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(57)【要約】
【課題】前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化阻害効果およ
び脂肪細胞内の脂肪滴の縮小効果を有する天然有機化合
物、ならびにかかる天然有機化合物を有効成分として含
有する医薬を提供すること。
【解決手段】沖縄県石垣島米原にて採取された藍藻から
単離した次の化学式（１）で示される新規天然有機化合
物、かかる化合物が前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化阻
害活性および脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を有するこ
とから、かかる化合物を有効成分として含有する抗肥満
薬、および脂肪細胞内の細胞滴を縮小させることを特徴
とする抗肥満薬。

【選択図】図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の化学式（１）で示される化合物。
【化１】

（化学式（１））
【請求項２】
　請求項１記載の化合物を有効成分として含有することを特徴とする抗肥満薬。
【請求項３】
　脂肪細胞内の細胞滴を縮小させることを特徴とする請求項２記載の抗肥満薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、藍藻から得られた新規天然有機化合物、およびかかる天然有機化合物を有効
成分として含有する抗肥満薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　海洋は地球上の表面積の約７１％を占め、地球全体の生物の約９０％が海洋に棲息する
といわれている。海洋生物は、陸上生物と比較すると異なった環境で生存しており、海水
という塩濃度の高い系に存在し、温度変化が比較的小さく、高い圧力を受けることがある
。こうした特異な環境に生育する生物が生産する化学物質は多彩な構造を持ち、それらの
中には、様々な生物活性を持つものが明らかになってきている。
　現在、生物活性物質の探索源として有望視されている海洋生物として藍藻が挙げられる
。藍藻は光合成を行う原核生物であり、淡水湖沼、汽水域、海洋、土壌など様々な環境下
で生育している。生育環境によって特異な化学構造や生理活性を示す物質を生産すること
が知られており、例えば、発癌プロモーター活性を有するＬｙｎｇｂｙａｔｏｘｉｎ　Ａ
（非特許文献１）、骨吸収活性を阻害するＢｉｓｅｌｙｎｇｂｙａｓｉｄｅ（非特許文献
２）、また強力なプロテインキナーゼの阻害活性を示すＢｉｓｅｂｒｏｍｏａｍｉｄｅ（
非特許文献３）などが挙げられ、生物活性物質やそのリード化合物の探索源として藍藻が
期待されている。
【０００３】
　ヒトのからだの脂肪組織および種々の臓器における過度の脂肪の蓄積により引き起こさ
れる肥満は、体質的因子、食餌性因子、精神的因子、代謝的因子、運動不足などが要因と
なり、結果的に摂取カロリーが消費カロリーを上回り、脂肪が蓄積して起こるものである
。肥満は糖尿病、高血圧、脂質異常症など多くの生活習慣病の原因となっており、特に近
年では高血圧や脂質異常症など複数の生活習慣病を合併していることをメタボリックシン
ドローム（内臓脂肪症候群）と呼称している。厚生労働省の平成１８年度国民健康調査に
おいて、４０～７４歳のメタボリックシンドロームの該当者数が約９６０万人、予備群者
数が約９８０万人とされている。そのため、効果的な治療法や予防法が求められている。
　また、日本人の死因の第１位はがん、第２位は脳卒中（脳梗塞や脳出血）、第３位は心
臓病（心筋梗塞や狭心症）であり、２位と３位はどちらも動脈硬化や高血圧、脂質異常症
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などが大きな危険因子であるが、これらには食事や肥満が大きく関わっている。さらに、
日本人の間で急激に増えている糖尿病、高尿酸血症や痛風、脂肪肝、膵炎なども、肥満と
の関わりが深い病気といわれている。
