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緒　　　　　言

2 型糖尿病は，遺伝的素因と環境因子が関与する
生活習慣病であり，遺伝的素因に肥満，運動不足，
過食，ストレスなどの環境因子，1,2）および加齢 3）

や喫煙 4）が加わり発症する．発症原因は完全に明
らかにはなっていないが，KCnQ25）や TCF2L76）

などの遺伝子多型も発症，および進展に強く関連
することも示されている．また，本疾患の初期は
自覚症状がなく，罹患者が自覚したときには糖尿
病 3 大合併症である糖尿病性網膜症，糖尿病性腎
症，および末梢神経障害に加え循環器疾患も認め
られる 7）ことから，ほとんどの患者が長期間の治
療を要する．完治が困難であり患者数が激増して

いる 8）ことに加え，今後も糖尿病を含む合併症に
対する医療費の増加が予想されている現状 9）を鑑
みると，早期発見，早期治療以上に発症予防が急
務である．

2 型糖尿病は，主にインスリン感受性の低下とイ
ンスリン分泌不全が原因のひとつとされ，インス
リンの働きが相対的に低下することで持続的な高
血糖状態を呈する．10）このとき生体内では，グル
コースやフルクトースなどの糖分子がアマドリ転
位反応やイミノ転位反応など複雑な反応過程を経
て 3-デオキシグルコソンやメチルグリオキサール
等のアルデヒド基をもつ化合物が生成し，このア
ルデヒド基は非常に高い反応性を有することから
生体内たんぱく質中のアミノ酸残基，および脂質
中のヒドロキシ基に対し非酵素的糖化反応，所謂
メイラード反応が進行する．11,12）この現象はカルボ
ニルストレスとして知られており，膵β細胞内で
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The number of obesity and type 2 diabetes mellitus（T2DM）patients is increasing worldwide. T2DM is
characterized by the decreasing of insulin sensitivity and insufficient insulin release from pancreatic β-cells caused
by insulin resistance. in addition, impaired adipocyte differentiation enhances insulin resistance. as the peroxisome
proliferator-activated receptorγ（PParγ）plays an important role in insulin sensitivity and adipocyte
differentiation, the thiazolidine drugs which are known to PParγagonist can clinically improve insulin resistance.
Persicaria tinctoria has been used as a dye and traditional Japanese medicine in Japan over the years. Tryptanthrin,
which is an ingredient of this plant is reported to have a variety of bioactivity such as antibacterial, anti-cancer,
and anti-inflammatory. recently, Persicaria tinctoria is also used as edible food, and its usefulness has attracted
attention. Thus, to investigate the effect of tryptanthrin on the cell differentiation and adipogenesis process in 3T3-
L1 cells, 3T3-L1 cells were cultured to determine the effect of cell differentiation and glucose uptake with
tryptanthrin. as a result, tryptanthrin enhanced adipocyte differentiation in 3T3-L1 cells similar to rosiglitazone.
This effect was inhibited by cotreatment with GW9662, a PParγ antagonist. in mature 3T3-L1 adipocytes, the
lipid droplet size and accumulation were reduced by this compound and observed micro lipid droplets. The glucose
consumption were also significantly increased. in conclusion, this finding suggested that tryptanthrin is a potential
anti-diabetic compound for T2DM by promoting adipocyte differentiation and glucose consumption via PParγ.
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生じた場合に膵β細胞数やインスリン分泌量の低
下に起因した膵β細胞機能障害を誘発する 13,14）だ
けではなく，過剰な血中グルコースをグリコーゲ
ンにとして蓄える肝臓や骨格筋，および脂肪とし
て蓄える脂肪組織に対しても同様に細胞障害性を
与え，さらなるインスリン抵抗性の増悪を引き起
こす．15,16）

