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(57)【要約】
【課題】優れたＵＣＰ－１発現促進作用を有し、脂肪の褐色脂肪化（褐色化）促進させる
医薬品、医薬部外品、皮膚外用剤、若しくは医薬品、医薬部外品、皮膚外用剤又は食品等
へ配合する素材の提供。
【解決手段】ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性
化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるＵＣＰ－１発現促進剤。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるＵＣＰ－１発現促進剤。
【請求項２】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる褐色脂肪化促進剤。
【請求項３】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるエネルギー消費促進剤。
【請求項４】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる体脂肪蓄積抑制剤。
【請求項５】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる肥満予防又は改善剤。
【請求項６】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖尿病予防又は改善剤。
【請求項７】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる高脂血症予防又は改善剤。
【請求項８】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質燃焼促進剤。
【請求項９】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖代謝改善剤。
【請求項１０】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質代謝改善剤。
【請求項１１】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるアディポネクチン産生促進剤。
【請求項１２】
　ＰＰＡＲγ活性化剤がロシグリタゾン又はピオグリタゾンであり、Ｓｍａｄ３阻害剤が
ＳＩＳ３であり、β３アドレナリン受容体活性化剤がＣＬ３１６，２４３である、請求項
１記載のＵＣＰ－１発現促進剤、請求項２記載の褐色脂肪化促進剤、請求項３記載のエネ
ルギー消費促進剤、請求項４記載の体脂肪蓄積抑制剤、請求項５記載の肥満予防又は改善
剤、請求項６記載の糖尿病予防又は改善剤、請求項７記載の高脂血症予防又は改善剤、請
求項８記載の脂質燃焼促進剤、請求項９記載の糖代謝改善剤、又は請求項１０記載の脂質
代謝改善剤、請求項１１記載のアディポネクチン産生促進剤。
【請求項１３】
　ＰＰＡＲγ活性化剤の摂取又は投与と、Ｓｍａｄ３阻害剤の摂取又は投与或いはＳｍａ
ｄ３を阻害するための処置と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤の
摂取又は投与或いはβ３アドレナリン受容体又はＴＧＲ５を活性化するための処置とを組
み合わせることを特徴とする、非治療的ＵＣＰ－１発現促進方法、非治療的褐色脂肪化促
進方法、非治療的エネルギー消費促進方法、非治療的体脂肪蓄積抑制方法、非治療的肥満
予防又は改善方法、非治療的糖尿病予防又は改善方法、非治療的高脂血症予防又は改善方
法、非治療的脂質燃焼促進方法、非治療的糖代謝改善方法、非治療的脂質代謝改善方法、
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非治療的アディポネクチン産生促進方法。
【請求項１４】
　ＰＰＡＲγ活性化剤がロシグリタゾン、ピオグリタゾン、ショウガ又はその抽出物、ナ
ツメグ又はその抽出物、エイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）、ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ
）、及びそれらを含有する魚油、エレミ又はその抽出物、クローブ又はその抽出物、シト
ロネラ又はその抽出物、ベイ又はその抽出物、シナモン又はその抽出物、アシタバカルコ
ン、ロベージ、ダバナ、アサの実、ケシの実のいずれか１以上であり、Ｓｍａｄ３阻害剤
がＳＩＳ３、ＳＢ４３１５４２、植物タンニン、ルテオリン、ローズマリー又はその抽出
物、白茶又はその抽出物、マリアアザミ又はその抽出物、ログウッド色素、ピーナツ種皮
又はその抽出物、ライチポリフェノール、リンゴポリフェノール、ウーロン茶、又はオー
ルスパイスいずれか１以上であり、β３アドレナリン受容体活性化剤がノルエピネフリン
、ＣＬ３１６，２４３又はミラベグロンであり、ＴＧＲ５活性化剤がコール酸、ハッカ又
はその抽出物、発酵グアバ茶又はその抽出物、オリーブ茶又はその抽出物、オリーブリー
フ又はその抽出物、レモンバーム又はその抽出物、ヒソップ又はその抽出物、カンゾウ又
はその抽出物、西洋サンザシ又はその抽出物、マジョラム又はその抽出物、マテ茶又はそ
の抽出物、バナバ葉又はその抽出物、シソエキス、大豆サポニン、サンソウニン又はその
抽出物、バジル又はその抽出物、レンコン又はその抽出物、柿の葉茶又はその抽出物、デ
ィル又はその抽出物、スペアミント又はその抽出物、ブラックカーラント色素、バコパモ
ニエラ、サポニン、ナツメグ又はその抽出物、ジンゲロール、ビワ茶又はその抽出物、赤
ショウガエキス－Ｐ、及びチェストツリー又はその抽出物をいずれか１以上である、請求
項１記載のＵＣＰ－１発現促進剤、請求項２記載の褐色脂肪化促進剤、請求項３記載のエ
ネルギー消費促進剤、請求項４記載の体脂肪蓄積抑制剤、請求項５記載の肥満予防又は改
善剤、請求項６記載の糖尿病予防又は改善剤、請求項７記載の高脂血症予防又は改善剤、
請求項８記載の脂質燃焼促進剤、請求項９記載の糖代謝改善剤、又は請求項１０記載の脂
質代謝改善剤、請求項１１記載のアディポネクチン産生促進剤。
【請求項１５】
　ＰＰＡＲγ活性化剤がロシグリタゾン又はピオグリタゾンであり、Ｓｍａｄ３阻害剤が
ＳＩＳ３又はＳＢ４３１５４２であり、β３アドレナリン受容体活性化剤がＣＬ３１６，
２４３又はミラベグロンである、請求項１３記載の方法。
【請求項１６】
　ＰＰＡＲγ活性化剤がロシグリタゾン、ピオグリタゾン、ショウガ又はその抽出物、ナ
ツメグ又はその抽出物、エイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）、ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ
）、及びそれらを含有する魚油、エレミ又はその抽出物、クローブ又はその抽出物、シト
ロネラ又はその抽出物、ベイ又はその抽出物、シナモン又はその抽出物、アシタバカルコ
ン、ロベージ、ダバナ、アサの実、ケシの実のいずれか１以上であり、Ｓｍａｄ３阻害剤
がＳＩＳ３、ＳＢ４３１５４２、植物タンニン、ルテオリン、ローズマリー又はその抽出
物、白茶又はその抽出物、マリアアザミ又はその抽出物、ログウッド色素、ピーナツ種皮
又はその抽出物、ライチポリフェノール、リンゴポリフェノール、ウーロン茶、又はオー
ルスパイスいずれか１以上であり、β３アドレナリン受容体活性化剤がノルエピネフリン
、ＣＬ３１６，２４３　又はミラベグロンであり、ＴＧＲ５活性化剤がコール酸、ハッカ
又はその抽出物、発酵グアバ茶又はその抽出物、オリーブ茶又はその抽出物、オリーブリ
ーフ又はその抽出物、レモンバーム又はその抽出物、ヒソップ又はその抽出物、カンゾウ
又はその抽出物、西洋サンザシ又はその抽出物、マジョラム又はその抽出物、マテ茶又は
その抽出物、バナバ葉又はその抽出物、シソエキス、大豆サポニン、サンソウニン又はそ
の抽出物、バジル又はその抽出物、レンコン又はその抽出物、柿の葉茶又はその抽出物、
ディル又はその抽出物、スペアミント又はその抽出物、ブラックカーラント色素、バコパ
モニエラ、サポニン、ナツメグ又はその抽出物、ジンゲロール、ビワ茶又はその抽出物、
赤ショウガエキス－Ｐ、及びチェストツリー又はその抽出物をいずれか１以上である、請
求項１３記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、褐色脂肪化を促し、ＵＣＰ－１の発現を促進する、ＵＣＰ－１発現促進剤に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、脂肪は白色脂肪（ｗｈｉｔｅ　ａｄｉｐｏｓｅ）と褐色脂肪（ｂｒｏｗｎ　ａｄ
ｉｐｏｓｅ）とに大別されてきた。白色脂肪は、白色脂肪細胞中に過剰なエネルギーを単
房性の脂肪滴の形態で貯蔵し、栄養状態に応じて脂肪酸を放出する器官である。褐色脂肪
に多い褐色脂肪細胞は、多くのミトコンドリアを有し、特異的にＵＣＰ－１（脱共役タン
パク質（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）－１）が多く発現しており、エネルギ
ーを熱の形で放散する特性を有している。
【０００３】
　ＵＣＰは、ミトコンドリア内膜での酸化的リン酸化反応を脱共役させ、エネルギーを熱
として散逸する機能を持っている。褐色脂肪細胞の代表的なＵＣＰであるＵＣＰ－１は、
近年の研究により、その発現量の増加が熱産生を促進させ、その結果として糖質や脂質エ
ネルギーの消費を増大させ、脂肪蓄積や肥満、糖尿病を抑制することに繋がることが明ら
かとなり、褐色脂肪化が肥満やメタボリックシンドロームの予防、改善の観点から注目さ
れている（非特許文献１）。
【０００４】
　一方、ＰＰＡＲγ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａ
ｔｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　γ）は、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体（ＰＰＡＲ）
の一種であり、その活性化により糖尿病やインスリン抵抗性を予防・改善することが知ら