　肥満の状態では、生体内の脂肪細胞に存在する脂肪滴、すなわちトリグリセリド量が増
加し、細胞が肥大している。さらに、最近になって、成人となってからでも脂肪細胞の数
が増加することが報告されている。したがって、脂肪細胞への分化を阻害すること、およ
び脂肪細胞内の脂肪滴に作用することの両面から肥満の進行を阻害する試みが期待されて
いる。
【０００４】
　本発明者らは、前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化阻害または脂肪細胞の脂肪蓄積の阻害
を通して抗肥満効果を示す医薬等について研究を続けており、特定のキノコ又は植物から
抽出した成分を有効成分とする前駆脂肪細胞分化阻害剤（特許文献１）、環状ヘプタペプ
チドであるテルナチン：ｃｙｃｌｏ［－Ｄ－Ｉｌｅ１－（Ｎ－Ｍｅ）－Ｌ－Ａｌａ２－（
Ｎ－Ｍｅ）－Ｌ－Ｌｅｕ３－Ｌ－Ｌｅｕ４－（Ｎ－Ｍｅ）－Ｌ－Ａｌａ５－（Ｎ－Ｍｅ）
－Ｄ－Ａｌａ６－β―ＯＨ－Ｄ－Ｌｅｕ７－］を有効成分とする前駆脂肪細胞分化阻害剤
（特許文献２）、および植物成分のビサボロールオキシド－Ａ－β－グルコシドを有効成
分とする前駆脂肪細胞分化阻害剤（特許文献３）を見出すことに成功した。
　また、公知の抗菌作用を有する天然有機化合物であるオーレオシンにはトリグリセリド
の生合成阻害活性があり、血液中のトリグリセリド濃度を低下させることが報告されてい
る（特許文献４）。
　しかしながら、これまで得られた天然物からの抽出成分や天然有機化合物は、必ずしも
抗肥満薬として満足のいくものではなく、とりわけ、脂肪細胞内の脂肪滴に作用すること
による抗肥満薬といった観点からは満足のいくものはなく、より優れた効果を発揮する天
然有機化合物についての検討が不可欠であった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２００４－０７５６４０号公報
【特許文献２】特開２００５－２２００７４号公報
【特許文献３】特開２００６－２１３６４８号公報
【特許文献４】特開平９－１９４３６６号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｊ．Ｈ．Ｃａｒｄｅｌｌｉｎａ　ＩＩ，Ｆ．Ｊ．Ｍａｒｎｅｒ，Ｒ．Ｅ
．Ｍｏｏｒｅ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０４，１９３（１９７９）
【非特許文献２】Ｔ．Ｙｏｎｅｚａｗａ，Ｎ．Ｍａｓｅ，Ｈ．Ｓａｓａｋｉ，Ｔ．Ｔｅｒ
ｕｙａ，Ｓ．Ｈａｓｅｇａｗａ，Ｂ．Ｃｈａ，Ｋ．Ｙａｇａｓａｋｉ，Ｋ．Ｓｕｅｎａｇ
ａ，Ｋ．Ｎａｇａｉ，Ｊ．Ｗｏｏ，Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２０１２，２，４４０
【非特許文献３】Ｔ．Ｔｅｒｕｙａ，Ｈ．Ｓａｓａｋｉ，Ｈ．Ｆｕｋａｚａｗａ，ａｎｄ
　Ｋ．Ｓｕｅｎａｇａ，　Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．，２００９，１１，５０６２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、上記に記載した背景の下、前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化阻害活性
および脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を有する新規天然有機化合物、ならびにかかる天然
有機化合物を有効成分として含有する医薬を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、沖縄県石垣島米原にて採取した藍藻（Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ　ｓｐ
．）から新規天然有機化合物である化学式（１）で示される化合物を単離し、かかる化合