成熟脂肪細胞はアディポネクチンやレプチンな
どのアディポカインを産生しインスリン感受性の
亢進に寄与する 17）が，脂肪細胞の分化障害はア
ディポカインの産生に多大な影響を与える（Fig.
1）．また，過度に肥大化した脂肪細胞ではこれら
の産生が抑制されるとともに，TnF-α（Tumor
necrosis factor-α），18）iL-6（interleukin-6），19）およ
びレジスチン 20）等の炎症惹起物質を産生しインス
リン抵抗性をさらに悪化させる原因となる．これ
らは主に皮下脂肪や内臓脂肪において起こるが，
近年肝臓や膵臓などに脂肪が蓄積する異所性脂肪
もインスリン抵抗性，およびインスリン分泌に影
響を与えていることが明らかとなった．21）さらに
脂肪細胞から遊離する過剰な遊離脂肪酸はミトコ
ンドリアに対する酸化ストレスや耐糖能異常を惹
起し 22）カルボニルストレスと同様に，脂肪毒性に
よるインスリン抵抗性の悪化も重要である．23）し
たがって，脂肪前駆細胞を成熟脂肪細胞へ細胞分

化を促進させることに加え，成熟脂肪細胞におけ
る糖脂質代謝能を亢進することで脂肪細胞の正常
な機能を増強させ，インスリン抵抗性の改善とカ
ルボニルストレス，および脂肪毒性の軽減に寄与
できると考えられる．

核内受容体スーパーファミリーに属する PParγ
（Peroxisome proliferator-activated receptorγ）は，
核内で rXr（retinoid X receptor）とヘテロ二量
体を形成し，標的遺伝子のプロモーター領域に存
在する PPrE（Peroxisome proliferators response
elements）へ結合することで，コアクチベーター，
およびコリプレッサーと協調しながら標的遺伝子
発現を調節する．24）PParγは脂肪細胞分化のマス
ターレギュレーターであり，糖脂質代謝，インス
リン抵抗性に関与する重要な因子 25）として注目さ
れている．このため，PParγリガンド活性を有す
るピオグリタゾンやロシグリタゾンなどのチアゾ
リジン系誘導体は，脂肪細胞に発現する PParγ
に結合し細胞分化を促進するとともに，アポトー
シス誘導を通してインスリン抵抗性を惹起する
TnF-α，および遊離脂肪酸の分泌を抑制してイン
スリン抵抗性を改善する．26-28）加えて，GLuT4

（Glucose transporter4）発現量の回復と細胞膜への
移行量を増加させることで，血糖降下作用を発揮
する 29,30）ことから抗糖尿病薬として使用されてい
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Fig. 1.  Differentiation process of adipocytes and insulin sensitivity.
Lipid metabolism disorders result in excessive lipid accumulation, adipocyte hypertrophy, and insulin resistance. Typically, mature

adipocytes increase insulin sensitivity and maintain glucose homeostasis. however, insulin resistance caused by adipocyte dysfunction
impairs glucose homeostasis, further enhancing insulin resistance through a feedback loop. as PParγ regulates the differentiation of
pre-adipocytes and glucose and lipid metabolism in mature adipocytes, PParγ ligand may serve as a therapeutic target for type 2
diabetes mellitus.



る．しかし，これらの治療薬は循環器疾患，31）膀
胱がん，32）および骨折 33）などの罹患リスク上昇も
問題視されていることから，より安全性の高い経
済的な治療薬のニーズは高まっている．

タデ藍 Persicaria tinctoria は古来より藍染めの
染料や食用，および生薬 34）として利用されてきて
おり我々は様々な恩恵を享受してきた．藍葉には
無色の配糖体であるインジカンが大量に含有され
ており，これが植物中のβ-グルコシダーゼで分解
される際に非常に不安定な中間生成体インドキシ
ルを生成する．35）このインドキシルが空気中で酸
化されることで安定な二量体へと重合し，藍染め
の染料のもとであるインディゴになる．一方，藍
染めがこれほど普及したのは，美的要素に加え藍
のもつ多くの機能性に由来するものと考えられ，
特に天然植物成分としては希少なインドロキナゾ
リン骨格を有するトリプタンスリンは，抗菌活性，
36）抗真菌活性，37）抗炎症作用，38）アトピー性皮膚
炎等の皮膚疾患改善作用，39）および抗がん剤とし
ての可能性 40,41）等極めて多彩な生物活性が報告さ
れている．さらに，近年はタデ藍に hMG-Coa レ
ダクターゼ阻害作用を示す新規フラボノイド配糖
体 42）が発見され，食用として用いることも広まっ
てきている．本研究では，トリプタンスリンのイ
ンスリン抵抗性改善作用，および新規糖尿病治療
薬になりうる可能性を，マウス脂肪前駆細胞 3T3-
L1 細胞株を用いて評価した．