れている（非特許文献２）。例えば、ＰＰＡＲγ活性化剤であるピオグリタゾン（Ｐｉｏ
ｇｌｉｔａｚｏｎｅ）やロシグリタゾン（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ）は２型糖尿病薬
として利用されている（非特許文献３）。
【０００５】
　他方、Ｓｍａｄファミリーは、ＴＧＦ－β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ
　ｆａｃｔｏｒ－β）ファミリー分子の刺激によってリン酸化を受け、核にそのシグナル
を伝達する細胞内情報伝達因子である。また、Ｓｍａｄ３特異的な阻害剤であるＳＩＳ３
（ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　Ｓｍａｄ３）は、ＴＧＦ－βに起因す
る組織の線維化を予防、改善する薬剤として期待されている（非特許文献４）。また、近
年、Ｓｍａｄ３欠損マウスが食餌性肥満及び糖尿病に対して耐性を示すことより、このＴ
ＧＦ－β／Ｓｍａｄ３シグナル伝達経路がグルコース及びエネルギーの恒常性に関与する
可能性が示唆されており、肥満及び糖尿病予防、改善におけるＴＧＦ－β制御法の適用が
検討されている（非特許文献５）。一方で、Ｓｍａｄ３欠損マウスにおいては、血中トリ
グリセリドレベルはむしろ増加し、インスリンも増加するという報告もされている（非特
許文献６）。
【０００６】
　また、βアドレナリン受容体には、β１、β２及びβ３として分類される３種類のサブ
タイプが存在し、例えば、β３アドレナリン受容体は、主に脂肪細胞、脳、胆嚢、前立腺
、膀胱、腸管に存在し、その他に肝臓、胃等にも存在することが知られている。β３アド
レナリン受容体は、当該受容体を介する刺激により脂肪の分解促進作用、熱産生の促進作
用、血糖降下作用、抗高脂血症作用、腸管運動の抑制作用、グルコースの取り込み促進作
用、抗うつ作用等が引き起こされることが報告されている（特許文献１、非特許文献７、
８）。
【０００７】
　ＴＧＲ５は、主に骨格筋や褐色脂肪細胞に存在し、例えば胆汁酸が、ＴＧＲ５の内因性
リガンドとして働くことにより、脂肪組織での熱産生を促進し、エネルギー代謝改善効果
を有することが報告されている（非特許文献９）。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開平１０－３３１７８号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Patrick Seale et al., DIABETES, VOL. 58, 1482-1484, 2009
【非特許文献２】Michael Lehrke et al., Cell 123, 993-999, 2005
【非特許文献３】Steven M. Watkins et al., Journal of Lipid Research Volume 43, 1
809-1817, 2002
【非特許文献４】Masatoshi Jinnin et al., Mol Pharmacol 69, 597-607, 2006
【非特許文献５】Hariom Yadav et al., Cell Metabolism 14, 67-79, 2011
【非特許文献６】Chek Kun Tan et al., Diabetes, 60, 464-476, 2011
【非特許文献７】David C. Humber et al., J. Med. Chem. 35, 3081-3084, 1992
【非特許文献８】斉藤昌之  「エネルギー代謝調節機構―UCPを中心に」、第124回日本医
学会シンポジウム、62-70、2003
【非特許文献９】石井伸一  「胆汁酸からの糖・脂質代謝疾患への新たなアプローチ」、
日薬理誌、第１３６巻、第５号、２０１０年１１月
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、優れたＵＣＰ－１発現促進作用を有し、褐色脂肪化（褐色化とも称する）を
促す医薬品、医薬部外品又は皮膚外用剤、若しくは医薬品、医薬部外品、皮膚外用剤又は
食品等へ配合する素材を提供することに関する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題に鑑み検討したところ、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻
害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせて使用し
た場合に、ＵＣＰ－１の発現を有意に促進して、褐色脂肪化を促し、斯かる組み合わせが
エネルギー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満の予防又は改善、高脂血症の予防又は改善、
糖尿病の予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代謝改善の各効果を発揮し得る
医薬品、医薬部外品、皮膚外用剤又は食品等の素材として有用であることを見出した。
【００１２】
　すなわち、本発明は、以下の（１）～（１２）に係るものである。
　（１）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるＵＣＰ－１発現促進剤。
　（２）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる褐色脂肪化促進剤。
　（３）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるエネルギー消費促進剤。
　（４）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる体脂肪蓄積抑制剤。
　（５）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる肥満予防又は改善剤。
　（６）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖尿病予防又は改善剤。
　（７）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる高脂血症予防又は改善剤。
　（８）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質燃焼促進剤。
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　（９）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖代謝改善剤。
　（１０）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質代謝改善剤。
　（１１）ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるアディポネクチン産生促進剤。
　（１２）ＰＰＡＲγ活性化剤の摂取又は投与と、Ｓｍａｄ３阻害剤の摂取又は投与或い
はＳｍａｄ３を阻害するための処置と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活
性化剤の摂取又は投与或いはβ３アドレナリン受容体又はＴＧＲ５を活性化するための処
置とを組み合わせることを特徴とする、非治療的ＵＣＰ－１発現促進方法、非治療的褐色
脂肪化促進方法、非治療的エネルギー消費促進方法、非治療的体脂肪蓄積抑制方法、非治
療的肥満予防又は改善方法、非治療的糖尿病予防又は改善方法、非治療的高脂血症予防又
は改善方法、非治療的脂質燃焼促進方法、非治療的糖代謝改善方法、非治療的脂質代謝改
善方法、非治療的アディポネクチン産生促進方法。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明によれば、優れたＵＣＰ－１発現促進作用及び褐色脂肪化作用を有し、エネルギ
ー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満の予防又は改善、糖尿病の予防又は改善、高脂血症の
予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代謝改善、アディポネクチン産生促進等
のために有用な、医薬品、医薬部外品、或いは医薬品、医薬部外品又は食品に使用される
素材及び方法を提供できる。したがって、本発明によれば、ＵＣＰ－１の発現及び褐色脂
肪化を促進させ、エネルギー消費の促進、体脂肪蓄積の抑制、肥満予防又は改善、糖尿病
の予防又は改善、及び高脂血症の予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代謝改
善、アディポネクチン産生促進が可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を示すグラフ。
【図２】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を、ＰＰＡＲγ活性化剤の有無で示すグ
ラフ。
【図３】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を、Ｓｍａｄ３阻害剤及びｓｉＲＮＡの
有無で示すグラフ。
【図４】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を、Ｓｍａｄ３阻害剤の有無で示すグラ
フ。
【図５】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を、β３アドレナリン受容体活性化剤の
有無で示すグラフ。
【図６】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｖｏ）を示すグラフ。左図：定量的ＰＣＲの結果
、右図：ウエスタンブロッティングの結果。
【図７】ＵＣＰ－１発現量（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）を示すグラフ。
【図８】鼠径部皮下脂肪におけるＵＣＰ－１の免疫組織化学の染色像を示す顕微鏡写真。
【図９】酸素消費量及び呼吸商の測定結果を示すグラフ。左図：酸素消費量の平均値、右