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物が前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分化阻害活性および脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を有
することを見出し、本発明を完成するに至った。
【化１】

（化学式（１））
【０００９】
　すなわち、本発明は、化学式（１）で示される化合物に関する。

【化２】

（化学式（１））
【００１０】
　また、本発明は、上記化学式（１）で示される化合物を有効成分として含有することを
特徴とする抗肥満薬に関する。
【００１１】
　さらに、本発明は、脂肪細胞内の脂肪滴を縮小させることを特徴とする上記化学式（１
）で示される化合物を有効成分として含有する抗肥満薬に関する。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、化学式（１）で示される新規化合物は、前駆脂肪細胞の脂肪細胞への
分化阻害活性を有すると共に、脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を有することから、脂肪の
蓄積や肥満の予防、改善に寄与するものである。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本発明に係る化学式（１）で示される化合物の分画・精製過程を示す図である。
【図２】本発明に係る化学式（１）で示される化合物の分画・精製過程を示す図である。
【図３】本発明に係る化学式（１）で示される化合物の脂肪細胞への分化阻害活性を示す
グラフである。
【図４】本発明に係る化学式（１）で示される化合物の脂肪細胞内のトリグリセリドレベ
ルへの影響を示すグラフである。
【図５】本発明に係る化学式（１）で示される化合物の細胞内の乳酸レベルへの影響を示
すチャートである。
【発明を実施するための形態】
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【００１４】
　以下、本発明の実施形態について詳細に説明する。
【００１５】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物は藍藻から抽出し、精製することにより得
ることができる。より詳細には、本発明に係る化学式（１）で示される化合物は沖縄県石
垣島米原にて採取した藍藻（Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ　ｓｐ．）から抽出し、精製する
ことにより得た。
【００１６】
　藍藻は光合成を行う原核生物であり、淡水湖沼、汽水域、海洋、土壌など様々な環境下
で広く生育しているものであるが、本発明で使用する藍藻としては、沖縄県石垣島米原近
辺に生息する藍藻（Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ　ｓｐ．）を用いるのが好ましい。本発明
に係る化学式（１）で示される化合物を含有する藍藻（Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ　ｓｐ
．）またはその部位は、それ自身を乾燥させた乾燥物、その粉砕物、それら自身を圧搾抽
出することにより得られる搾汁、水あるいはアルコール、エーテル、アセトンなどの有機
溶媒による粗抽出物、および粗抽出物を分配、カラムクロマトなどの各種クロマトグラフ
ィーなどで段階的に精製して得られた抽出物画分など、すべてを利用することができる。
これらは単独で用いてもよく、また２種以上混合してもよい。
【００１７】
　例えば、藍藻を採取した後に冷凍保存し、含水メタノールにて粉砕・抽出し、粗抽出物
を得、粗抽出物を酢酸エチル層と水層とに分配し、さらに、有機層としての酢酸エチル層
をＯＤＳシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより画分することができる。
【００１８】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物は新規な化合物であり、本発明により前駆