実験材料および実験方法

１．試薬・材料
ペニシリン，アムホテリシン b，siGMaFasT™

（p-nitrophenyl phosphate tablets）およびトリプタ
ンスリンは sigma aldrich（Tokyo, Japan）から，
また PParγ抗体（rabbit polyclonal），および
aLP 結合 igG 抗体（Goat anti-rabbit igG）は bio-
rad（Ca, usa）から購入したものを使用した．そ
れ以外の試薬類は，特段言及がなければ FuJiFiLM
Wako Pure Chemical Corporation（osaka, Japan）
より入手したものである．
２．PPARγリガンド活性の測定

PParγの供給源として 7 週齢の雄性 iCr マウ
スの内臓脂肪を D-Pbs と共にホモジネート後，遠
心分離した上清をタンパク質アッセイキット

（TaKara bCa Protein assay Kit, Takara bio, inc.,

otsu, Japan）にてタンパク質量を測定した．本ホ
モ ジ ネ ー ト 上 清 を 使 用 し て ELisa 法 に よ り
PParγリガンドの PParγ結合能を測定した．
caMP 応答エレメント結合タンパク質結合タンパ
ク質（CbP）を 37℃，1 時間 96 穴プレートに固定
した後洗浄し，調製したマウス内臓脂肪ホモジ
ネート上清，およびサンプルを添加し 4℃，24 時
間インキュベートした．洗浄後，5%スキムミルク
を加え 37℃，1 時間インキュベートした．1 次抗体
として抗 PParγ抗体（rabbit polyclonal），2 次抗
体として alkaline phosphatase 結合 igG 抗体（Goat
anti-rabbit igG）を各々順次添加し 37℃，1 時間イ
ンキュベートした． 洗浄後，siGMaFasT™を添
加し遮光下 600 rpm にて振とうし，immuno Mini
nJ-2300（biotech, Tokyo, Japan）を用いて 405 nm
における吸光度を測定した．サンプルは 100%
DMso に溶解後，D-Pbs で希釈した．なお，本実
験ではポジティブコントロールとしてチアゾリジ
ン系 2 型糖尿病治療薬であるピオグリタゾンを用
いた．
３．細胞培養

マウス脂肪細胞株 3T3-L1 細胞株は american
Type Cell Culture Collection（Va, usa）より購入
し た ．本 細 胞 は ，10%牛 胎 児 血 清 ア ル ブ ミ ン

（Fbs；Gibco-brL, Ma, usa）を含む Dulbecco 変
法イーグル培地（以下，DMEM）中で培養した．
また，培養中は培地に 100 u/mL ペニシリン，
25μg/mL アムホテリシン b を加え，37℃，飽湿，
5%Co2 条件下で培養した．また，脂肪前駆細胞を
分化させる際は 0.25 mM 3-イソブチル 1-メチルキ
サンチン，1μM デキサメタゾン，および 1.7μM イ
ンスリンを添加し分化誘導した．サンプルは 100%
DMso に溶解後，培地で希釈した．PParγアン
タゴニスト GW9662 添加時は，先に GW9662 処理
行った後サンプルを添加した．なお，本実験では
ポジティブコントロールとしてチアゾリジン系 2
型糖尿病治療薬であるロシグリタゾンを用いた．
４．細胞生存率の測定

細胞生存率は，WsT-8 ホルマザン法を用いて決定
した．本細胞を 96 穴プレートに 5.0×103 cells/well
になるように播種し，24 時間培養した．各サンプ
ルを最終濃度が 10μM から 1 nM となるように調
製したサンプルを培地中に加え，さらに 24 時間培
養した．その後，培地中に Cell Count reagent sF

（nacalai tesque, Kyoto, Japan）を 10μL/well 加え，
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37℃で 1 時間インキュベートした．反応終了後，
405 nm における吸光度を測定した．
５．オイルレッド O 染色

培地を除去し D-Pbs（−）で洗浄後，10%ホル
ムアルデヒド 200μL を加え，1 時間室温静置した．
10%ホルムアルデヒドを除去し，D-Pbs（−）で洗
浄した．次にオイルレッド o 染色液（60%（v/v）
2-プロパノール中に sdanⅢを 3 mg/mL で溶解）
200μL/well を加え，振とうさせながら 37℃で 20
分インキュベートした．染色液を除去し，D-Pbs

