 µg/12.5 µL 

になるように滅菌水で調製し、ReverTraAce kit (東洋紡株式会社) を用いて

Table 12、13に示した組成、条件で逆転写反応を行い、cDNAを作製した。こ

の cDNAを鋳型として 1.0 µg用い、β-actin、lipoprotein lipase (LPL)、fatty acid 

binding protein 4 (FABP4)、glucose transporter 4 (GLUT4)、11β-hydroxysteroid 

dehydrogenase type 1 (HSD11β1)、C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPδ、GATA-2、GATA-3、

KLF2、KLF3、KLF4、KLF5、KLF6、KLF7、KLF15 の mRNA 発現量につ

いて qKOD real-time PCR kitを用いて Table 14、15に示す組成、条件でリアル

タイム PCRにより解析した。使用したプライマーは Table 16に示した。それ

ぞれの発現量は内部標準の β-actinの発現量で補正し、分化誘導前の 3T3-L1細

胞の発現量との比で表した (ΔΔCt法)。各実験は n = 3で行った。 

 
                  Table 12. 逆転写反応液の組成 

 
 
 
 
 

5! Buffer 4.0 "L
10 mM dNTPs 2.0 "L
Oligo(dT)12-20 0.5 "L
ReverTra Ace 1.0 "L
Temlate 12.5 "L
Total 20 "L
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 Table 13. 逆転写反応の条件 

 
 
 
 
 
 
                Table 14. リアルタイム PCR反応液の組成 

 
 
 
 
 
 
 
 
                Table 15. リアルタイム PCRの反応条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 98℃ 2 min
2. 98℃ 10 sec
3. 60℃ 10 sec
4. 68℃ 45 sec
2-4　40 cycles

1. 70℃ 5 min
2. 4℃ 5 min
3. 42℃ 60 min
4. 99℃ 5 min

2! qPCR mix 12.5 "L
10 "M Forward primer 1.0 "L
10 "M Reverse primer 1.0 "L
Distilled water 9.5 "L
Template 1.0 "L
Total 25 "L
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Table 16. リアルタイム PCRに用いたプライマー配列 

 

 

	
 	
 第 3項	
 Western blotによる β-actin、PPARγ タンパクの検出 

 

	
 3T3-L1細胞を 1.8×106 cells/dishの濃度で φ 6 cmディッシュに播種し、

分化誘導剤とともに borrelidin (1.0 µM)、cineromycin B (50 µg/mL) で処理後、

7日目に以下に示す方法で総タンパクを回収した。ディッシュから培地を除去し、

PBSで 2回洗浄後、1×Laemmli buffer [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8)、2% SDS、

10% glycerol、0.00125% bromophenol blue] を 200 µL加えて可溶化し、1.5 mL

Gene Forward   Revese   

!-actin43) tca ccc aca ctg tgc cca tct ac gag tac ttg cgc tca gga gga gc 

PPAR" cat ggt tga cac aga gat gcc ctt ggc gaa cag ctg aga gg 

C/EBP# tgg ccc cgt gag aaa aat gaa g ata gac gtg cac act gcc att g 

C/EBP!44) ggg gtt gtt gat gtt ttt gg cga aac gga aaa ggt tct ca 

C/EBP$44) acg acg aga gcg cca tc tcg ccg tcg ccc cag tc 

HSD11!143) aat ctc tgg gat aat taa cgc gct tac aga agt atc agg ca 

LPL43) aat ctg ggc tat gag atc aac a tct ctc cgg ctt tca ctc g 

GLUT443) tgg tca ata cgg tct tca cgt gga ccc ata gca tcc gca ac 

FABP443) gat ttg gtc acc atc cgg tca agt cac gcc ttt cat aac aca 

GATA-245) tgc aac aca cca ccc gat acc caa ttt gca caa cag gtg ccc 

GATA-345) tct cac tct cga ggc agc atg ggt acc atc tcg ccg cca cag 

KLF243) ggt ccc cgc aac ccg ttc cc gcc gca tcc ttc cca gtt gca at 

KLF343) ccg ccc att aag aag tac tcg tgt aga cct tat tgc acc cat 

KLF443) gcc ctc aaa gtt tgt gcg aat atc gcc ggt gcc ttg aca ac 

KLF5 tgc ttc caa act ggc gat tca c tgc ggt tta aag gat ggc aga g 

KLF643) gag gaa ctt tca ccc acg ac caa aac gcc act cac aac c 

KLF743) cca tcg ctg tac gtt taa cgg tct ctt cat atg gag cgc aag 

KLF1543) ggc cag aag ttt ccc aag aac cc gta cgg ctt cac acc cga gt 
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マイクロチューブに移した。氷冷下、細胞の可溶化とサンプル粘度を低下させ

るため、10 秒間×10 回の超音波破砕処理を行った。総タンパク量は BCA 

Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific) を用いて、吸光度 (520 nm) を

測定することにより算出した。2-メルカプトエタノールを最終濃度が 5% (v/v) 

になるように加え、95℃で 5 分間煮沸した。10 µg の総タンパクを含むサンプ

ルを e-PAGEL (アトー株式会社) にて電気泳動後、ミニトランスブロットセル 

(BIO-RAD) で polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜 Hybond-P (GEヘルスケ