図：呼吸商の平均値。Ａｌｌ：全日、Ｄａｙ：明期、Ｎｉｇｈｔ：暗期
【図１０】脂質燃焼量及び糖質燃焼量の測定結果を示すグラフ。左図：脂質燃焼量の平均
値、右図：糖質燃焼量の平均値。Ａｌｌ：全日、Ｄａｙ：明期、Ｎｉｇｈｔ：暗期
【図１１】直腸温の測定結果を示すグラフ。左図：明期、右図：暗期。
【図１２】糖代謝の測定結果を示すグラフ。左上図：血糖値、右上図：血糖値のΔＡＵＣ
、左下図：インスリン、右下図：インスリンのΔＡＵＣ。
【図１３】脂質代謝の測定結果を示すグラフ。左上図：トリグリセリド、右上図：トリグ
リセリドのΔＡＵＣ、左下図：ＮＥＦＡ、右下図：ＮＥＦＡのΔＡＵＣ。
【図１４】ラットの体重の測定結果を示すグラフ。
【図１５】ラットの脂肪組織重量の測定結果を示すグラフ。
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【図１６】ＴＧＦ－β刺激応答性のＳｍａｄ３リン酸化亢進抑制作用を示す図。（レーン
左；低濃度サンプル、レーン右；高濃度サンプル）
【図１７】ＰＰＡＲγの活性化作用を示す図。
【図１８】ＴＧＲ５の活性化作用を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明において用いられるＰＰＡＲγ活性化剤とは、ペルオキシソーム増殖剤活性化受
容体（ＰＰＡＲ）γを活性化する物質の総称であり、ＰＰＡＲγ活性化剤或いはＰＰＡＲ
γリガンド、ＰＰＡＲγアゴニストともいわれる。代表的ＰＰＡＲγ活性化剤として知ら
れるチアゾリジン誘導体は、脂肪組織において小型の脂肪細胞を増加させ、アディポネク
チンなどのインスリン感受性ホルモンの分泌を促進することで、インスリン抵抗性を改善
することから、広く２型糖尿病薬として利用されている。
【００１６】
　ＰＰＡＲγ活性化剤としては、例えば下記構造式で表わされるロシグリタゾン（BRL496
53）（J Biol Chem. 1995 Jun 2;270(22):12953-6.）、ピオグリタゾン（J Biol Chem. 1
995 Jun 2;270(22):12953-6.）の他、ネトグリタゾン（Bone. 2006 Jan;38(1):74-84.）
、ダルグリタゾン（J Pharmacol Exp Ther 305:1173-1182）、シグリタゾン（J Biol Che
m. 1995 Jun 2;270(22):12953-6.）、エングリタゾン（J Biol Chem. 1995 Jun 2;270(22
):12953-6.）、トログリタゾン（Eur J Biochem. 1996 Jul 1;239(1):1-7.）、リヴォグ
リタゾン（Ann Pharmacother. 2013 Jun;47(6):877-85.）、FK-614（Metabolism. 2005 S
ep;54(9):1250-8.）、Tesaglitazar（AZ-242）（Structure. 2001 Aug;9(8):699-706.）
、Ragaglitazar （J Med Chem. 2001 Aug 2;44(16):2675-8.）、Prostaglandin D2、J2、
delta12-prostaglandin J2、15-Deoxy-delta 12, 14-prostaglandin J2（Cell. 1995 Dec
 1;83(5):803-12.）、docosahexaenoic acid、eicosapentaenoic acid、 linolenic acid
、linoleic acid、arachidonic acid（Mol Endocrinol. 1997 Jun;11(6):779-91.）、Tel
misartan（Acta Diabetol. 2005 Apr;42 Suppl 1:S9-16.）、Carsonic acid (Planta Med
. 2006 Aug;72(10):881-7.)、ＦＭＯＣ－Ｌ－ロイシン及びその誘導体（特表２００４－
５０１８９６号公報）、アリールオキシ酢酸置換基を有するＮ－置換インドール、デヒド
ロジオイゲノールＡ、デヒドロジオイゲノールＢ、マグノロール、オレアノール酸、ベツ
リン酸（特開２００５－９７２１６号公報）、ロスマリン酸誘導体（特開２００６－２７
３７４１号公報）、モノアシルグリセロール又はその誘導体（特開２００８－１０６０４
０号公報）、ジンゲロール類又はその誘導体（特開２００８－２８５４３８号公報）、シ
ョウガ（特開２０１０－１０６００１）、ジフェニルエテン誘導体（特開２０１２－１１
６７９９号公報）、炭素鎖長２０～２２の高度不飽和脂肪酸の水酸化誘導体（国際公開第
２００２／１０２３６４号）、ＧＷ１９２９（Diabetes. 1999 Jul;48(7):1415-24）、nT
ZDpa（Mol Endocrinol. 2003 Apr;17(4):662-76.）、乳酸菌処理物（国際公開第２０１３
／０８４９７１号）、醤油粕（特開２００９－２４２３８２号公報）、クルクミン（Evid
 Based Complement Alternat Med. 2013;2013:470975. doi: 10.1155/2013/470975.）等
が挙げられる。
【００１７】
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【００１８】
　また、後記参考例に示すように、ショウガ抽出物、ナツメグ抽出物、エイコサペンタエ
ン酸（ＥＰＡ）、ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ）、ロベージ抽出物、エレミ抽出物、クロ
ーブ抽出物、シトロネラ抽出物、ベイ抽出物、シンナモン抽出物、ダバナ抽出物、アサの
実抽出物、ケシの実抽出物、アシタバカルコンには、ＰＰＡＲγ活性化作用があることが
確認されており、ショウガ又はその抽出物、ナツメグ又はその抽出物、エイコサペンタエ
ン酸（ＥＰＡ）、ドコサヘキサエン酸（ＤＨＡ）、ロベージ及びその抽出物、エレミ又は
その抽出物、クローブ又はその抽出物、シトロネラ又はその抽出物、ベイ又はその抽出物
、シンナモン、又はその抽出物、ダバナ又はその抽出物、アサの実又はその抽出物、ケシ
の実又はその抽出物、アシタバカルコンを本発明のＰＰＡＲγ活性化剤として用いること
ができる。このうち、ショウガ又はその抽出物、ナツメグ又はその抽出物、ＤＨＡ、ＥＰ
Ａ及びそれらを含有する魚油、クローブ又はその抽出物、シンナモン又はその抽出物、ベ
イ又はその抽出物が好ましい。
【００１９】
　本発明において用いられるＳｍａｄ３阻害剤とは、Ｓｍａｄ３が担う細胞内シグナル伝
達系の阻害作用を有する物質を意味し、例えばＳｍａｄ３のリン酸化抑制剤やＳｍａｄ３
の発現抑制剤が挙げられる。また、Ｓｍａｄ３とＳｍａｄ４の相互作用を阻害する物質や
、ＴＧＦ－β受容体拮抗剤、ＴＧＦ－βシグナル伝達阻害剤、アクチビン受容体拮抗剤、
Ｓｍａｄ３分解促進剤等もＳｍａｄ３阻害剤として挙げられる。
　Ｓｍａｄ３阻害剤としては、代表的にはＳｐｅｃｉｆｉｃ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ
　Ｓｍａｄ３（ＳＩＳ３）として知られている、下記式で示される６，７－ジメトキシ－
２－（（２Ｅ）－３－（１－メチル－２－フェニル－１Ｈ－ピロロ［２，３－ｂ］ピリジ
ン－３－イル－プロプ－２－エノイル））－１，２，３，４－テトラヒドロイソキノリン
又はその塩（ Molecular Pharmacology 69(2) 597-607）が挙げられるが、塩酸塩が好ま
しい。
【００２０】
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【化２】

【００２１】
　その他、Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ（Pharmaceutical Research 23(1) 82-89, 2006）、Ｓ
Ｂ４３１５４２（Molecular Pharmacology 62: 58-64, 2002）、ＬＹ２１５７２９９ (Pr
oc Amer Assoc Cancer Res. 2006:47. Abstract 250)、ウルソール酸（特開２０００－１
５９６７３号公報）、オレアノール酸（特開２０００－１５９７９３号公報）、ピリジル
アクリル酸アミド誘導体（国際公開第９９／０５１０９号）、キナゾリン誘導体（特表２
００２－５２３５０２号公報）、シクロピロパンカルボン酸アミド化合物（特開２００４
－３５４７５号公報）、ピリジン／トリアジン誘導体（特表２００６－５０３０４３号公
報）、ピラジン誘導体（特表２００６－５１９８３３号公報）、縮合複素芳香族化合物（
特表２００６－５１９２４９号公報）、イソチアゾール誘導体（特表２００６－５１６６
０３号公報）、イソチアゾール／イソキサゾール誘導体（特表２００６－５０６４４３号
公報）、ピラゾール誘導体（特表２００６－５０７３５３号公報）、イミダゾール誘導体
（特表２００６－５０２２３７号公報）、トリアゾール誘導体（特表２００６－５０２２
３６号公報）、トリアゾール／オキサゾール誘導体（特表２００６－５０２２３５号公報
）、キナゾリン誘導体（特表２００７－５１７０４６号公報）、ピリミジニルイミダゾー
ル誘導体（特表２００８－５１１６３１号公報、特表２００８－５１１６３０号公報）、
ピラゾール誘導体（特開２００９－１９７０１６号公報、特表２００９－５０２７８０号
公報、特表２００４－５３５４０４号公報）、二本鎖ＲＮＡ（特表２０１１－５２７８９
３号公報）、ＴＧＦ－β１阻害ペプチド（特表２０１２－５１９６７１号公報、特開２０
１２－２１４４８９号公報、特表２００９－５１２７２７号公報、特開２００８－５６６
８５号公報、特開２００７－１８６５１９号公報）、アルコキシ－チエノピリミジン誘導
体（特表２０１２－５３０７３１号公報）、イミダゾチアジアゾール誘導体（特表２０１
１－５２９４５６号公報）、チエノピリミジン誘導体（特表２０１１－５１８１３２号公
報）、トリアザベンゾ［ｅ］アズレン誘導体（特表２０１０－５０８３１１号公報）、ト
リアゾール誘導体（特表２００９－５２０７０６号公報）、ヘテロサイクル誘導体（特表
２００６－５２７７２２号公報）、チアゾール誘導体（特表２００６－５２７７２０号公
報）、ピラゾール湯導体（特表２００５－５３９０２６号公報）、２－フェニルピリジン