脂肪細胞の分化阻害活性、および脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性に優れることを見出され
たものである。
【００１９】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物は、優れた前駆脂肪細胞の脂肪細胞への分
化阻害活性および脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を有することから、抗肥満剤として使用
可能である。
【００２０】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物は、特に脂肪細胞内の脂肪滴の縮小活性を
有することから、脂肪細胞内の脂肪滴を縮小させることによる抗肥満薬として使用可能で
ある。
【００２１】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物を有効成分として含む医薬組成物は抗肥満
薬として使用され得るものであるが、ここで「肥満」とは一般的には体内に脂肪組織が一
定以上多量に蓄積した状態をいう。本明細書においては「肥満」は広義に解釈されるもの
とし、その概念に肥満症を含む。「肥満症」とは肥満に起因ないし関連する健康障害（合
併症）を有するか又は将来的に有することが予測される場合であって、医学的に減量が必
要とされる病態をいう。
　肥満の判定法としては、通常、国際的に広く使用されているＢＭＩ（Ｂｏｄｙ　Ｍａｓ
ｓ　Ｉｎｄｅｘ）を尺度としたものが用いられている。ＢＭＩは、体重（ｋｇ）を身長（
ｍ）の二乗で除した数値（ＢＭＩ＝体重（ｋｇ）／身長（ｍ）２）である。ＢＭＩ＜１８
．５は低体重、１８．５≦ＢＭＩ＜２５は普通体重、２５≦ＢＭＩ＜３０は肥満（１度）
、３０≦ＢＭＩ＜３５は肥満（２度）、３５≦ＢＭＩ＜４０は肥満（３度）、４０≦ＢＭ
Ｉは肥満（４度）と判定される。もっとも、標準体重（理想体重）は性別、年齢、職業ま
たは生活習慣の差異などによって個人ごとに相違するものであることから、肥満の判定を
この方法で一律に行い、本発明の抗肥満薬を厳格に適用することを意図するものではない
。
【００２２】
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　本発明の抗肥満薬の製剤化は常法に従って行うことができる。製剤化する場合には、製
剤上許容される他の成分（例えば、担体、賦形剤、崩壊剤、緩衝剤、乳化剤、懸濁剤、無
痛化剤、安定剤、保存剤、防腐剤、生理食塩水など）を含有させることができる。賦形剤
としては乳糖、デンプン、ソルビトール、Ｄ－マンニトール、白糖等を用いることができ
る。崩壊剤としてはデンプン、カルボキシメチルセルロース、炭酸カルシウム等を用いる
ことができる。緩衝剤としてはリン酸塩、クエン酸塩、酢酸塩等を用いることができる。
乳化剤としてはアラビアゴム、アルギン酸ナトリウム、トラガント等を用いることができ
る。懸濁剤としてはモノステアリン酸グリセリン、モノステアリン酸アルミニウム、メチ
ルセルロース、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシメチルセルロース、ラウリル硫
酸ナトリウム等を用いることができる。無痛化剤としてはベンジルアルコール、クロロブ
タノール、ソルビトール等を用いることができる。安定剤としてはプロピレングリコール
、アスコルビン酸等を用いることができる。保存剤としてはフェノール、塩化ベンザルコ
ニウム、ベンジルアルコール、クロロブタノール、メチルパラベン等を用いることができ
る。防腐剤としては塩化ベンザルコニウム、パラオキシ安息香酸、クロロブタノール等と
用いることができる。
【００２３】
　製剤化する場合の剤型も特に限定されず、例えば錠剤、散剤、細粒剤、顆粒剤、カプセ
ル剤、シロップ剤、注射剤、外用剤、および座剤などとして本発明の医薬を提供できる。
本発明の医薬組成物には、期待される治療効果（予防効果も含む）を得るために必要な量
（即ち治療上有効量）の有効成分が含有される。本発明の医薬組成物中の有効成分量は一