ア) へ 15 V、1時間の条件で転写した。転写後の PVDF膜はブロックエース (DS

ファーマバイオメディカル株式会社) でブロッキングし、一次抗体である抗 

β-actin抗体、抗 PPARγ 抗体 (santa cruz、USA) と一晩反応させた。二次抗体

として Anti-mouse IgG (H+L)-HRP (株式会社医学生物学研究所) を 1時間反

応させた。検出は Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent 

(GEヘルスケア) で行い、ルミノイメージアナライザー (Las 4000mini) で写真

撮影した。各実験は n = 3で行った。 

 

	
 	
 第 4項	
 siRNA導入実験 

 

	
 3T3-L1細胞を 1.5×105 cells/wellの濃度で 6ウェルプレートに播種し、培地

には DMEM培地 + 10% FBS (penicillin/streptomycin free) を用いた。また、 

short interfering (siRNA) と導入試薬の調製は以下の方法で行った。20 µMの

control siRNA、KLF2 siRNA、KLF3 siRNA、KLF7 siRNA、GATA-3 siRNA 
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(タカラバイオ株式会社) を 12.5 µLと、Lipofectamine 2000 (ライフテクノロジ

ーズ株式会社) を 5 µL、それぞれ別々の Opti-MEM (ライフテクノロジーズ株

式会社) 250 µLに添加し、良くピペッティングした (以降、siRNA溶液、及び

Lipofectamine 2000 溶液と呼ぶ)。15 分室温で放置した後、siRNA 溶液と

Lipofectamine 2000溶液を混合し、良くピペッティングした (以降、混合溶液

と呼ぶ)。再度 15分室温で放置した後、1ウェル当たり 500 µLの混合溶液を添

加した。37℃、5% CO2で 3日間インキュベート後、各 siRNAが対象とする因

子の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で確認した。また、siRNA を導入後、

分化誘導剤とともに borrelidin (1.0 µM)、cineromycin B (50 µg/mL) で処理し、

３日目における PPARγ の発現量を確認した。siRNA の脂肪蓄積への影響は、

siRNA導入後、分化誘導剤とともに borrelidin (1.0 µM)、cineromycin B (50 

µg/mL) で処理し、7日目における脂肪蓄積量をOil Red O染色により定量した。

各実験は n = 3で行った。 

 

	
 	
 第 5項	
 統計処理 

 

	
 各実験データの結果は、全て平均値 ± 標準誤差で表示した。検定は SPSS 

software (ver. 12.0J for windows, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) を用いて

analysis of variance (ANOVA) により行い、p < 0.05 を有意差有りとした。 
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 第 3節	
 結果 

 

	
 	
 第 1項	
 Borrelidinの脂肪蓄積阻害活性の作用機序 

 

	
 	
 	
 1.1.	
 脂肪細胞に特有の遺伝子発現への影響 

	
  

	
 Borrelidinは脂肪蓄積を阻害するので、3T3-L1細胞の分化、あるいは分化後

の脂質生成過程を阻害していると考えられた。そこで、分化後の脂肪細胞で高

発現することが報告されている FABP4、LPL、HSD11β1、GLUT4 の mRNA

の発現量をリアルタイム PCRで解析した。その結果、コントロールでは、分化

誘導後 3日目以降でこれらの発現が上昇しているのに対し、borrelidinを添加し

た細胞では、ほとんどこれらの発現は認められなかった (Fig. 24)。したがって、

borrelidinは分化自体を阻害していると考えられた。 
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Fig. 24	
 Borrelidin (1.0 µM) 処理細胞の (A) FABP4、(B) LPL、(C) HSD11β1、
(D) GLUT4のmRNA発現量、*p < 0.05 、**p < 0.01 

 

	
 	
 	
 1.2	
 脂肪細胞分化のマスターレギュレーターへの影響 

 

	
 3T3-L1細胞では、脂肪細胞への分化は PPARγ と C/EBPα がマスターレギュ

レーターとして制御しており、前述したように PPARγ の発現なしには脂肪細胞

へと分化しないことが分かっている。Borrelidinが 3T3-L1細胞の分化を阻害す

ることが示唆されたので、分化のマスターレギュレーターである PPARγ と

C/EBPα の発現量をリアルタイム PCRで解析した。その結果、これらのmRNA

の発現は、コントロールでは時間依存的に上昇した。一方、borrelidinを添加し

た細胞では、day 1において PPARγ、C/EBPα のmRNAの発現は有意に上昇し
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た (Fig. 25A、B)。しかしながら、day 3、及び day 5においては有意な減少が

確認された。また、ウェスタンブロットによる PPARγ のタンパク発現を確認

した結果、分化誘導後 7日目においてもその発現は認められなかった (Fig. 25C、

lane 3)。したがって、borrelidinは分化自体を阻害することが明らかになった。 

 

 

Fig. 25	
 Borrelidin (1.0 µM) 処理細胞の脂肪細胞分化マスターレギュレータ
ーの発現量。(A) PPARγ mRNA発現量、(B) C/EBPα mRNA発現量、(C) PPARγ
タンパク発現、**p < 0.01 

 

	
 	
 	
 1.3.	
 Borrelidinのマスターレギュレーター調節因子への影響 ⑴ 

 

	
 マスターレギュレーターのmRNA発現は、分化誘導後 2日目あたりで上昇し

始めると報告されている 46)。したがって、分化誘導から 2 日目までの間に



 60 

borrelidin がマスターレギュレーターの調節因子に作用して分化を阻害してい

るのではないかと推測した。今回用いた 3T3-L1細胞の分化誘導システムでは、

まず始めに、分化誘導剤として加えた IBMX、DEXがそれぞれC/EBPβ、C/EBPδ 

の発現を促進させ、分化を誘導する。そこで、まず、分化の初期段階における

C/EBPβ、C/EBPδ の発現をリアルタイム PCR で解析した。その結果、コント

ロールでは C/EBPβ や C/EBPδ の mRNA 発現は分化誘導後、時間と共に上昇

していくのに対し、borrelidinで処理した細胞では、分化誘導から 12時間後で、

C/EBPδ の mRNA 発現量がコントロールに比べ約 50% 減少していた (Fig. 