－４－イルヘテロサイクル誘導体（特表２００５－５３９０００号公報）、ピリジン誘導
体（特表２００５－５３７２９１号公報）、トリアゾール誘導体（特表２００５－５３８
９９７号公報）、アミノチアゾール誘導体（特表２００５－５３８９９６号公報）、ベン
ゾオキサジノン誘導体（特表２００５－５３０８００号公報）、チアゾール誘導体（特表
２００４－５２１９０３号公報）、ピラゾール誘導体（特表２００４－５２１９０１号公
報）、チアゾール誘導体（特表２００４－５２３５４０号公報）、チアゾールアミン誘導
体（特表２００４－５２４３０２号公報）、トリアゾール誘導体（特表２００４－５１７
０６９号公報）、ピリジニルイミダゾール誘導体（特表２００３－５２４０１０号公報）
、トリアリールイミダゾール誘導体（特表２００２－５４１２５３号公報）等を、Ｓｍａ
ｄ３阻害に有効なＴＧＦ－β阻害剤として挙げることができる。
【００２２】
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　また、後記参考例に示すように、植物タンニン、ルテオリン、ローズマリー抽出物、白
茶抽出物、マリアアザミ抽出物、ログウッド色素、ピーナツ種皮抽出物、ライチポリフェ
ノール、リンゴポリフェノール、ウーロン茶抽出物、及びオールスパイスには、Ｓｍａｄ
３阻害作用があることが確認されており、植物タンニン、ルテオリン、ローズマリー又は
その抽出物、白茶又はその抽出物、マリアアザミ又はその抽出物、ログウッド色素、ピー
ナツ種皮又はその抽出物、ライチポリフェノール、リンゴポリフェノール、ウーロン茶又
はその抽出物、及びオールスパイスを本発明のＳｍａｄ３阻害剤として用いることができ
る。このうち、植物タンニン、ローズマリー又はその抽出物、オールスパイス、又はルテ
オリンが好ましい。
【００２３】
　また、Ｓｍａｄ３を阻害するための処置としては、Ｓｍａｄ３が担う細胞内シグナル伝
達系を阻害するための処置、例えばＳｍａｄ３のリン酸化抑制やＳｍａｄ３の発現抑制を
行うための処置が挙げられ、具体的には、温熱処置（特開２００９－２２６０６９号公報
）等が挙げられる。
【００２４】
　本発明において用いられるβ３アドレナリン受容体活性化剤とは、β３アドレナリン受
容体を刺激して活性化する物質を意味する。β３アドレナリン受容体が活性化されると、
ｃＡＭＰの生成を促して、ＵＣＰ１の発現が増加し、脂肪の分解促進作用、熱産生の促進
作用、血糖降下作用、抗高脂血症作用、腸管運動の抑制作用、グルコースの取り込み促進
作用、抗うつ作用等が引き起こされることが知られている。
【００２５】
　β３アドレナリン受容体活性化剤としては、代表的にはノルエピネフリン、エピネフリ
ン、ＣＬ３１６，２４３、ミラベグロン、Ａｍｉｂｅｇｒｏｎ、Ｓｏｌａｂｅｇｒｏｎ、
Ｌ－７９６，５６８、ＬＹ－３６８，８４２、Ｒｏ４０－２１４８等が挙げられる。また
、交感神経を活性化する剤を用いてもよく、例えば、ＴＲＰＶ１活性化作用を有するカプ
サイシン、カプシエイト、アリシン、パラドール等が挙げられる（Pharmacology & Thera
peutics106:179-208, 2005）。
【００２６】
　本発明において用いられるＴＧＲ５活性化剤とは、Ｇタンパク質共役型受容体ＴＧＲ５
を刺激して活性化する物質を意味する。ＴＧＲ５が活性化されると、細胞内のｃＡＭＰを
増加させ、Ｄ２遺伝子の活性化により、甲状腺ホルモンのＴ４のＴ３への変換を促進させ
、熱産生、基礎代謝及び脂肪燃焼（β－酸化）が促進されることが知られている。
【００２７】
　ＴＧＲ５活性化剤としては、代表的には胆汁酸、デオキシコール酸、ケノデオキシコー
ル酸、タウロコール酸、グリコール酸、ウルソデオキシコール酸、ノミリン（特開２０１
１－２４１１８９号公報）、ＴＧＲ５モデュレーター（特表２０１２－５０９３４８号公
報）、ＴＧＲ５モデュレーター（特表２０１２－５０９３４９号公報）、ＴＲ５アゴニス
ト（特表２０１３－５１３６０５号公報）、縮合環化合物（特開２００４－３４６０５９
号公報）、縮合環化合物（特開２００６－５６８８１号公報）、ＴＧＲ５受容体作動剤（
特開２００６－６３０６４号公報）、イオノン類（特開２０１３－１７３７１３号公報）
等が挙げられる。
【００２８】
　また、後記参考例に示すように、コール酸、ハッカ抽出物、発酵グアバ茶抽出物、オリ
ーブ茶抽出物、オリーブリーフ抽出物、レモンバーム抽出物、ヒソップ抽出物、カンゾウ
抽出物、西洋サンザシ抽出物、マジョラム抽出物、マテ茶抽出物、バナバ葉抽出物、シソ
エキス、大豆サポニン、サンソウニン抽出物、バジル抽出物、レンコン抽出物、柿の葉茶
抽出物、ディル抽出物、スペアミント抽出物、ブラックカーラント色素、バコパモニエラ
抽出物、サポニン、ナツメグ抽出物、ジンゲロール、ビワ茶抽出物、赤ショウガエキス－
Ｐ、及びチェストツリー抽出物には、ＴＧＲ５活性化作用があることが確認されており、
コール酸、ハッカ又はその抽出物、発酵グアバ茶又はその抽出物、オリーブ茶又はその抽
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出物、オリーブリーフ又はその抽出物、レモンバーム又はその抽出物、ヒソップ又はその
抽出物、カンゾウ又はその抽出物、西洋サンザシ又はその抽出物、マジョラム又はその抽
出物、マテ茶又はその抽出物、バナバ葉又はその抽出物、シソエキス、大豆サポニン、サ
ンソウニン又はその抽出物、バジル又はその抽出物、レンコン又はその抽出物、柿の葉茶
又はその抽出物、ディル又はその抽出物、スペアミント又はその抽出物、ブラックカーラ
ント色素、バコパモニエラ、サポニン、ナツメグ又はその抽出物、ジンゲロール、ビワ茶
又はその抽出物、赤ショウガエキス－Ｐ、及びチェストツリー又はその抽出物をＴＧＲ５
活性化剤として用いることができる。このうち、胆汁酸、発酵グアバ茶、オリーブ茶、又
はコール酸類が好ましい。
【００２９】
　また、β３アドレナリン受容体又はＴＧＲ５を活性化するための処置としては、β３ア
ドレナリン受容体又はＴＧＲ５が担う細胞内シグナル伝達系を活性化するための処置、β
３アドレナリン受容体又はＴＧＲ５の発現を促進するための処置が挙げられ、具体的には
、寒冷処置（Physiol Rev 84: 277-359, 2004）等が挙げられる。
【００３０】
　ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴ
ＧＲ５活性化剤との好適な組み合わせとしては、ＵＣＰ－１発現誘導の点から、チアゾリ
ジン誘導体とＳｍａｄ３阻害剤とβ３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤
の組合せ、好ましくはロシグリタゾン（マレイン酸ロシグリタゾン）又はピオグリタゾン
と、ＳＩＳ３又はＳＢ４３１５４２と、ＣＬ３１６，２４３、ミラベグロン又はノルエピ
ネフリンとの組み合わせ、さらに好ましくはロシグリタゾン（マレイン酸ロシグリタゾン
）とＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３の組み合わせが挙げられる。
【００３１】
　本発明のＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるＵＣＰ－１発現促進剤、褐色脂肪化促進剤
、エネルギー消費促進剤、体脂肪蓄積抑制剤、肥満予防又は改善剤、糖尿病予防又は改善
剤、高脂血症予防又は改善剤、脂質燃焼促進剤、糖代謝改善剤、脂質代謝改善剤、又はア
ディポネクチン産生促進剤は、配合剤として、それぞれの有効量を適当な配合比において
一の剤型に製剤化したものでも、またそれぞれの有効量を含有する薬剤を単独に製剤化し
たものを同時に又は間隔を空けて別々に使用できるようにしたキットであってもよいが、
同時摂取が好ましい。また、Ｓｍａｄ３を阻害するための処置及びβ３アドレナリン受容
体又はＴＧＲ５を活性化するための処置は、剤の投与と同時に又は間隔を空けて行っても
よいが、好ましくは剤の投与と同時に処置を行う。
【００３２】
　また、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせて配合剤とする場合、その配合比率は、素材、用途
又は製剤の種類に応じて適宜選択することができるが、概ね、ＰＰＡＲγ活性化剤：Ｓｍ
ａｄ３阻害剤：β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤が、１：０．００
１～１００００：０．００１～１００００、好ましくは１：０．０１～１０００：０．０
１～１０００、さらに好ましくは１：０．０２～１００：０．０２～１００である。
【００３３】
　後記実施例に示すように、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナ
リン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせて、ラット皮下脂肪由来培養細
胞に添加した場合、ＵＣＰ－１遺伝子の発現が有意に増加し、また、ＰＰＡＲγ活性化剤
と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組
み合わせてラットに投与した場合に、皮下脂肪においてＵＣＰ－１遺伝子の発現が有意に
増加し、その効果は、ＰＰＡＲγ活性化剤、Ｓｍａｄ３阻害剤、β３アドレナリン受容体
活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤をそれぞれ単独で添加又は投与した場合に得られる効果の
相加を超え、相乗的効果であると云える。
　すなわち、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤或いはＳｍａｄ３を阻害する処置
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と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤或いはβ３アドレナリン受容
体又はＴＧＲ５を活性化する処置との併用は、ＵＣＰ－１発現を促進するため或いは脂肪
細胞を褐色化するために使用すること、例えばＵＣＰ－１発現促進剤又は褐色脂肪化促進
剤として使用することができ、また、当該ＵＣＰ－１発現促進剤又は褐色脂肪化促進剤を
製造するために使用することができる。