（−）200μL で洗浄後，510 nm における吸光度を
測定した．
６．脂肪前駆細胞における分化能促進効果の検討

未分化 3T3-L1 細胞を 96 穴プレートに 5.0×103

cells/well になるように播種し，サンプルを加えて
7 日間分化誘導培地（MDi 培地；10% Fbs 添加
DMEM 培地，100 iu/ml ペニシリン，25μg/ml ア
ムホテリシン b，0.25 mM 3-イソブチル 1-メチルキ
サンチン，1μM デキサメタゾン，1.7μM インスリ
ン）にて培養した．2 日間おきに培地交換を行い，
培養終了後にオイルレッド o 染色液にて油滴を染
色し nikon ECLiPsE Ts2 を用いて観察，撮影した．
７．成熟脂肪細胞における油滴量減少効果の検討

未 分 化 な 細 胞 を 96 穴 プ レ ー ト に 5.0×103

cells/well になるように播種し，4 日間 MDi 培地に
て培養した．続いて，6 日間維持培地（10% Fbs
添 加 DMEM 培 地 ， 100 iu/ml ペ ニ シ リ ン ，
25μg/ml アムホテリシン b，0.425μM インスリン）
にて培養した．その後，サンプルを添加して 5 日
間培養した．2 日間おきに培地交換を行い，培養終
了後にオイルレッド o 染色液にて油滴を染色し
nikon ECLiPsE Ts2 を用いて撮影をした．その後，
100%イソプロパノール 100μL を加え 5 分間振とう
し，染色液を溶出させた後，510 nm における吸光
度を測定した．
８．成熟脂肪細胞におけるグルコース消費試験

完全に分化させた成熟脂肪細胞を，トリプタンス
リン（1μM−1 nM），およびロシグリタゾン

（1μM−1 nM）の存在下で 4 日間培養した．細胞を
D-Pbs（−）で洗浄後，D-Pbs（−）で希釈した培
地を新たに加え，測定開始直後，1 時間後，および
3 時間経過後の培地を回収し経時的な培地中グル
コ ー ス 濃 度 を 測 定 し た ．グ ル コ ー ス 濃 度 は ，
Glucose assay KiT（CELL bioLabs inC, Ca,
usa）で測定した．

９．統計解析
統計解析は sigma stat statistical software ver.

2.03（sPss, Ca, usa）を用い，多重比較検定とし
て Dunnett�s multiple range tests（*P＜0.05 vs.
Comparison group; #P＜0.001 vs. Comparison group,
n＝3）を使用した．全ての結果は，平均値±標準
偏差で表記した． 

結　　　　　果

１．トリプタンスリンの PPARγリガンド活性
トリプタンスリン（500 nM−5 nM）の PParγ

リガンド結合活性を測定した．50 nM ピオグリタ
ゾンと比較し，50 nM，および 5 nM のトリプタン
スリンは各々1.29 倍，および 1.64 倍強い活性を示
した（p＜0.05）（Fig. 2a）．この結果より，トリプ
タンスリンはピオグリタゾンと同様に PParγリ
ガンド結合活性を有することが示された．次に，5
nM のトリプタンスリンと PParγアンタゴニスト
GW9662（100 nM−1 nM）併用時におけるトリプ
タンスリン結合活性を測定した．Fig. 2b に示すよ
うに，100 nM または 10 nM の GW9662 併用によ
り，結合活性は用量依存的に有意に抑制された．
これらの結果より，トリプタンスリンは PParγ
リガンド結合ドメインへ結合する PParγアゴニ
ストであることが示された．
２．細胞生存率に対するトリプタンスリン，および

ロシグリタゾンの影響
トリプタンスリン，およびロシグリタゾンの脂

肪前駆細胞（3T3-L1 細胞株）に対する細胞毒性を
MTT 法で評価した．Fig. 3 に示すように，1μM ま
では細胞生存率に全く影響を及ぼさないが，10μM
ではトリプタンスリンとロシグリタゾン共に細胞
生存率を有意に低下させたため，細胞毒性を示す
ものと判断した．したがって，以下の実験では
10μM を除いた 1μM から 1 nM における測定・評
価を行った．
３．脂肪前駆細胞の細胞分化に対するトリプタン