26B)。なお、borrelidinで処理した細胞では、両因子とも 12時間後以降にコン

トロールとの大きな差は見られなかった。 

 

 

Fig. 26	
 Borrelidin (1.0 µM) 処理細胞の (A) C/EBPβ、(B) C/EBPδ のmRNA
発現量、*p < 0.05  

 

	
 	
 	
 1.4.	
 Borrelidinのマスターレギュレーター調節因子への影響 ⑵ 

 

	
 C/EBPδ の実験結果から、borrelidinはマスターレギュレーターの他の調節因
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子への影響が示唆されたため、分化の初期段階でマスターレギュレーターを調

節すると報告されている Tob2、GATA family、KLF familyについてmRNA発

現を確認した。mRNAの抽出は、より短時間での影響をみるため、それぞれ分

化誘導から 0.5、2.0、6.0、12.0時間後に行った。半定量 PCRによる予試験で、

GATA familyの一部、及び KLF familyのmRNA発現が分化誘導後 6.0、12.0 

時間で borrelidin により影響を受けていることが観察されたため、リアルタイ

ム PCRを用いてそれらの発現量を詳細に解析した。まず始めに、分化のネガテ

ィブレギュレーターに対する影響について述べる。GATA-2 では、borrelidin

による影響はみられなかった (Fig. 27A)。一方、GATA-3は borrelidin処理に

より、分化誘導から 6.0、12.0 時間後において発現量が有意に上昇した (Fig. 

27B)。KLF2、3、7 は、コントロールでは分化誘導後にその発現量は減少する

傾向があるが、borrelidin 処理により、分化誘導後 6.0、12.0 時間で KLF3 と

KLF7の発現が有意に上昇した (Fig. 28B、C)。次に、分化のポジティブレギュ

レーターである KLF4、5、6、15への影響について述べる。KLF5では、borrelidin  

 

 
Fig. 27	
 Borrelidin (1.0 µM) 処理細胞の (A) GATA-2、(B) GATA-3のmRNA
発現量、*p < 0.05  
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の影響はなかったが (Fig. 28E)、KLF4、15 では、分化誘導から 6.0、12.0 時

間後で (Fig. 28D、G)、KLF6では 12.0時間後でその発現に有意な上昇が認め

られた (Fig. 28F)。 
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Fig. 28	
 Borrelidin (1.0 µM) 処理細胞の各 KLF のmRNA発現量 

ネガティブレギュレーター: (A) KLF2、(B) KLF3、(C) KLF7、ポジティブレギ
ュレーター: (D) KLF4、(E) KLF5、(F) KLF6、(G) KLF15、*p < 0.05 、**p < 
0.01 
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 1.5.	
 Borrelidinの PPARγ、及び脂肪蓄積阻害作用に対する siRNAの影	
  

	
 	
 	
 	
 	
  響 

 

	
 Borrelidin処理により発現が上昇したネガティブレギュレーターのGATA-3、

KLF3、KLF7のいずれが、borrelidinの分化抑制作用に関与しているのかを検

討するため siRNA導入実験を行った。それぞれ GATA-3、KLF3、KLF7 siRNA

で 3日間処理した後、各mRNA発現量をリアルタイム PCRで解析した結果を

Fig. 29に示した。KLF3と KLF7 の両 siRNAを一緒に導入した細胞では、コ

ントロールに比べ、その発現がほとんど抑制されていることが確認できた。 

 

Fig. 29	
 KLF3、KLF7、GATA-3 siRNA導入後 3日目の KLF3、KLF7、GATA-3 

mRNA発現量、**p < 0.01、***p < 0.001 
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一方、GATA-3 siRNAを導入した細胞では、その発現の抑制率は約 60% 程度

であった。次に、各 siRNAを導入した細胞を分化誘導し、3日間培養したとき

の PPARγ の mRNA 発現量をリアルタイム PCR で解析した。まず始めに、各

siRNAのみを導入した細胞の結果について述べる。GATA-3 siRNAを導入した

細胞では、コントロールに比べ発現量が有意 (group c) に上昇した (Fig. 30A、

GATA-3 siRNA +、Borrelidin －)。一方、KLF3と KLF7 siRNAでは、KLF3、

7のmRNA発現はほとんど抑制されているにも関わらず、コントロール siRNA

と同等 (group b) の PPARγ 発現量であった (Fig. 30A、KLF3 and KLF7 

siRNA +、Borrelidin －)。GATA-3 siRNAによる GATA-3 mRNA発現の抑制

率は約 60% 程度であったが、PPARγ の発現量は KLF3、7 siRNAを導入した

細胞よりも有意に上昇した。つまり、ゲートキーパーとしての影響力は、KLF3、

7よりもGATA-3の方が強いと考えられた。次に、各 siRNAを導入した細胞を、

borrelidinで処理した結果について述べる。コントロール siRNAを導入した細

胞 (group a) では、borrelidinにより PPARγ の発現は有意に抑制された (Fig. 