【００３４】
　また、ＵＣＰ－１の発現が促進されることにより、熱産生が促進され、その結果として
エネルギーの消費が増大すると考えられており（前記非特許文献１）、実際に、ＰＰＡＲ
γ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性
化剤とを組み合わせて使用した場合に、脂質燃焼量が増加するとともに、直腸温が上昇し
、エネルギー消費促進作用及び脂質燃焼促進が認められている（実施例３）。
　ＵＣＰ－１の発現が促進されることにより、脂質代謝及び血糖値の改善をすると考えら
れており（前記非特許文献１）、実際に、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、
β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせて使用した場合に
、血糖値、血中インスリン値、中性脂肪（ＴＧ）値、ＮＥＦＡ（脂肪酸）値が顕著に低下
し、糖代謝改善作用及び脂質代謝改善作用が認められている（実施例４）。
　ＵＣＰ－１の発現が促進されることにより、脂肪蓄積及び肥満を抑制すると考えられて
おり（前記非特許文献１）、実際に、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３
アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせて使用した場合に、体
重及び脂肪組織重量値が顕著に低下し、脂肪蓄積抑制作用及び肥満予防又は改善作用が認
められている（実施例５）。
　また、ＵＣＰ－１の発現が促進、熱産生が増加されることにより、体脂肪が減少すると
ともに白色脂肪細胞が小型化し、血中アディポネクチン量が増加したと考えられる（実施
例６）。
【００３５】
　したがって、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活
性化剤又はＴＧＲ５活性化剤との併用は、エネルギー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満予
防又は改善、糖尿病予防又は改善、高脂血症予防又は改善のために使用すること、例えば
エネルギー消費促進剤、体脂肪蓄積抑制剤、肥満予防又は改善剤、糖尿病予防又は改善剤
、高脂血症予防又は改善剤として使用することができ、また、当該エネルギー消費促進剤
、体脂肪蓄積抑制剤、肥満予防又は改善剤、糖尿病予防又は改善剤、及び高脂血症予防又
は改善剤を製造するために使用することができる。
【００３６】
　尚、当該使用は、ヒト若しくは非ヒト動物、又はそれらに由来する検体における使用で
あり得、また治療的使用であっても非治療的使用であってもよい。
　　ここで、「非治療的」とは、医療行為を含まない概念、すなわち人間を手術、治療又
は診断する方法を含まない概念、より具体的には医師又は医師の指示を受けた者が人間に
対して手術、治療又は診断を実施する方法を含まない概念である。
【００３７】
　ここで、「ＵＣＰ－１の発現促進」とは、ＵＣＰ－１　ｍＲＮＡへのＵＣＰ－１遺伝子
の転写を誘導又は促進すること、ＵＣＰ－１タンパク質へのＵＣＰ－１　ｍＲＮＡの翻訳
を誘導又は促進することが挙げられる。
　また、「褐色脂肪化促進」とは、白色脂肪の褐色脂肪化を誘導又は促進する、あるいは
、前駆脂肪細胞から褐色脂肪（細胞）への分化を誘導又は促進することを意味し、「褐色
脂肪化」とは、白色脂肪の形質が褐色脂肪に特徴的な形質に転化する、あるいは前駆脂肪
細胞から褐色脂肪（細胞）に特徴的な形質を有する脂肪細胞を誘導することをいう。具体
的には、組織学的には、褐色脂肪細胞に特異的な細胞径の小型化、あるいは多房性の中性
脂肪蓄積構造などを呈する、あるいはミトコンドリアが増加する、あるいは、ｍＲＮＡま
たは蛋白質レベルで、褐色脂肪細胞のマーカー分子として知られるＵＣＰ－１を発現して
いることが挙げられる。
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　尚、本発明において、「褐色脂肪（細胞）」には、「古典的褐色脂肪（細胞）」の他に
「Ｂｅｉｇｅ脂肪（細胞）」或いは「Ｂｒｉｔｅ脂肪（細胞）」と呼ばれる脂肪（細胞）
も含まれるものとし、「褐色脂肪化」には「古典的褐色脂肪化」、「Ｂｅｉｇｅ脂肪化」
、「Ｂｒｉｔｅ脂肪化」も含まれるものとする（篠田幸作、梶村真吾：細胞工学　　Ｖｏ
ｌ．３２，Ｎｏ．７，７６９－７７３，２０１３）。
　「脂質燃焼促進」とは、食事由来あるいは体内に蓄積された脂肪由来の脂質、特に脂肪
酸の燃焼（酸化）を促進することを意味する。
　「アディポネクチン産生促進」とは、アディポネクチン産生組織において、アディポネ
クチンのｍＲＮＡ及び／又は蛋白質の発現を増加することや、アディポネクチンのｍＲＮ
Ａ及び／又は蛋白質の分解を抑制することによりアディポネクチンのｍＲＮＡ及び／又は
蛋白質の産生量を増加することを意味し、その結果、アディポネクチン分泌量が増加する
ことや血中アディポネクチン濃度が上昇することも含む概念である。
【００３８】
　従って、本発明のＵＣＰ－１発現促進剤、褐色脂肪化促進剤、エネルギー消費促進剤、
体脂肪蓄積抑制剤、肥満予防又は改善剤、糖尿病予防又は改善剤、高脂血症予防又は改善
剤、脂質燃焼促進剤、糖代謝改善剤、脂質代謝改善剤及びアディポネクチン産生促進剤（
以下、「ＵＣＰ－１発現促進剤等」と称する）は、ＵＣＰ－１の発現促進、脂肪細胞の褐
色化、エネルギー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満の予防又は改善、糖尿病の予防又は改
善、高脂血症予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代謝改善、アディポネクチ
ン産生促進の各効果を奏する医薬品、医薬部外品、皮膚外用剤として、或いは医薬品、医
薬部外品、皮膚外用剤又は食品へ配合するための素材又は製剤として有用である。
【００３９】
　上記医薬品（医薬部外品も含む）の剤形は、例えば注射剤、坐剤、吸入剤、経皮吸収剤
、各種外用剤、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤等の何れでもよく、投与形
態も、経口投与（内用）、非経口投与（外用、注射）の何れであってもよい。このような
種々の剤型の医薬製剤を調製するには、例えば本発明のＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ
３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤とを、又は他の薬学
的に許容される賦形剤、結合剤、増量剤、崩壊剤、界面活性剤、滑沢剤、分散剤、緩衝剤
、保存剤、嬌味剤、香料、被膜剤、担体、希釈剤、他の薬効成分等を適宜組み合わせて用
いることができる。
【００４０】
　上記皮膚外用剤（医薬部外品も含む）は、使用方法に応じて、ローション、乳液、ゲル
、クリーム、軟膏剤、粉末、顆粒等の種々の剤型で提供することができる。このような種
々の剤型の皮膚外用剤は、例えば本発明のＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、
β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤と、皮膚外用剤に配合され得る、
油性成分、保湿剤、粉体、色素、乳化剤、可溶化剤、洗浄剤、紫外線吸収剤、増粘剤、薬
効成分、香料、樹脂、防菌防黴剤、植物抽出物、アルコール類等を適宜組み合わせること
により調製することができる。
【００４１】
　上記医薬品や皮膚外用剤（医薬部外品も含む）に配合可能な薬効成分としては、例えば
、ビタミン類、脂肪代謝促進作用が知られている薬物或いは天然物（例えば、キサンチン
誘導体、α－アドレナリン作用抑制薬、ＰＰＡＲα活性化剤、ＰＰＡＲδ活性化剤、ビピ
リジン誘導体、イソフラボン酸、グレープフルーツオイル、ヌートカトン、カフェイン、
唐辛子又はそのエキス、カプサイシン又はその類縁体、レスベラトロール、ココアポリフ
ェノール、コーヒーポリフェノール、クロロゲン酸、フェルラ酸、ケルセチン、ヘスペリ
ジン及びその配糖体、アスタキサンチン、αリポ酸、リン脂質等）等が挙げられる。
【００４２】
　上記医薬品や皮膚外用剤（医薬部外品も含む）におけるＰＰＡＲγ活性化剤の含有量は
、通常、製剤全質量の０．０１質量％以上、好ましくは０．１質量％以上、更に好ましく
は１．０質量％以上であり、そして９５質量％以下、好ましくは８０質量％以下、更に好
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ましくは６０質量％以下である。また、０．０１～９５質量％、好ましくは０．１～８０
質量％、更に好ましくは１．０質量％～６０質量％が挙げられる。
【００４３】
　また、Ｓｍａｄ３阻害剤の含有量は、製剤全質量の０．０１質量％以上、好ましくは０
．１質量％以上、更に好ましくは１．０質量％以上であり、そして９５質量％以下、好ま
しくは８０質量％以下、更に好ましくは６０質量％以下である。また、０．０１～９５質
量％、好ましくは０．１～８０質量％、更に好ましくは１．０質量％～６０質量％が挙げ
られる。
【００４４】
　β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤は、製剤全質量の０．０１質量
％以上、好ましくは０．１質量％以上、更に好ましくは１．０質量％以上であり、そして
９５質量％以下、好ましくは８０質量％以下、更に好ましくは６０質量％以下である。ま
た、０．０１～９５質量％、好ましくは０．１～８０質量％、更に好ましくは１．０質量
％～６０質量％が挙げられる。
【００４５】
　また、上記食品には、エネルギー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満予防又は改善、糖尿
病予防又は改善、高脂血症予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代謝改善等を
コンセプトとし、必要に応じてその旨を表示した病者用食品、栄養機能食品又は特定保健
用食品等の機能性食品が包含される。
【００４６】
　食品の形態は、固形、半固形又は液状であり得る。食品の例としては、パン類、麺類、