スリンの影響
トリプタンスリンは PParγリガンド活性を示し

たことから，脂肪滴の生成，および成熟脂肪細胞分
化に対する影響を評価した．3T3-L1 脂肪前駆細胞
は，インスリン存在下，または非存在下にてサンプ
ル添加後 7 日間培養し，脂肪滴（Lipid droplet；
LD）をオイルレッド o（oro）染色した．
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１）脂肪前駆細胞に対するトリプタンスリンの
影響

Fig. 4 コントロール群インスリン（−）に示すよ
うに未分化な細胞は紡錘状の形態をとる（白矢印）
が，トリプタンスリン（1μM−1 nM）で処理した
細胞はコントロール群と比較し球状の丸い成熟脂
肪細胞が示す形態に（Fig. 4a 黒丸印）変化したこ
と認めたため，細胞分化を促進したことが oro 染

色から明らかになった．その分化刺激作用はイン
スリン非依存的であり，明確な用量依存性は観察
されなかった．しかし，インスリン存在下では，
トリプタンスリン処理した細胞は，紡錘状からよ
り丸い形状へ形態学的変化が観察され，さらに大
きな LD 断片が小さな micro LD に分散している

（黒矢印）ことを認めた．一方，インスリン非存在
下では，インスリン存在下と比較し細胞の生育密
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Fig. 2.  PParγ ligand activity of tryptanthrin.
a）PParγ ligand-binding activity of tryptanthrin. *P＜0.05 vs. 50 nM pioglitazone. b）The ligand activity of tryptanthrin was

suppressed in a dose-dependency manner by the PParγ antagonist GW9662. *P＜0.05 vs. 5 nM tryptanthrin. all values are presented
as means±s.D.（n＝3）．

Fig. 3.  The cytotoxicity of tryptanthrin and rosiglitazone in 3T3-L1 pre-adipocytes.
Compared to vehicle control, the rosiglitazone treated group significantly decreased survival at 10μM（*P＜0.05 vs. control）．The

cells were treated with samples（10μM−1 nM）for 24 h. all values are presented as means±s.D.（n＝3）．



度，および脂肪蓄積を伴った成熟度は低かった．
このことから，トリプタンスリンは脂肪前駆細胞
の成熟脂肪細胞への細胞分化を促進し，その作用
はインスリンにより増強されることが示唆された． 
２）PPARγアンタゴニスト GW9662 併用時に

おけるトリプタンスリンの脂肪前駆細胞に
対する影響

未熟 3T3-L1 細胞を PParγアンタゴニスト

GW9662（1μM−1 nM）の非存在下，および存在
下で 1μM トリプタンスリンと共に 7 日間培養し，
分化誘導後に細胞を観察，撮影した結果を Fig. 5a
に示す．GW9662（1μM−1 nM）で処理した細胞
では，トリプタンスリン単独群と比較して LD の
生成，および成熟脂肪細胞分化に低下が認められ
た．すなわち，1μM GW9662 処理した細胞ではイ
ンスリン非依存的に強い生育阻害が認められ，
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Fig. 4.  The effects of tryptanthrin and rosiglitazone on adipocyte differentiation of 3T3-L1 pre-adipocytes. 
Preadipocytes were cultured DMEM supplemented with 10% Fbs, antibiotic-antimycotic solution, 0.25 mM isobutyl-methylxanthine,

1μM dexamethasone, and 1.7μM insulin. Photographs of cells cultured were taken at olympus CKX31（magnification: ×200）．a）
Tryptanthrin（1μM−1 nM）．b）rosiglitazone（1μM−1 nM）．

Fig. 5.  The effects of tryptanthrin and rosiglitazone combined with GW9662 on adipocyte differentiation of 3T3-L1 pre-adipocytes. 
Preadipocytes were cultured DMEM supplemented with 10% Fbs, antibiotic-antimycotic solution, 0.25 mM isobutyl-methylxanthine,

1μM dexamethasone, and 1.7μM insulin. Photographs of cells cultured with GW9662 were taken at nikon ECLiPsE Ts2
（magnification: ×200）．after oro staining, the oro dye was eluted and quantified at 510 nm.