般に剤型によって異なるが、所望の投与量を達成できるように有効成分量を例えば約０．
１重量％～約９５重量％の範囲内で設定する。
【００２４】
　本発明の抗肥満薬はその剤型に応じて経口投与又は非経口投与（静脈内、動脈内、皮下
、筋肉、又は腹腔内注射、経皮、経鼻、経粘膜など）によって対象に適用される。ここで
の「対象」は特に限定されず、ヒトおよびヒト以外の哺乳動物（ペット動物、家畜、実験
動物を含む。）を含む。好ましい態様としては、本発明の抗肥満薬はヒトに対して適用さ
れる。
【００２５】
　本発明の抗肥満薬（有効成分）の投与量は、期待される治療効果が得られるように設定
される。治療上有効な投与量の設定においては一般に症状、患者の年齢、性別、および体
重などが考慮される。なお、当業者であればこれらの事項を考慮して適当な投与量を設定
することが可能であり、例えば、成人（体重約６０ｋｇ）を対象として一日当たりの有効
成分量が約１ｍｇ～約６ｇ、好ましくは約６ｍｇ～約６００ｍｇとなるよう投与量を設定
することができる。投与スケジュールとしては例えば一日一回～数回、二日に一回、或い
は三日に一回などを採用できる。投与スケジュールの作成においては、患者の病状や有効
成分の効果持続時間などを考慮することができる。
【００２６】
　以下、実施例を挙げて、本発明の具体的態様を示すものであるが、本発明の技術的範囲
は実施例の記載により何ら限定されるものではない。
【実施例１】
【００２７】
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物の単離・精製・構造決定
　沖縄県石垣島米原で採取した藍藻（Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ　ｓｐ．）６００ｇ（湿
重量）を用いた。採取後は冷凍保存し、小石を取り除いてから含水メタノール中にてブレ
ンダーで粉砕した。抽出液を吸引濾過し、ロ液をエバポレーターを用いて濃縮した。粗抽
出物を酢酸エチル（４００ｍｌ×３）と水（４００ｍｌ）とで分配した。得られた酢酸エ
チル層を減圧濃縮し、濃縮物を８０％メタノール水溶液（２５０ｍｌ）とヘキサン（２５
０ｍｌ×３）で脱脂した。得られた８０％メタノール水溶液層を減圧濃縮し、濃縮物をＯ
ＤＳカラムクロマトグラフィー［Ｃｏｓｍｏｓｉｌ　７５Ｃ１８－ＯＰＮ（φ　２０×８
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５ｍｍ）、メタノール／水（２０／８０→４０／６０→６０／４０→８０／２０→メタノ
ール）］により５画分（Ｆｒ．１～５）に分離した。
（図１参照）
　得られた各溶出画分の内、６０％メタノール溶出画分（Ｆｒ．３）１５．２ｍｇを逆相
高速液体クロマトグラフィー［Ｄｅｖｅｌｏｓｉｌ　ＯＤＳ　ＨＧ－５（φ　１０×２５
０ｍｍ）、アセトニトリル／水（１０／９０）→（グラジェント３０ｍｉｎ）→（１００
／０）、検出ＵＶ２１５ｎｍ、流速　４．６ｍＬ／ｍｉｎ］により９画分（Ｆｒ．３－１
～９）に分離した。得られた画分（Ｆｒ．３－５）において脂肪細胞への分化阻害活性が
認められたため、この画分の精製を行った。得られたＦｒ．３－５を逆相高速液体クロマ
トグラフィー［Ｄｅｖｅｌｏｓｉｌ　ＯＤＳ　ＨＧ－５（φ　１０×２５０ｍｍ）、アセ
トニトリル／水（３０／７０）→（グラジェント３０ｍｉｎ）→（５５／４５）→（グラ
ジェント５ｍｉｎ）→（１００／０）、検出ＵＶ２１５ｎｍ、流速　４．６ｍＬ／ｍｉｎ
］により９画分（Ｆｒ．３－５－１～３－５－９）に分離した。得られた画分（Ｆｒ．３
－５－５，７）において阻害活性が認められた。Ｆｒ．３－５－７（１．０ｍｇ、不定形
白色粉末）は本発明に係る化学式（１）で示される化合物であった。
（図２参照）
【００２８】
　図１および図２に示した操作により得られた不定形白色粉末である本発明に係る化学式
（１）で示される化合物について、高分解能ＥＳＩ－ＭＳにより得られた分子イオンピー
クの値［ｍ／ｚ３８７．２１６３（Ｍ＋Ｎａ）＋，Δ＋１．６ｍｍｕ］より、分子式を求
めたところ、Ｃ２１Ｈ３２Ｏ５の化合物であることが判明した。
　さらに、１Ｈ－ＮＭＲ、１３Ｃ－ＮＭＲおよびＨＭＢＣを測定し、得られたスペクトル