クッキー等の菓子類、ゼリー類、乳製品、冷凍食品、インスタント食品、でんぷん加工製
品、加工肉製品、その他加工食品、お茶やコーヒー飲料、果実飲料、炭酸飲料、ゼリー状
飲料等の飲料、スープ類、調味料、栄養補助食品等、及びそれらの原料が挙げられる。ま
た食品は、サプリメントのように、上記の経口投与製剤と同様、錠剤形態、丸剤形態、カ
プセル形態、液剤形態、シロップ形態、粉末形態、顆粒形態等であってもよい。
【００４７】
　斯かる食品は、任意の飲食品材料や、溶剤、軟化剤、油、乳化剤、防腐剤、香科、安定
剤、着色剤、酸化防止剤、増粘剤、固着剤、分散剤、湿潤剤等を適宜組み合わせて配合し
、調製することができる。また、ビタミン類、脂肪代謝促進作用が知られている薬物或い
は天然物（例えば、イソフラボン酸、グレープフルーツオイル、ヌートカトン、カフェイ
ン、唐辛子又はそのエキス、カプサイシン又はその類縁体、レスベラトロール、ココアポ
リフェノール、コーヒーポリフェノール、クロロゲン酸、フェルラ酸、ケルセチン、ヘス
ペリジン及びその配糖体、アスタキサンチン、αリポ酸、リン脂質等）等の薬効成分を適
宜配合することができる。
【００４８】
　上記の食品中のＰＰＡＲγ活性化剤の含有量は、その使用形態により異なるが、通常、
０．０００１質量％以上、好ましくは０．００１質量％以上、更に好ましくは０．０１質
量％以上であり、そして５０質量％以下、好ましくは２０質量％以下、更に好ましくは１
０質量％以下である。例えば、０．０００１％～５０質量％、好ましくは０．００１～２
０質量％、更に好ましくは０．０１～１０質量％が挙げられる。
【００４９】
　また、Ｓｍａｄ３阻害剤の含有量は、製剤全質量の０．０００１質量％以上、好ましく
は０．００１質量％以上、更に好ましくは０．０１質量％以上であり、そして５０質量％
以下、好ましくは２０質量％以下、更に好ましくは１０質量％以下である。例えば、０．
０００１％～５０質量％、好ましくは０．００１～２０質量％、更に好ましくは０．０１
～１０質量％が挙げられる。
【００５０】
　β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤は、製剤全質量の０．０００１
質量％以上、好ましくは０．００１質量％以上、更に好ましくは０．０１質量％以上であ
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り、そして５０質量％以下、好ましくは２０質量％以下、更に好ましくは１０質量％以下
である。例えば、０．０００１％～５０質量％、好ましくは０．００１～２０質量％、更
に好ましくは０．０１～１０質量％が挙げられる。
【００５１】
　本発明のＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤との組み合わせを医薬品或いはサプリメントとして、或いは医薬
品或いはサプリメントに配合して使用する場合の投与量は、ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍ
ａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤との種類により
、また、対象者の状態、体重、性別、年齢又はその他の要因に従って変動し得るが、経口
投与の場合の成人１人当たりの１日の投与量は、通常、ＰＰＡＲγ活性化剤として１ｍｇ
以上、好ましくは５ｍｇ以上、更に好ましくは１５ｍｇ以上であり、そして１０ｇ以下、
好ましくは５ｇ以下、更に好ましくは１ｇ以下である。ピオグリタゾンの場合は、通常一
日あたり１ｍｇ～４５ｍｇ、特に１５ｍｇ～４５ｍｇ、ロシグリタゾンの場合は通常一日
当り１ｍｇ～８ｍｇ、特に４ｍｇ～８ｍｇが好ましい。また、Ｓｍａｄ３阻害剤として、
１ｍｇ以上、好ましくは５ｍｇ以上、更に好ましくは１５ｍｇ以上であり、そして１０ｇ
以下、好ましくは５ｇ以下、更に好ましくは１ｇ以下である。β３アドレナリン受容体活
性化剤又はＴＧＲ５活性化剤として、１ｍｇ以上、好ましくは５ｍｇ以上、更に好ましく
は１５ｍｇ以上であり、そして１０ｇ以下、好ましくは５ｇ以下、更に好ましくは１ｇ以
下である。ミラベグロンの場合は通常一日当たり５～１００ｍｇ、特に２５～５０ｍｇが
好ましい。
【００５２】
　また、上記製剤は、任意の投与計画に従って投与され得るが、１日１回～数回に分け、
数週間～数ヶ月間継続して投与することが好ましい。　また、投与又は摂取対象としては
、それを必要としている若しくは希望している動物であれば特に限定されないが、エネル
ギー消費促進、体脂肪蓄積抑制、肥満予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代謝改善、脂質代
謝改善を必要とする若しくは希望するヒトが挙げられる。
【００５３】
　上述した実施形態に関し、本発明においてはさらに以下の態様が開示される。
　＜１＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるＵＣＰ－１発現促進剤。
　＜２＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる褐色脂肪化促進剤。
　＜３＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるエネルギー消費促進剤。
　＜４＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる体脂肪蓄積抑制剤。
　＜５＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる肥満予防又は改善剤。
　＜６＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖尿病予防又は改善剤。
　＜７＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる高脂血症予防又は改善剤。
　＜８＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質燃焼促進剤。
　＜９＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる糖代謝改善剤。
　＜１０＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなる脂質代謝改善剤。
　＜１１＞ＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化
剤又はＴＧＲ５活性化剤とを組み合わせてなるアディポネクチン産生促進剤。
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　＜１２＞ＵＣＰ－１発現促進剤、褐色脂肪化促進剤、エネルギー消費促進剤、体脂肪蓄
積抑制剤、肥満予防又は改善剤、糖尿病予防又は改善剤、高脂血症予防又は改善剤、脂質
燃焼促進剤、糖代謝改善剤、脂質代謝改善剤、又はアディポネクチン産生促進剤を製造す
るためのＰＰＡＲγ活性化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤との組み合わせの使用。
　＜１３＞ＵＣＰ－１発現促進、褐色脂肪化促進、エネルギー消費促進、体脂肪蓄積抑制
、肥満予防又は改善、糖尿病予防又は改善、高脂血症予防又は改善、脂質燃焼促進、糖代
謝改善、脂質代謝改善、又はアディポネクチン産生促進に使用するためのＰＰＡＲγ活性
化剤と、Ｓｍａｄ３阻害剤と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤と
の組み合わせ。
　＜１４＞　ＰＰＡＲγ活性化剤の摂取又は投与と、Ｓｍａｄ３阻害剤の摂取又は投与或
いはＳｍａｄ３を阻害するための処置と、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５
活性化剤の摂取又は投与或いはβ３アドレナリン受容体又はＴＧＲ５を活性化するための
処置とを組み合わせることを特徴とするＵＣＰ－１発現促進方法、褐色脂肪化促進方法、
エネルギー消費促進方法、体脂肪蓄積抑制方法、肥満予防又は改善方法、糖尿病予防又は
改善方法、高脂血症予防又は改善方法、脂質燃焼促進方法、糖代謝改善方法、脂質代謝改
善方法、又はアディポネクチン産生促進方法。
　＜１５＞前記＜１＞～＜１４＞において、ＰＰＡＲγ活性化剤は、ロシグリタゾン又は
ピオグリタゾンである。
　＜１６＞前記＜１＞～＜１４＞において、ＰＰＡＲγ活性化剤は、ショウガ又はその抽
出物、ナツメグ又はその抽出物、エイコサペンタエン酸（ＥＰＡ）、ドコサヘキサエン酸
（ＤＨＡ）、エレミ又はその抽出物、クローブ又はその抽出物、シトロネラ又はその抽出
物、ベイ又はその抽出物、シンナモン又はその抽出物、アシタバカルコン、ロベージ又は
その抽出物、ダバナ又はその抽出物、ケシの実又はその抽出物、アサの実又はその抽出物
のいずれか１以上である。
　＜１７＞前記＜１＞～＜１６＞において、Ｓｍａｄ３阻害剤は、ＳＩＳ３又はＳＢ４３
１５４２である。
　＜１８＞前記＜１＞～＜１６＞において、Ｓｍａｄ３阻害剤は、植物タンニン、ルテオ
リン、ローズマリー又はその抽出物、白茶又はその抽出物、マリアアザミ又はその抽出物
、ログウッド色素、ピーナツ種皮又はその抽出物、ライチポリフェノール、リンゴポリフ
ェノール、ウーロン茶、又はオールスパイスのいずれか１以上である。
　＜１９＞前記＜１＞～＜１８＞において、β３アドレナリン受容体活性化剤は、ノルエ
ピネフリン、ＣＬ３１６，２４３又はミラベグロンである。
　＜２０＞前記＜１＞～＜１８＞において、ＴＧＲ５活性化剤は、コール酸、ハッカ又は
その抽出物、発酵グアバ茶又はその抽出物、オリーブ茶又はその抽出物、オリーブリーフ
又はその抽出物、レモンバーム又はその抽出物、ヒソップ又はその抽出物、カンゾウ又は
その抽出物、西洋サンザシ又はその抽出物、マジョラム又はその抽出物、マテ茶又はその
抽出物、バナバ葉又はその抽出物、シソエキス、大豆サポニン、サンソウニン又はその抽
出物、バジル又はその抽出物、レンコン又はその抽出物、柿の葉茶又はその抽出物、ディ
ル又はその抽出物、スペアミント又はその抽出物、ブラックカーラント色素、バコパモニ
エラ、サポニン、ナツメグ又はその抽出物、ジンゲロール、ビワ茶又はその抽出物、赤シ