30A、control siRNA +、borrelidin +)。これは、siRNAの導入が borrelidinの

分化抑制作用に影響しないことを示している。KLF3と KLF7 siRNAを導入し

た細胞でも、PPARγ の発現 (group a) は、コントロール siRNAのみを導入し

た細胞と比べ、有意に抑制された (Fig. 30A、KLF3 and KLF7 siRNA +、

borrelidin +)。それに対し、GATA-3 siRNAを導入した細胞では、PPARγ の発

現量はコントロール siRNA のみを導入した細胞と有意差 (group b) は認めら

れなかった (Fig. 30A、GATA-3 siRNA +、borrelidin +)。つまり、GATA-3 

siRNAによって、borrelidinの PPARγ 抑制作用がほぼ完全に阻害されたことか
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ら、borrelidinの PPARγ 抑制作用は、GATA-3を介していることが明らかとな

った。さらに、GATA-3 siRNAを導入した細胞を分化誘導し、borrelidinで処

理したときの脂肪蓄積量を定量した。コントロール siRNA を導入した細胞

(group a) では、borrelidinで有意に脂肪の蓄積が阻害された (Fig. 30B、control 

siRNA +、Borrelidin +)。一方、GATA-3 siRNAを導入した細胞 (group b) で

は、borrelidinによる脂肪蓄積阻害効果はわずかではあるが、有意に阻害された 

(Fig. 30B、GATA-3 siRNA +、borrelidin +)。この結果からも、borrelidinの分

化抑制作用は GATA-3を介していることが明らかとなった。 
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Fig. 30	
 各種 siRNAによる PPARγ 発現量と脂肪蓄積量に対する影響 
(A) 各種 siRNAの導入後、borrelidin (1.0 µM) で処理した細胞における分化誘
導後 3日目の PPARγ 発現量、(B) 各種 siRNAの導入後、borrelidin (1.0 µM) で
処理した細胞における分化誘導後 7日目の脂肪蓄積量 (Oil Red O染色による算
出)。ANOVAにより a、b、cの 3つの異なったグループに分けられた (Tukey’s 

test、p < 0.05)。 

 
 
 
 

0 

0.6 

1.2 

1.8 

!"#$%&'"(&)*+& ,-./&'"(&)*+& 0-&'"(&)*+& !"#$%&'"(&)1+& ,-./&'"(&)1+& 0-&'"(&)1+&

P
PA

R
! 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

s 
of

  c
on

tro
l s

iR
N

A
)

Borrelidin

GATA-3 siRNA

Control siRNA

ー

ー ー

ー

ーKLF3, 7 siRNA

ー1
1ー ー

1ー

ー

ー

1

ー 1 1 1

1

1ー

ー

ー

b
b

c

a a

b

A

0% 

25% 

50% 

75% 

100% 

!" #" $"

Borrelidin

GATA-3 siRNA

Control siRNA

Li
pi

d 
ac

cu
m

ul
at

io
n 

(%
 o

f c
on

tro
l) 

ー%
ー ー

%

%
%
%ー

b

c

a

B



 68 

	
 	
 第 2項	
 Cineromycin Bの脂肪蓄積阻害活性の作用機序 

 

	
 	
 	
 2.1.	
 脂肪細胞に特有の遺伝子発現への影響 

 

	
 Cineromycin Bも borrelidinと同様に脂肪蓄積を阻害するので、分化、ある

いは分化後の脂質生成過程を阻害していると考えられた。そこで、まず FABP4、

LPL、HSD11β1、GLUT4のmRNA発現をリアルタイム PCRで解析した。そ

の結果、cineromycin Bを添加した細胞ではこれらの発現がほとんど認められな

かった (Fig. 31)。したがって、cineromycin Bは分化自体を阻害していると考

えられた。 

 

Fig. 31	
 Cineromycin B (50 µg/mL) 処理細胞の (A) LPL、(B) FABP4、(C) 
GLUT4、(D) HSD11β1のmRNA発現量、**p < 0.01 
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 2.2.	
 脂肪細胞分化のマスターレギュレーターへの影響 

 

	
 Cineromycin B は 3T3-L1 細胞の分化を阻害することが示唆されたので、脂

肪細胞分化のマスターレギュレーターである PPARγ と C/EBPα の発現をリア

ルタイム PCRで解析した。その結果、PPARγ、C/EBPα ともに cineromycin B 

で処理した細胞では発現が減少していた (Fig. 32A、B)。また、ウェスタンブロ

ットによる PPARγ のタンパク発現を確認した結果、分化誘導後 7 日目におい

てもその発現は認められなかった (Fig. 32C、lane 3)。したがって、cineromycin 

Bは分化自体を阻害することが明らかになった。 

Fig. 32	
 Cineromycin B (50 µg/mL) 処理細胞の脂肪細胞分化マスターレギュ

レーターの発現量。(A) PPARγ mRNA発現量、(B) C/EBPα mRNA発現量、(C) 

PPARγ タンパク発現、*p < 0.05 、**p < 0.01 
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 2.3.	
 Cineromycin Bのマスターレギュレーター調節因子への影響 ⑴ 

 

	
 Cineromycin B もまた、borrelidin と同様、分化自体を阻害することが示さ

れた。そこで、分化の初期段階における C/EBPβ、C/EBPδ の発現をリアルタイ

ム PCR で解析した。その結果、cineromycin B で処理した細胞では C/EBPβ 

や C/EBPδ のmRNA発現にコントロールとの差は認められなかった (Fig. 33A、

B)。なお、分化誘導から 6時間後以降も差は見られなかった。 

 