を解析することにより、不定形白色粉末であって、Ｃ２１Ｈ３２Ｏ５の分子式を有する化
合物の構造を以下のとおり決定した。
【化３】

【００２９】
　図１および図２に示した操作により得られた不定形白色粉末である本発明の化学式（１
）で示される化合物についての１Ｈ－ＮＭＲ、および１３Ｃ－ＮＭＲのスペクトルデータ
を以下に示す。
１Ｈ－ＮＭＲ（Ｃ６Ｄ６，５００ＭＨｚ）
　d ５．３６（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝８．５，Ｈ－１４），５．１６（ｔ，１Ｈ，Ｊ＝７．０，
Ｈ－８），４．３８（ｑ，１Ｈ，Ｊ＝６．５，８．５，Ｈ－１５），３．２９（ｄｄ，１
Ｈ，Ｊ＝５．５，７．５，Ｈ－１２），３．２３（ｓ，３Ｈ，２－ＯＭｅ），３．０３（
ｓ，３Ｈ，１２－ＯＭｅ），２．８６（ｄ，２Ｈ，Ｊ＝７．０，Ｈ－７），２．１３（ｓ
，３Ｈ，３－Ｍｅ），２．１０（ｍ，１Ｈ，Ｈ－１０ａ），２．０３（ｍ，１Ｈ，Ｈ－１
０ｂ），２．０１（ｓ，３Ｈ，５－Ｍｅ），１．７９（ｍ，１Ｈ，Ｈ－１１ａ），１．５
８（ｍ，１Ｈ，Ｈ－１１ｂ），１．４８（ｓ，３Ｈ，１３－Ｍｅ），１．４８（ｓ，３Ｈ
，９－Ｍｅ），１．１３（ｄ，３Ｈ，Ｊ＝６．５，１５－Ｍｅ）
１３Ｃ－ＮＭＲ（Ｃ６Ｄ６，１２５ＭＨｚ）
　d １７９．９（Ｃ－４），１６１．７（Ｃ－２），１５６．７（Ｃ－６），１３８．２
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（Ｃ－５），１３５．０（Ｃ－１３），１３４．０（Ｃ１４），１１９．９（Ｃ９），１
１８．０（Ｃ－８），１００．１（Ｃ－３），８６．４（Ｃ－１２），６４．０（Ｃ－１
５），５２．８（１２－ＯＭｅ），５１．８（２－ＯＭｅ），３５．９（Ｃ－１０），３
２．３（Ｃ－７），３２．１（Ｃ－１１），２３．８（１５－Ｍｅ），１５．９（９－Ｍ
ｅ），１０．５（１３－Ｍｅ），１０．０（５－Ｍｅ），７．１（３－Ｍｅ）
【実施例２】
【００３０】
　実施例１で得られた本発明の化学式（１）で示される化合物の生物活性
　実施例１に記載の方法に従って、得られた本発明の化学式（１）で示される化合物の生
物活性として、脂肪細胞への分化阻害、細胞生存率による細胞毒性、脂肪細胞からのトリ
グリセリドの減少および乳酸の増加を調べた。
　実施例には、脂肪細胞への効率的な分化が実証されているマウス繊維芽細胞３Ｔ３－Ｌ
１細胞を下記（Ａ）～（Ｄ）のとおり調整して用いた。
（Ａ）３Ｔ３－Ｌ１細胞の増殖、保存
　３Ｔ３－Ｌ１細胞は１００ｍｍディッシュ上で、５％ウシ血清を添加したＤＭＥＭ増殖
用培地で５％炭酸ガス－空気、飽和水蒸気下、３７℃で培養した。なお、３Ｔ３－Ｌ１細
胞は、最初に大量培養しておき、常法に従って、分注して凍結保存した。
（Ｂ）継代
　ＰＢＳ（－）５ｍｌで細胞を洗浄し、０．２５％トリプトシン１ｍＭ　ＥＤＴＡ含有生
理食塩水を１ｍｌを加えて３７℃で３分間静置した。増殖用培地５ｍｌで細胞を懸濁して
１５ｍｌの遠沈管に移して、１５００ｒｐｍ、３分間の遠心によって細胞を沈殿させた。
１／４から１／５に希釈して、ディッシュにまいた。
（Ｃ）実施例用細胞の準備
　上述と同様の方法でディッシュから剥離、遠心沈殿させた細胞は、適当な量の増殖用培
地に懸濁し、細胞数を計測した。それをもとに、５×１０４個／ｗｅｌｌとなるように９
６穴プレートに播種して４８時間培養した。
（Ｄ）分化誘導培地の調製
　上記増殖用培地１００ｍｌに１ｍＭデキサメタゾン溶液１ｍｌ、３－イソブチル―１－
メチルキサンチン１１．１ｍｇ、５ｍｇ／ｍｌインスリン溶液０．１ｍｌ、および抗生物
質溶液（ペニシリンＧカリウム塩３１７ｍｇ、ストレプトマイシン５００ｍｇを滅菌生理
食塩水２５ｍｌに溶解して調整）０．４５ｍｌを添加し、溶解することで調整した。
【００３１】
（１）脂肪細胞への分化誘導率による分化阻害
　３Ｔ３－Ｌ１細胞の脂肪細胞への分化誘導には、培地を増殖用培地から分化誘導培地に
置き換えることで行った。この時、特定の濃度に調整した化学式（１）で示される化合物
を分化誘導培地に添加し、ブランクとコントロールには分化誘導培地のみを添加した。プ