ョウガエキス－Ｐ、及びチェストツリー又はその抽出物のいずれか１以上である。
　＜２１＞前記＜１２＞において、使用は非治療的使用である。
　＜２２＞前記＜１４＞において、方法は非治療的方法である。
　＜２３＞前記＜１４＞において、投与又は摂取の対象は、エネルギー消費促進、体脂肪
蓄積抑制、肥満予防又は改善、糖尿病予防又は改善、又は高脂血症予防又は改善、アディ
ポネクチン産生促進を必要とする若しくは希望するヒトである。
【実施例】
【００５４】
実施例１　ＰＰＡＲγ活性化剤とＳｍａｄ３阻害剤とβ３アドレナリン受容体活性化剤に
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よるＵＣＰ－１発現誘導作用（細胞）
（１）脂肪組織からの前駆脂肪細胞の調製
　Ｗｉｓｔａｒラット（オス、８週齢）の腹部皮下脂肪組織を、コラーゲナーゼバッファ
ー（０．０５％　ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ　＋４％　ＢＳＡ　ｉｎ　Ｈａｎｋ’ｓ　ｂｕ
ｆｆｅｒ）中にて手術用メスで刻み、その後刻んだ組織を振とうしながら３７℃で１５分
間インキュベートした。適量の培地（ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ＤＭＥＭ（ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ），＋１０％　ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ（ＦＢＳ）（ＡｕｓＧ
ｅｎｅＸ），＋１００　ｕｎｉｔｓ／ｍＬ　ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ、＋１００　ｍｇ／ｍ
Ｌ　ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））を添加後、得られた細胞懸濁
液を１０００ｒｐｍで５分間遠心した。上清を除去し、ペレット（ＳＶＦ；　ｓｔｒｏｍ
ａｌ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｆｒａｃｔｉｏｎ）を得た。ＳＶＦはＤＭＥＭ（＋１０％ＦＢ
Ｓ、＋ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ、＋ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）培地に懸濁、Ｔ－１７５フ
ラスコに播種、４日間培養し、前駆脂肪細胞として用いた。
【００５５】
（２）ＵＣＰ－１発現誘導
　前駆脂肪細胞を、Ｉ型コラーゲンにてコートした１２穴プレートに播種し、翌日ＰＰＡ
Ｒγ活性化剤（ロシグリタゾン（Ｒｏｓｉ）（和光純薬）、終濃度：１μＭ）及び／ある
いはＳｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（ＳＩＧＭＡ）、終濃度：１０μＭ）を添加した。７日
間培養後、β３アドレナリン受容体活性化剤（ノルエピネフリン（ＮＥ）（和光純薬）、
終濃度：１μＭ））を添加、２時間培養した後、細胞をＰＢＳで洗浄し回収した。
【００５６】
（３）定量的ＰＣＲ
　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡの抽出は、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用
いて定法に従い行った。逆転写は、Ｈｉｇｈ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　ＲＮＡ－ｔｏ－ｃＤＮ
Ａ　Ｋｉｔ（アプライドバイオシステム）を用いて定法に従い行った。
　得られたｃＤＮＡ（３０ｎｇ／ｗｅｌｌ）を鋳型として、７５００　Ｆａｓｔ　Ｒｅａ
ｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（アプライドバイオシステム）を用いて定量的ＰＣ
Ｒを行った。各遺伝子の発現量は、３６Ｂ４遺伝子発現量を内部標準として補正した。そ
の結果を、ノルエピネフリン（ＮＥ）の有無で分けて、図１に示す。Ｃｏｎｔｒｏｌは上
記剤を含まないものとした。
【００５７】
　図１より、ＵＣＰ－１の発現量は、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とノルエピネフリンを組
み合わせることにより、相乗的に増加した。
【００５８】
（４）ＰＰＡＲγ活性化剤の寄与
　上記で得られた前駆脂肪細胞（ｎ＝３）を、Ｉ型コラーゲンにてコートした１２穴プレ
ートに播種し、翌日ＰＰＡＲγ活性化剤（ロシグリタゾン（Ｒｏｓｉ）（和光純薬）又は
、ピオグリタゾン（和光純薬）：１μＭ）及びＳｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（ＳＩＧＭＡ
）、１０μＭ）を添加した。７日間培養後、β３アドレナリン受容体活性化剤（ノルエピ
ネフリン（和光純薬）、１μＭ）にて２時間処理した細胞を回収した。
　各遺伝子の発現量を、ロシグリタゾン又はピオグリタゾンの有無で分けて、図２に示す
。
【００５９】
　図２より、ＵＣＰ－１の発現量は、ＳＩＳ３とノルエピネフリンに、ロシグリタゾン又
はピオグリタゾンを添加することにより、相乗的に増加した。
【００６０】
（５）Ｓｍａｄ３阻害剤の寄与
　前駆脂肪細胞をトリプシン処理により集め、Ｎｅｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｓｙ
ｓｔｅｍ （ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いるエレクトロポレーション法により、各Ｓｍ
ａｄに対するｓｉＲＮＡを導入した。前駆脂肪細胞（３ｘ１０５個）にｓｉＲＮＡ（Ｌｉ
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ｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）５０ｐｍｏｌを１１５０Ｖ／２０ｍｓ／３ｐｕｌｓｅ
ｓにて導入、ＤＭＥＭ（＋１０％ＦＢＳ、＋１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ ｐｅｎｉｃｉｌｌ
ｉｎ、＋１００ ｍｇ／ｍＬ ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）培地に懸濁後、Ｉ型コラーゲン
でコートした１２穴プレートに播種した。６時間後にロシグリタゾンを添加し、一日毎に
培地を交換しながら培養した。播種４日後にノルエピネフリンにて２時間処理した後に細
胞を回収し、ＵＣＰ－１発現量をＲＴ－ＰＣＲにより解析した。尚、コントロールとして
、ランダムなｓｉＲＮＡを導入した細胞にロシグリタゾン、ＳＩＳ３及びノルエピネフリ
ンを同様の手法にて添加し解析を行った。
　ＵＣＰ－１遺伝子の発現に対する各ＳｍａｄのｓｉＲＮＡによる影響を図３に示す
【００６１】
　図３の通り、ロシグリタゾン及びノルエピネフリン存在下で、ｓｉＲＮＡによりＳｍａ
ｄ３及びＳｍａｄ４をノックダウンすることにより、ＵＣＰ－１の発現量が顕著に増加し
た。
【００６２】
　上記で得られた前駆脂肪細胞（ｎ＝３）を、Ｉ型コラーゲンにてコートした１２穴プレ
ートに播種し、翌日ＰＰＡＲγ活性化剤（ロシグリタゾン（Ｒｏｓｉ）（和光純薬）、１
０μＭ）及びＳｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（ＳＩＧＭＡ）又はＳＢ４３１５４２（ＳＩＧ
ＭＡ）：１０μＭ）を添加した。７日間培養後、β３アドレナリン受容体活性化剤（ノル
エピネフリン（和光純薬）、１μＭ）にて２時間処理した細胞を回収した。
　各遺伝子の発現量を、ロシグリタゾンの有無で分けて、図４に示す。
【００６３】
　図４より、ＵＣＰ－１の発現量は、ＳＩＳ３とノルエピネフリンに、ロシグリタゾンを
添加することにより、相乗的に増加した。
【００６４】
（６）β３アドレナリン受容体活性化剤の寄与
　前駆脂肪細胞（ｎ＝３）を、Ｉ型コラーゲンにてコートした１２穴プレートに播種し、
翌日６時間後ＰＰＡＲγ活性化剤（ロシグリタゾン（Ｒｏｓｉ）（和光純薬）、１μＭ）
及びＳｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（ＳＩＧＭＡ）、１０μＭ）を添加した。７日間培養後
、β３アドレナリン受容体活性化剤（ノルエピネフリン（和光純薬）又はミラベグロン（
ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ）：１μＭ）にて２時間処理した細胞を回収した。
　ＵＣＰ－１遺伝子の発現量を、ノルエピネフリン又はミラベグロンの有無で分けて、図
５に示す。
【００６５】
　図５より、ＵＣＰ－１の発現量は、ロシグリタゾンとＳＩＳ３に、ノルエピネフリン又
はミラベグロンを添加することにより、相乗的に増加した。
【００６６】
実施例２　　ＵＣＰ－１発現誘導作用（マウス）
（１）動物及びその飼育
　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（ＳＬＣ、♂、１０週齢）を体重が均等になるように４群に分けた（
ｎ＝１０）。食餌は、標準固形飼料ＣＥ－２（オリエンタル酵母工業）を自由摂食させ、
水道水を自由摂水させた。飼育環境は、室温を２３±２℃、湿度を５５±１０％とし、明
期を７～１９時とした。
【００６７】
（２）Ａｌｚｅｔ浸透圧ポンプの埋め込み手術
　ソムノペンチル１／１３希釈溶液を１０ｍＬ／ｋｇ体重にて腹腔内投与した後、鎮痛剤
ペンタゾシンを１ｍｇ／ｋｇ体重にて皮下注射した。背部を毛刈り後、以下の剤を充填し
た浸透圧ポンプＡｌｚｅｔ（ＤＵＲＥＣＴ）を皮下に埋め込むことで、剤を持続投与した
。＜被験化合物＞
　　第１群：対照
　　第２群：ＰＰＡＲγ活性化剤（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ；Ｒｏｓｉ（５ｍｇ／ｋ