 
Fig. 33	
 Cineromycin B (50 µg/mL) 処理細胞の (A) C/EBPβ、(B) C/EBPδ の

mRNA発現量 

 

	
 	
 	
 2.4.	
 Cineromycin Bのマスターレギュレーター調節因子への影響 ⑵ 

 

	
 予試験として、Tob2、GATA family、KLF familyについてそのmRNA発現

を半定量 PCRで確認した。mRNAの抽出は、それぞれ分化誘導から 0.5、2.0、

6.0、12.0時間後に行った。その結果、GATA family、及び KLF familyのmRNA

発現が分化誘導後から 6.0 時間までの間で cineromycin Bによって影響を受け
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ていることが観察されたため、リアルタイム PCRを用いてそれらの発現量を詳

細に解析した。まず始めに、分化のネガティブレギュレーターに対する影響に

ついて述べる。Cineromycin B処理により、GATA-2では分化誘導から 2.0、6.0

時間後にその発現量が有意に上昇したが、GATA-3 では有意差は認められなか

った (Fig. 34A、B)。一方、KLF familyでは興味深い結果が得られた。KLF2、

3 は、分化誘導から 0.5 時間後というかなり早い段階で有意な上昇が認められ 

(Fig. 35A、B)、KLF7では分化誘導から 2.0、6.0時間後にその発現量が有意に

上昇した (Fig. 35C)。次に、分化のポジティブレギュレーターの結果について

述べる。Cineromycin B処理により、KLF4、5、15では分化誘導から 2.0、6.0

時間後にその発現量はコントロールに比べ減少し (Fig. 35D、E、G)、KLF6で

は 6.0時間後にその発現量は減少した (Fig. 35F)。 

 

Fig. 34	
 Cineromycin B (50 µg/mL) 処理細胞の (A) GATA-2、(B) GATA-3の

mRNA発現量、*p < 0.05 



 72 

Fig. 35	
 Cineromycin B (50 µg/mL) 処理細胞の各 KLFの発現量 
ネガティブレギュレーター: (A) KLF2、(B) KLF3、(C) KLF7、ポジティブレギ
ュレーター: (D) KLF4、(E) KLF5、(F) KLF6、(G) KLF15、*p < 0.05 、**p < 
0.01 
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 2.5.	
 Cineromycin Bの PPARγ、及び脂肪蓄積阻害作用に対する siRNA 

           の影響 

 

	
 今回検討した中で最も早い時間で動きがあった KLF2、3のmRNA発現上昇

が cineromycin B の分化阻害作用の原因と考え、siRNA 導入実験を行った。

KLF2、3の siRNAを一緒に導入した後の KLF2、3のmRNA発現量の変化を

Fig. 36 に示した。KLF2、3 の siRNA を一緒に導入 (以降、KLF2+3 siRNA

と示す) した細胞では、コントロールに比べ KLF2 mRNA の発現量は約 50% 

程度、KLF3 mRNAの発現はほぼ完全に抑制された。次に、各 siRNAを導入し

た細胞を分化誘導し、3 日間培養したときの PPARγ mRNA の発現量をリアル

タイム PCR で解析した。KLF2+3 siRNA を導入した細胞では、コントロール

siRNAのみを導入した細胞と有意差 (group a) はなかった (Fig. 37A、KLF2、

3 siRNA +、cineromycin B －)。これは、KLF2、3 siRNAの導入が、分化に影

響ないことを示している。次に、各 siRNAを導入した細胞を cineromycin Bで 

 

 
Fig. 36	
 KLF2、KLF3 siRNA導入後 3日目の KLF2、KLF3 mRNA発現量、
**p < 0.01、***p < 0.001 
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処理したときの PPARγ mRNAの発現量について述べる。コントロール siRNA

を導入した細胞を、cineromycin Bで処理すると、PPARγ mRNAの発現量は有

意に (group b) 抑制された (Fig. 37A、control siRNA +、cineromycin B +)。

これは、siRNAの導入が、cineromycin Bの分化抑制作用に影響しないことを

示している。KLF2+3 siRNAを導入した細胞を、cineromycin Bで処理したと

きの PPARγ mRNAの発現量は、cineromycin B処理なしと有意差 (group a) は

なかった (Fig. 37A、KLF2 and KLF3 siRNA +、cineromycin B +)。また、KLF2

あるいは KLF3 siRNA をそれぞれ単独で導入した際も同様の結果が得られた 

(Fig. 37A、KLF2 or KLF3 siRNA +、cineromycin B +)。したがって、

cineromycin B による PPARγ 発現抑制効果は、本化合物による KLF2、3 の

mRNA発現促進を介したものと考えられる。次に、KLF2+3 siRNAを導入した

細胞の脂肪蓄積に対する影響について検討した。コントロール siRNA を導入

した細胞では、cineromycin B は有意 (group a) に脂肪の蓄積を阻害したが 

(Fig. 37B、control siRNA +、cineromycin B +)、この脂肪蓄積阻害効果は、

KLF2+3 siRNAを導入した細胞では、完全ではないものの、有意 (group b) に

減弱された (Fig. 37B、KLF2、3 siRNA +、cineromycin B +)。これらの結果

より、cineromycin Bは主に KLF2、KLF3を介して、3T3-L1細胞の分化を阻

害することが明らかになった。 

 
 
 
 
 
 