レートは５％炭酸ガス－空気、飽和水蒸気下、３７℃で培養した。４８時間後に、インス
リンを加えた新鮮な増殖培地に置き換えた。その後、２日おきに培地を新鮮な増殖培地に
置き換えた。
　上記の方法で分化誘導開始より７～１０日間の培養後、細胞を顕微鏡で観察し、コント
ロールの細胞が十分に分化した時点で評価した。
　脂肪細胞への分化誘導率は、細胞内に蓄積されたトリグリセリドの量を定量する事によ
って算出した。細胞をＰＢＳ（－）で洗浄して風乾させ、そこにラボアッセイトリグリセ
ライドキットワコーを１００μＬ／ｗｅｌｌずつ添加した。室温で３０～６０分間静置し
、６３０ｎｍの吸光度を測定してトリグリセリドを定量した。
　結果を図３に示す。本発明に係る化学式（１）で示される化合物は濃度４２０ｎＭで３
Ｔ３－Ｌ１細胞の脂肪細胞への分化を５０％阻害した。一方、Ｆｒ．３－５－５から分離
された化合物（Ｆｒ．３－５－５－２，３－５－５－３）は、脂肪細胞への分化阻害活性
を示さなかった。
【００３２】
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（２）細胞生存率による細胞毒性
　細胞毒性としては細胞生存率を指標として用いて評価した。上記（Ｃ）の方法で剥離、
遠心分離して細胞数計測を行った細胞は、１×１０４個／ｗｅｌｌとなるように９６ｗｅ
ｌｌプレートに播種した。１６時間培養後、特定濃度に調整した化学式（１）で示される
化合物を含む増殖培地に置き換え、さらに４８時間培養を続けた。Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔ
ｉｎｇ　Ｋｉｔ－８を５μＬ／ｗｅｌｌずつ添加して１時間培養後、波長４５０ｎｍの吸
光度を測定し、細胞生存率を算出した。
　本発明に係る化学式（１）で示される化合物は３Ｔ３－Ｌ１細胞に対しては５０μＭの
濃度でも顕著な毒性を示さなかった。また、Ｈｅｌａ細胞を用いた実験においても、同様
に５０μＭの濃度で顕著な毒性を示さなかった。
【００３３】
（３）脂肪細胞内トリグリセリド減少
　　脂肪細胞内の脂肪滴の縮小を確認するために、脂肪細胞内グリセリドの減少を検討し
た。上記の方法で完全に分化させた３Ｔ３－Ｌ１脂肪細胞を、増殖培地で特定濃度に希釈
した化学式（１）で示される化合物の存在下で培養を行い、培地は３日おきに試料を含む
新鮮なものに置き換えた。７～９日後に、上述のラボアッセイトリグリセライドキットワ
コーを用いて細胞内トリグリセリド量を定量した。結果を図４に示す。本発明に係る化学
式（１）で示される化合物が脂肪細胞内のトリグリセリドレベルを減少させることから、
本発明に係る化学式（１）で示される化合物は脂肪細胞内の脂肪滴の縮小に有効であるこ
とが判明した。
【００３４】
（４）乳酸の増加
　３Ｔ３－Ｌ１を分化させた脂肪細胞あるいはＨｅｌａ細胞を、６０ｍｍディッシュに１
×１０５個播種し、１６時間培養し、その後、任意濃度の化学式（１）で示される化合物
の存在下で、さらに７２時間培養を続けた。その培養液を回収し、１５０００ｒｐｍで１
５分間遠心し、細胞残滓を除いた。これをＨＰＬＣ（Ｄｅｖｅｌｏｓｉｌ　ＯＤＳ　ＨＧ
－５　４．６Ｘ２５０ｍｍ）にて分析したところ、化学式（１）で示される化合物の濃度
に依存して乳酸ピークが増加することが観察された。結果を図５に示す。チャートは、下
から、それぞれ、０、０．０５μＭ、０．１μＭの化学式（１）で示される化合物で処理
した３Ｔ３－Ｌ１を分化させた脂肪細胞、および０．１μＭで同様に処理したＨｅｌａ細
胞での結果を示す。１１分過ぎのピークが乳酸を示しており、細胞種にかかわらず、化学
式（１）で示される化合物の濃度に依存して乳酸ピークの増加を示している。
【産業上の利用可能性】
【００３５】
　本発明の化学式（１）で示される化合物は、脂肪細胞への分化阻害活性を有すると共に
、脂肪細胞内のトリグリセリドレベルを低減する活性を有することから、脂肪細胞内の脂
肪滴の縮小活性を有するものであり、抗肥満剤としての医薬組成物として有用である。
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