GW9662（100 nM−1 nM）で処理した細胞は脂肪
細胞分化に伴う large LD（Fig. 5a 黄色矢印），お
よび micro LD（Fig. 5a 黒色矢印）の分散が認め
られ，インスリン存在下では，トリプタンスリン
処理した細胞はインスリン非存在下と比較して脂
肪細胞分化が促進され，細胞の成熟度は同様に高
かった．このことから，トリプタンスリンはイン
スリンによる脂肪細胞分化作用を増強することに
加え，GW9662 併用時にはその作用が強く阻害さ
れることからトリプタンスリンは PParγを介し
て LD 代謝，および成熟脂肪細胞分化作用を示す
ことが示唆された．一方，Fig. 4b に示すようにロ
シグリタゾン（1μM−1 nM）で処理した細胞は，
コントロール群と比較して強く染色されたことか
ら成熟脂肪細胞に分化したが，トリプタンスリン
の結果と同様に明確な用量依存性は示さなかった．
しかし，インスリン存在下では，ロシグリタゾン
処理した脂肪前駆細胞は，トリプタンスリンと同
様に形態学的変化（Fig. 4b 黒丸印），および micro
LD（Fig. 4b 黒色矢印）を認めた．このことから，
インスリン非存在下ではロシグリタゾン処理した
細胞はコントロール群と比較すると細胞分化を促
進したが，細胞分化，および成熟度はトリプタン
スリンに比較して低いことが示唆された．さらに，
Fig. 5b に示すように，GW9662（1μM−1 nM）で
処理した細胞では，ロシグリタゾンによる LD の

生成，および成熟脂肪細胞分促進作用に抑制が認
められた．トリプタンスリンに対する影響と同様
に，1μM GW9662 で処理した細胞は大幅な生育阻
害が見られたものの，1μM を除くその他の濃度で
は LD の分散が観察された．また，インスリン存
在下では，ロシグリタゾン処理した細胞はインス
リン非存在下と比較して脂肪細胞の分化を促進し，
生育密度，および脂肪蓄積を伴う細胞の成熟度は
同様に高かった．以上の結果より，トリプタンス
リンはロシグリタゾンと同様に PParγの活性化
を介して脂肪前駆細胞の成熟脂肪細胞への分化を
促進させることが明らかとなった．脂肪前駆細胞
は，一般的に成熟脂肪細胞への細胞分化に伴い同
時期に LD 蓄積の増加を伴うものと考えられてい
るが，Fig. 6a に示すように 1μM トリプタスリン
で処理した細胞は，コントロール群と比較し脂肪
蓄積量の低下を示したことから，細胞分化と脂肪
蓄積との間に非同期性があることを示唆した．
４．成熟脂肪細胞における肥大化脂肪滴量に対す

るトリプタンスリンの影響
3T3-L1 細胞を分化誘導培地（以下，MDi）で 4

日間培養後，維持培地で 6 日間培養し，成熟脂肪
細胞の LD を肥大化させた．各サンプルを添加後，
さらに 5 日間培養し，成熟脂肪細胞に対するトリ
プタンスリンの影響を評価した．

Fig. 7a に 示 す よ う に ，ト リ プ タ ン ス リ ン
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Fig. 6.  The effects of tryptanthrin and rosiglitazone on lipid accumulation.
after oro staining, the oro dye was eluted and quantified at 510 nm. a）Lipid accumulation of tryptanthrin-treated group. b）Lipid

accumulation of rosiglitazone-treated group. all values are presented as means±s.D. all values are presented as mean±s.D.（n＝3, *P＜
0.05 vs. 1μM each samples）．



（1μM−1 nM）はコントロール群と比較して，細
胞分化を適正化し過剰な脂肪蓄積を用量依存的に
有意に抑制した．また，Fig. 8a に示すように，コ
ントロール群では LD 蓄積量の増加に加え Large
LD が観察されたが，トリプタンスリン（1μM−1
nM）で処理した細胞では用量依存性は見られな
かったが LD サイズの縮小と多数の micro LD の分
散を認めた．

同様に，ロシグリタゾン（1μM−1 nM）におい
てもコントロール群と比較して，細胞分化を適正
化し過剰な脂肪蓄積を有意に抑制した（Fig. 7b）．
ま た Fig. 8b に 示 す よ う に ，ロ シ グ リ タ ゾ ン