 75 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 37	
 KLF siRNAによる PPARγ 発現量と脂肪蓄積量に対する影響 
(A) 各種 siRNAの導入後、cineromycin B (50 µg/mL) で処理した細胞における
分化誘導後 3日目の PPARγ 発現量、(B) 各種 siRNAの導入後、cineromycin B 
(50 µg/mL) で処理した細胞における分化誘導後 7日目の脂肪蓄積量 (Oil Red 
O染色による算出)。ANOVAにより a、b、cの 3つの異なったグループに分け
られた (Tukey’s test、p < 0.05)。 
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 第 4節	
 考察 

	
  

	
 Borrelidin は、脂肪蓄積阻害作用を示したため、脂肪細胞への分化、あるい

は分化後の脂質生成過程を阻害していると考えられた。そこで、脂肪細胞のマ

ーカー遺伝子である FABP4 47)、LPL 48)、HSD11β1 49)、GLUT4 50) の発現をリ

アルタイム PCRで解析した結果、borrelidinを添加した細胞ではこれらの発現

がほとんど認められなかった。Borrelidinは 3T3-L1細胞の分化を阻害している

ことが示唆されたため、分化のマスターレギュレーターである PPARγ、C/EBPα 

の発現を解析した。Borrelidinで処理した細胞では、PPARγ、C/EBPα のmRNA

発現は day 1でコントロールよりも上昇したが、day 3、day 5では抑制されて

いた。このことから、borrelidinは 3T3-L1細胞の分化を阻害することが明らか

になった。なお、day 1における PPARγ、C/EBPα のmRNA発現上昇は後に考

察する。Borrelidin の作用機序を検討するため、マスターレギュレーターの発

現を調節する因子への影響を検討した。Fig. 38に、borrelidinによって影響を

受けた因子の変動をまとめたものを示した。Borrelidin 処理により、マスター

レギュレーターの発現が抑制され、その上流に位置している C/EBPβ、C/EBPδ 

のうち、C/EBPδ のみ、50%程度発現量が減少していた。しかしながら、C/EBPβ、

C/EBPδ のダブルノックダウンマウス由来の脂肪前駆細胞では、脂肪細胞への分

化が全く認められないが、どちらか一方のノックダウンでは分化は軽度にしか

障害されないという報告がある。8) この結果を踏まえると、borrelidinの分化阻

害作用には、他の調節因子が関与していることが推測された。 

	
 予試験で、GATA、KLF familyのmRNA発現が borrelidinにより影響を受 
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Fig. 38	
 3T3-L1細胞における borrelidinにより影響を受けた因子 

 

けていることが観察されたことから、リアルタイム PCRを用いてその詳細な解

析を行った。その結果、分化のポジティブレギュレーター (KLF4、KLF6、

KLF15) とネガティブレギュレーター (GATA-3、KLF3、KLF7) がともに分化

誘導から 6.0時間以降で上昇していた。最終的に分化は抑制されているので、ネ

ガティブレギュレーターがポジティブレギュレーターよりも優位に働いている

ことが推測された。 

	
 siRNAの導入による KLF3と KLF7の mRNA発現は、ほぼ完全に抑制され

たのに対し、GATA-3では約 60% 程度の抑制率であった。KLF3、KLF7 siRNA

導入細胞の PPARγ のmRNA発現量は、コントロール siRNAと有意差は見られ

なかった。一方、GATA-3 siRNAを導入した細胞では、有意に発現が上昇して
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いた。このことから、ゲートキーパーとしての役割は、KLF3 や KLF7 よりも

GATA-3の方が重要であることが示唆された。siRNAの導入実験により、今回

検討したネガティブレギュレーターの中では、GATA-3 が最も borrelidin の脂

肪細胞分化阻害作用に関わっていることが明らかになった。しかしながら、

GATA-3 siRNAによる borrelidin処理時の PPARγ 発現抑制効果は完全に減弱

されたのに対し、脂肪蓄積阻害効果はわずかながら減弱された程度であった。

つまり、borrelidin の脂肪細胞分化阻害作用は、部分的には GATA-3 が関与し

ているが、主要な作用は他の因子によるものと考えられた。これらの結果は、

これまでに明らかになってこなかった GATA familyと KLF familyの関係性を

解明する糸口になるかもしれない。なお、Fig. 25A、Bで示した day 1における

PPARγ と C/EBPα の発現上昇は、borrelidinによるポジティブレギュレーター

の発現上昇によることが強く示唆される。このことは、ポジティブレギュレー

ターはネガティブレギュレーターよりも作用発現が早く、即効性がある可能性

を示唆している。 

	
 GATA-3 を介する脂肪細胞分化阻害作用を示す化合物としてこれまでに、

berberineや salvianolic acid Bが報告されている 45,51)。Berberineは、生薬オ

ウバクやオウレンに含まれるイソキノリンアルカロイドで、salvianolic acid B

は生薬タンジンに含まれるポリフェノールである。Berberineとsalvianolic acid 

Bの経口投与はそれぞれ、KK-Ayマウス、高脂肪食 (HFD) マウスにおいて体

重減少作用を有することが報告されている 52,51) 。Berberine の 3T3-L1 細胞に

おける分化阻害活性の IC50はおおよそ 2.0 µMで 45)、salvianolic acid Bの IC50

は 100 µM以上である 51)。それに対し、borrelidinの IC50は 0.19 µMであり、
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脂肪細胞分化阻害作用が berberineや salvianolic acid Bよりも非常に強い。し