（1μM−1 nM）で処理した細胞でも用量依存性は
認められなかったが LD サイズの縮小と多数の
micro LD の分散を認めた．これらの結果より，ト
リプタンスリンは PParγの活性化を介して成熟
脂肪細胞の肥大化脂肪滴量に対して抑制的に作用
することが示唆された．
５．成熟脂肪細胞におけるグルコース消費に対す

るトリプタンスリンの影響
トリプタンスリン，およびロシグリタゾンが成

熟脂肪細胞におけるグルコース消費に与える影響
を測定・評価した．トリプタンスリン（1μM−1
nM）で処理した細胞では，コントロール群と比較
し測定開始 1 時間経過後には明確な用量依存性は
認められなかったものの全濃度で有意なグルコー
ス濃度の低下を示した（Fig. 9a）．また，グルコー
ス濃度が最も低下した 1μM トリプタンスリンで処

理した細胞は，コントロール群と比較しグルコー
ス濃度が 10.1%低下した．

同様にロシグリタゾン（1μM−1 nM）で処理し
た細胞でも，測定開始 1 時間経過後には明確な用量
依存性は認められなかったが，1 nM を除く 1μM，
100 nM，および 10 nM で有意なグルコース濃度の
低下を示した（Fig. 9b）．このことから，トリプタ
ンスリンは，ロシグリタゾンと同程度のグルコース
消費を促進する作用を有することから，グルコース
取り込みを増強する可能性が示唆された．

考　　　　　察

脂肪細胞の分化障害は，肥満関連疾患である 2
型糖尿病とインスリン抵抗性に密接に関係 43）して
おり，糖尿病に起因した高血糖状態はカルボニル
ストレスを惹起することでインスリン抵抗性によ
り一層拍車をかける．成熟脂肪細胞から分泌され
るアディポネクチンやレプチンなどのアディポカ
インは，インスリン感受性を上昇させるために重
要な役割を果たす．44）また，PParγの活性化は，
細胞分化や脂肪細胞の機能性維持に重要であり，
PParγ遺伝子の発現と共にアディポカイン分泌も
増加する 45）ので，脂肪前駆細胞の細胞分化を促進
し成熟脂肪細胞に分化促進することは，インスリ
ン抵抗性の改善と糖，および脂質毒性の軽減に有
効であると考えられている．

本研究では，インスリン非存在下においてトリ
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Fig. 7.  The tryptanthrin and rosiglitazone reduced lipid droplet size and accumulation in mature adipocytes.
after oro staining, the oro dye was eluted and quantified at 510 nm. a）Lipid accumulation of tryptanthrin-treated group. all values

are presented as means±s.D.（n＝3, *P＜0.05 vs. control），b）Lipid accumulation of rosiglitazone-treated group. all values are presented
as means±s.D.（n＝3, *P＜0.05 vs. control）．



プタンスリン（1μM−1 nM）で処理した脂肪前駆
細胞はコントロール群と比較し，弱い細胞分化が
観察されたが，インスリン存在下ではインスリン
はその細胞分化作用を増強した（Fig. 4a）．インス
リンはインスリン受容体に結合し Pi3K/akt シグ
ナル伝達経路を活性化させ，脂質代謝，グルコー
ス輸送，および細胞分化など多様な生理機能を司
るが，この Pi3K/akt 系は PParγと密接に関与
していることが明らかにされている．46）このこと
から，トリプタンスリンはインスリンの有無に関
係なく，PParγ依存性 Pi3K/akt シグナル伝達経
路の活性化を介して細胞分化を促進することで，
インスリン感受性レベルを上昇させたことが推察
される．

本研究では，50 nM，および 5 nM の低濃度のト
リプタンスリンは強い PParγリガンド活性を示
したが，500 nM という高濃度トリプタンスリンで
はその活性は抑制された．これは，トリプタンス
リンは複数のメカニズムが関与している二相性の
PParγリガンド活性を有していることを示唆して
いる．PParγリガンドは，用量依存的に PParγ
を介して ErK 経路を活性化する 47）が，トログリ
タゾンなどの PParγ特異的アゴニストは，用量
非依存的に aMP 活性化キナーゼ（aMPK）を活
性化する 48）ことも報告されている．したがって，
トリプタンスリンの二相性のリガンド活性は，
PParγ依存性，および非依存性メカニズムの両方
に起因する可能性があり，明確な濃度依存性が確

認できなかったことも加味すると，今後 in vivo に
おける至適濃度を評価する必要性がある．

脂肪前駆細胞は細胞分化過程を通して，成熟脂
肪細胞が有する形態学的，および生理学的特性を
獲得する．つまり，脂肪細胞は各種アディポカイ
ン分泌能だけではなく脂質分解，および生成能も
獲得する．49）本研究では，トリプタンスリン

（1μM−1 nM）で処理した脂肪前駆細胞（Fig.
4a），および成熟脂肪細胞（Fig. 8a）において
micro LD が観察された．この LD の分散は，脂質
代謝の主要な調節因子であるペリリピンとホルモ
ン感受性リパーゼの局在化に影響するとされ，そ
れに伴って生じる micro LD は large LD と比較し
て高い脂肪分解活性の結果により生じるものであ
る．50）アジポフィリンの一種であるペリリピンは，
脂肪細胞のトリグリセリド（TG）液滴表面に存在
するため LD 表面積/体積比を増加させることで，
ペリリピン，および複数の脂質代謝酵素による効
率的な TG 分解を誘導するものと考えられる．一
方，成熟脂肪細胞に分化するに伴い脂肪蓄積量の
増加も示す，いわゆる同期的な分化促進を示す知
見が多く見受けられるが，本研究ではトリプタン
スリンは非同期性を示した．これより，PParγに
より制御されているペリリピン発現，および細胞
分化に対し抑制的に作用することで脂肪生成阻害，
または分化阻害を引き起こしている可能性も払拭
できないことから，さらなる検討が必要である．

加えて，トリプタンスリン（1μM−1 nM）で処
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Fig. 8.  The tryptanthrin and rosiglitazone reduced lipid droplet size and accumulation in mature adipocytes.
a）oil red o staining of tryptanthrin treated group（magnification: ×200），b）oil red o staining of rosiglitazone treated group

（magnification: ×200）．



理した成熟脂肪細胞ではコントロール群と比較し
て脂肪蓄積量の減少を認めた（Fig. 7a）．このこと
から，成熟脂肪細胞において PParγを介した脂
質合成関連の標的遺伝子を調節し，アセチル Coa
カルボキシラーゼ，脂肪酸合成酵素，およびグリ
セロール 3 リン酸デヒドロゲナーゼ等の脂質生成，
および TG 合成関連酵素の活性の調節 51,52）にトリ
プタンスリンは影響を及ぼした可能性も推察され
る．その一方，PParγを介し細胞分化を抑制する
ことによる分化阻害，もしくは脂質代謝系阻害に
起因した LD 蓄積量の低下も否定できないことか
ら，糖脂質代謝に関わる遺伝子発現解析を行うこ
とで，より詳細なメカニズム解明に寄与できるも
のと考える．

インスリン抵抗性の発現と増悪は，脂肪細胞に
発現した GLuT4 によるグルコース取り込み障害も
一因とされている．53）今回，トリプタンスリン

（ 1μM−1 nM） で 処 理 し た 成 熟 脂 肪 細 胞 は
PParγ活性化を介して培地中グルコースの消費量
を増加させた．PParγリガンドはグルコース代謝
に直接関与する GLuT4 遺伝子発現を調節し，脂肪
細胞におけるグルコース輸送を増加させる 54）こと
から，トリプタンスリンは GLuT4 発現量をアップ
レギュレーションしたものと推測された．

PParγ，および Pi3K/akt シグナル伝達経路
は，細胞分化と糖脂質代謝を司るため，2 型糖尿病

治療薬，およびそのメカニズムを検討する上で多
くの研究報告がなされている．55,56）これらの研究
は，細胞分化を促進し抗脂肪生成作用，または脂
肪分解促進作用を増強することでインスリン抵抗
性の改善が期待されるものである．したがって，
Persicaria tinctoria 含有成分であるトリプタンスリ
ンは，PParγを介して脂肪前駆細胞の細胞分化を
促進し，成熟脂肪細胞の糖脂質代謝能を亢進する
ことでインスリン抵抗性の改善に寄与する新たな
有用植物成分である可能性を有するものと考える．
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