たがって、borrelidinは berberineや salvianolic acid Bよりも抗肥満薬として

有用なシード化合物と考えられる。Borrelidin の作用機序の詳細を解明するに

は、さらなる検討が必要である。 

	
 Cineromycin B もまた、borrelidin と同様に脂肪細胞への分化を阻害してい

ると考えられた。そこで、脂肪細胞のマーカー遺伝子である FABP4、LPL、

HSD11β1、GLUT4 の発現をリアルタイム PCR で解析した。その結果、

cineromycin Bで処理した細胞ではこれらの発現がほとんど認められなかった。

また、PPARγ、C/EBPα のmRNA発現も抑制されていたことから、cineromycin 

B は脂肪細胞への分化を阻害していることが明らかになった。しかしながら、

それらの上流に位置する C/EBPβ、C/EBPδ のmRNA発現には変化がなかった

ため、他の調節因子の関与が示唆された。 

	
 Fig. 39に、cineromycin B によって影響を受けた因子の変動をまとめたもの

を示した。予試験の結果、GATA、KLF familyのmRNA発現が cineromycin B

により影響を受けていることが観察された。そこで、リアルタイム PCRを用い

てその詳細な解析を行ったところ、ネガティブレギュレーターである KLF2 と

KLF3が分化誘導から0.5時間で最も早く cineromycin Bによる影響を受けた。

このことから、KLF2と KLF3が cineromycin Bの脂肪細胞分化阻害作用の主

な原因因子ではないかと推測し、siRNA 導入実験を行った。その結果は、

cineromycin Bは主に KLF2と KLF3を介して脂肪細胞の分化を阻害すること
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Fig. 39	
 3T3-L1細胞における cineromycin Bにより影響を受けた因子 

 

を強く示唆するものであった。しかしながら、cineromycin Bの PPARγ、及び

脂肪蓄積阻害効果に対する siRNA導入実験の結果から、cineromycin Bの分化

阻害作用には他の因子も関わっていることが示唆された。KLF2 と KLF3 は、

脂肪細胞の分化において、類似の機能を有すると報告されている 53)。今回、

cineromycin Bによって、同時に KLF2と KLF3のmRNA発現が上昇した。こ

の結果は、KLF2と KLF3の上流に cineromycin Bのターゲット因子が存在す

る可能性を示唆していると考えられる。なお、cineromycin B処理細胞のポジテ

ィブレギュレーター (KLF4、KLF5、KLF6、KLF15) の発現減少は、かなり早

い段階で cineromycin Bにより分化が阻害されたため、これらの発現は上昇し
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なかったのではないかと推測された。 

	
 これまでに、KLF2 を介する脂肪細胞分化阻害作用を示す化合物として、

platycodin Dや baicalinが報告されている 54,55)。Platycodin Dは生薬キキョウ

に含まれるサポニンで、baicalin は生薬オウゴンに含まれるフラボノイドであ

る。これらの化合物は分化誘導から 2日目以降で KLF2のmRNA発現を上昇さ

せることにより分化を阻害することが報告されている。しかし、今回

cineromycin Bによる KLF2と KLF3の発現上昇は、分化誘導後 0.5時間とい

うかなり早い段階で観察された。KLF2や KLF3のmRNA発現上昇がこれほど

早く分化抑制効果を示すという報告は今までにない。したがって、本研究では、

3T3-L1細胞の分化過程において、KLF2やKLF3が分化の初期段階においても、

ネガティブレギュレーターとして重要な役割を担っているという初めての知見

である。 
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第 4章	
 総括 

 

	
 肥満症の予防や治療の基本的な方法は、軽度であれば食事・運動療法である

程度対応することは可能である。重度な肥満症患者には、食事・運動療法だけ

でなく、薬物治療を併用する必要がある。しかしながら、現在の肥満症に対す

る薬物は 1 種類 (mazindol) しかなく、依存症の懸念や、投与可能期間の上限

が設けてあるなどの問題点があるため、新しい抗肥満薬の開発が望まれている。

このような背景から筆者は、3T3-L1細胞を用いた脂肪細胞分化阻害物質が抗肥

満作用を有することに着目し、その活性物質の探索を行った。また、これまで

本アッセイ系では探索源としてほとんど活用されていなかった放線菌の二次代

謝産物に注目することで、依存性などの問題がなく、これまでとは異なる阻害

物質が得られるのではないかと考え、研究に着手した。 

	
 本研究では、活性物質として borrelidinと cineromyin Bを放線菌培養液から

単離し、構造は各種分析機器により同定した。これらの化合物は既知化合物で

あったが、これまでに脂肪細胞分化阻害活性に関する報告はなく、活性も強か

ったため、その作用メカニズムの解明を試みた。その結果、borrelidinの脂肪細

胞分化阻害作用は、部分的には GATA-3 が関与しているが、主な作用は他の転

写因子によるものと考えられた。Cineromycin B では、分化誘導から 0.5 時間

後というかなり早い段階での KLF2、3のmRNA発現上昇が主な要因であるこ

とを明らかにした。GATA-3 や KLF2、3 は、脂肪前駆細胞に高発現しており、

分化誘導とともにその発現は減少することはすでに知られているが、分化の初

期段階における GATA-3 や KLF2、3 の分化抑制能は今までに知られていなか
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った。今回の結果から、これらの因子が分化の初期段階でも重要な役割を果た

すことが明らかになった。 

	
 本研究の結果から、3T3-L1 細胞ではゲートキーパーとしての役割は KLF3、

7よりも GATA3の方が重要であることが示唆された。したがって、GATA 3 を

標的とする分化阻害剤の探索を行えば、活性の強い化合物が得られる可能性が

高いと考えられる。また、ポジティブレギュレーターの方が、ネガティブレギ

ュレーターよりも作用発現が早いことも示唆された。この結果は、これまでに

明らかになってこなかったポジティブレギュレーターとネガティブレギュレー

ターの関連性を解明する糸口になるかもしれない。 

	
 今後、GATA family と KLF family の関連性が解明され、borrelidin と

cineromycin Bが抗肥満薬のシード化合物や、脂肪細胞分化メカニズムの解明ツ

ールとして活用されるとともに、放線菌代謝産物からさらなる脂肪細胞分化阻

害物質の探索を期待したい。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 84 

・略語	
 

	
 

ANOVA: analysis of variance 
[a]D：optical rotation 
BLAST: basic local alignment search tool 
CH3COONa: sodium acetate 
C/EBP: CCAAT-enhancer-binding proteins 
COSY：correlation spectroscopy 
CDCl3 : chloroform-d 
CHCl3：chloroform 
DMSO: dimethylsulfoxide  
DEPT: distortionless enhanced by polarization transfer 
DEX: dexamethasone 
DMEM : dulbecco's modified eagle medium 
EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid 
EtOH: ethanol 
ESIMS：electro spray ionization mass spectrometry 
EtOAc：ethyl acetate  
FABP4: fatty acid binding protein 4 
FBS: fetal bovine serum 
GLUT4: glucose transporter 4 
GATA: GATA binding protein  
HMBC：heteronuclear multiple bond coherence 
HPLC : high performance liquid chromatography 
Hz: hertz 
HRTOF-MS: high-resolution time-of-flight mass spectrometry 
HMBC: heteronuclear multiple bond correlation 
HMG-CoA: hydroxymethylglutaryl-CoA reductase 
HSD11b1: 11β-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 
1H－1H COSY: correlation spectroscopy 
HMQC：heteronuclear multiple quantum coherence 
IBMX: 3-isobutyl-1-methylxanthine 
IC50: harf-maximal inhibitory concentration 
J：coupling constant 
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KLF: krüppel-like factors 
LD50: harf-maximal lethal dose 
LPL: lipoprotein lipase 
Me: methyl 
MeOH: methanol 
MeCN: acetonitrile 
MS: mass spectrometry 
m/z: mass-to-charge ratio 
1-methoxy PMS: 1-methoxy-5-methylphenazinium methyl sulfate 
NMR: nuclear magnetic resonance 
NOESY: nuclear overhauser enhancement spectroscopy 
ODS: octadesylsilane 
OMe: methoxy 
PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor 
PBS: phosphate buffered saline 
PDA: photodiode array 
PVDF: polyvinylidene difluoride 
PCR: polymerase chain reaction 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
siRNA: small interfering RNA 
TLC: thin layer chromatography 
TAE: tris acetate-ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) 
Tob2: transducer of ERBB2, 2 
UV: ultra violet 
XTT : 2,3-bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-car- 
	
 	
 	
 boxanilide 
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・	
 選定株 16S rDNA配列 

 

① TK08330 

 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACA
TGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGG
TGAGTAACACGTGGGCAATCTGTCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATACTGATCCTCGCAGGCATCTGCGAGGTT
CGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAG
GGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGA
CGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAG
GGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAA
GCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGT
TCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAT
ATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGA
CGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGT
TGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGC
GGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCCCTTGTGGTCGGT
GTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGG
AAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGC
ACACGTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGG
AGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTC
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GACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAA
AGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGC
TGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCC
GTA 
 
② MC10130 
 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACA
TGCAAGTCGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTG
GAAACGGGGTCTAATACCGGATACGAGCCTCCAAGGCATCTTGGAGGT
TGGAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGA
GGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCG
ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCA
GGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAa
TTATTGGGCGTAAaGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAA
AGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAG
TTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
TATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTG
ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACG
TTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
CGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGG
TGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGC
CCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAG
GAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTG
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CACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACCGCGAGGTG
GAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACT
CGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGA
AAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAG
CTGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTAGC
CGTA 
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・	
 化合物のデータ 
 
08330-Aに関する各種分析機器データ 

 

Fig. 40	
 08330-A (borrelidin) の HR-TOF-MS結果による推定分子式 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Mass Calc.Mass mDa PPM Formula

512.2979 512.2988 -0.9 -1.8 C28 H43 N O6 Na

512.2836 14.3 27.9 C24 H43 N O9 Na

512.3199 -22.0 -42.9 C25 H47 N O8 Na

512.2624 35.5 69.3 C27 H39 N O7 Na
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Fig. 41	
 08330-Aの HMQCスペクトル (CDCl3+0.5% pyridine-d5) 
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Fig. 42	
 08330-Aの 1H-1H COSYスペクトル (CDCl3+0.5% pyridine-d5) 
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Fig. 43	
 08330-Aの HMBCスペクトル (CDCl3+0.5% pyridine-d5) 
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10130-Aに関する各種分析機器データ 

 
Fig. 44	
 10130-A の HR-TOF-MS結果による推定分子式 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Mass Calc.Mass mDa PPM Formula

317.1721 317.1729 -0.8 -2.5 C17 H26 O4 Na

317.1576 14.5 45.7 C13 H26 O7 Na

317.1881 -16.0 -50.4 C21 H26 O Na

317.1517 20.4 64.3 C20 H22 O2 Na
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Fig. 45	
 10130-Aの HMQCスペクトル (methanol-d4) 
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Fig. 46	
 10130-Aの 1H-1H COSYスペクトル (methanol-d4) 
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Fig. 47	
 10130-Aの HMBCスペクトル (methanol-d4) 
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