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ｇ体重／ｄａｙ））＋Ｓｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（５ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ））
　　第３群：β３アドレナリン受容体活性化剤（ＣＬ３１６，２４３（０．０１ｍｇ／ｋ
ｇ体重／ｄａｙ））
　　第４群：ＰＰＡＲγ活性化剤（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ（５ｍｇ／ｋｇ体重／ｄ
ａｙ））＋Ｓｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３（５ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ））＋β３アドレナ
リン受容体活性化剤（ＣＬ３１６，２４３（０．０１ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ））
【００６８】
　手術一週間後、ＵＣＰ－１発現量の解析のため、鼠蹊部皮下脂肪の採取を行った。採取
組織は液体窒素を用いて即時凍結し、使用時まで－８０℃にて保存した。また、組織染色
用に１０％ホルマリン溶液にて固定した。
【００６９】
（３）定量的ＰＣＲ
　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡの抽出は、ＲＮｅａｓｙ　Ｌｉｐｉｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｍｉｎｉ　
Ｋｉｔ　（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて定法に従い行った。逆転写は、Ｈｉｇｈ　Ｃａｐａｃ
ｉｔｙ　ＲＮＡ－ｔｏ－ｃＤＮＡ　Ｋｉｔ（アプライドバイオシステム）を用いて定法に
従い行った。
　逆転写反応により得られたｃＤＮＡ（３０ｎｇ／ｗｅｌｌ）を鋳型として、７５００　
Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（アプライドバイオシステム）を
用いて定量的ＰＣＲを行った。ＵＣＰ－１遺伝子の発現量は、３６Ｂ４遺伝子発現量を内
部標準として補正した。有意差検定は、Ｔｕｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ法による多重比較検定
を用いた（異文字間で　Ｐ＜０．０５）。その測定結果を、図６（左図）に示す。
【００７０】
　図６（左図）より、ＵＣＰ－１の発現量は、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，
２４３を組み合わせることにより、顕著に増加した。
【００７１】
（４）ウエスタンブロッティング
　鼠蹊部皮下脂肪にＬｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒを加えホモジナイズした。３０００ｒｐｍ
、４℃、５分間の遠心により固化した脂肪層を除去した後、１２０００ｒｐｍ、４℃で１
０分間遠心した上清をタンパク質溶液として得た。
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥには、１レーンあたりタンパク質１０μｇ分、４ｘＳＤＳ　Ｓａｍｐ
ｌｅ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｎｏｖａｇｅｎ）を１／４容量含む調製サンプルに対し、９５℃で
５分間熱変性をかけたものを用いた。Ｉｍｍｕｎ－ＢｌｏｔＴＭ　ＰＶＤＦ　Ｍｅｍｂｒ
ａｎｅ（ＢｉｏＲａｄ）に転写し、以下の手順でブロッキング、抗体反応を行い、ＥＣＬ
　ｐｒｉｍｅ　ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ
（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて感光、バンドを検出した。その検出結果を、図６（右図）
に示す。
【００７２】
５％　スキムミルク／ＴＢＳ－Ｔ，１時間（室温）
　　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄
一次抗体／Ｃａｎ　Ｇｅｔ　ＳｉｇｎａｌＴＭ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ１　（ＴＯＹＯＢＯ）
，Ｏ／Ｎ　（４℃）
　　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄二次抗体／Ｃａｎ　Ｇｅｔ　ＳｉｇｎａｌＴＭ　ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ２　（ＴＯＹＯＢＯ），１時間（室温）
　　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄
　　　検出
　※ＴＢＳ－Ｔ；０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０／Ｔｒｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎ
ｅ（ＴＢＳ）
【００７３】
　Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ：ＲＩＰＡ　ｂｕｆｆｅｒ　（ＳＩＧＭＡ）、Ｐｒｏｔｅａ
ｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｅｒ　ｃｏｃｋｔａｉｌ　（１／１０００量、ＳＩＧＭＡ）
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　一次抗体：ａｎｔｉ－ＵＣＰ－１（Ａｂｃａｍ　♯２３８４１），１０００倍希釈
　　　　　　ａｎｔｉ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　♯２１４
４），１０００倍希釈
　二次抗体：ａｎｔｉ－ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ，　ＨＲＰ　ｌｉｎｋｅｄ（ＧＥヘルスケ
ア），１０００倍希釈
【００７４】
　図６（右図）より、ＵＣＰ－１の発現量は、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，
２４３を組み合わせることにより、顕著に増加した。
【００７５】
（５）素材の組み合わせによるＵＣＰ－１誘導
　下記参考例で得られたＰＰＡＲγ活性化剤、Ｓｍａｄ３阻害剤、β３アドレナリン受容
体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤について、下記の各素材を用いて、ＵＣＰ－１発現誘導
作用について検証した。
　前駆脂肪細胞を、１０％　ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ（ＦＢＳ，　Ａｕｓ
ＧｅｎｅＸ）　及び　１００ｕｎｉｔｓ／ｍＬ　ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ　（ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）、１００ｍｇ／ｍＬ　ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ　（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
　を添加したｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ　ＤＭＥＭ（ＳＩＧＭＡ）培地に懸濁後、Ｉ型コ
ラーゲンにてコートした１２穴プレートに播種し、３７℃、５％ＣＯ２条件下にて培養し
た。翌日、ＰＰＡＲγ活性化剤、Ｓｍａｄ３阻害剤を各々添加し、７日間培養した。その
後、β３アドレナリン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤を添加、２時間後に細胞を回
収、ｍＲＮＡ抽出、ＲＴ－ＰＣＲに供し、ＵＣＰ－１ｍＲＮＡ発現誘導作用を評価し、そ
の結果を図７に示す。尚、評価に使用した濃度は以下のとおりである。
　　　Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ；Ｒｏｓｉ　　１μＭ
　　　ＳＩＳ３　　１０μＭ
　　　Ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ；ＮＥ　　１μＭ
　　　植物タンニン／ルテオリン／オールスパイス　　０．００１％（Ｗ／Ｖ）
　　　ローズマリー／グローブ／シンナモン／ベイ　　０．００２％（Ｗ／Ｖ）
　　　ＥＰＡ（エイコサペンタエン酸）　　１００μＭ
　　　胆汁酸　　１０μＭ
　　　ハッカ／発酵グアバ茶／オリーブ茶／レモンバーム／ヒソップ／カンゾウ　　０．
０１％（Ｗ／Ｖ）
【００７６】
　図７より、ＰＰＡＲγ活性化剤、Ｓｍａｄ３阻害剤、β３アドレナリン受容体活性化剤
又はＴＧＲ５活性化剤の各剤を組み合わせることにより、ＵＣＰ－１の発現量は、顕著に
増加した。
【００７７】
（６）ＵＣＰ－１の免疫組織化学的染色
　以下のプロトコルに従い、鼠蹊部皮下脂肪について、ＵＣＰ－１の免疫組織化学的染色
を行った。組織の固定には、１０％ホルマリン溶液を用いた。抗体はａｎｔｉ－ＵＣＰ－
１（ａｂｃａｍ　♯２３８４１）を用いた。その染色結果を図８に示す。
＜プロトコル＞
　　１）パラフィン切片をキシレンにより脱パラフィン、アルコール，水洗し、ＰＢＳに
浸漬。
　　２）Ｄａｋｏ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ，　ｐＨ９（
１０×）でＭＷ処理５分
　　３）ＰＢＳ洗浄後、１％過酸化水素メタノール，室温３０分
　　４）１次抗体３００倍，反応時間室温６０分
　　５）ＰＢＳ洗浄後、Ａｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ　Ｅｎｖｉｓｉｏｎ　，室温３０分
　　６）ＰＢＳ洗浄後、ＤＡＢにて発色、ヘマトキシリンで核染色し、脱水、透徹、封入
。
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　　　　※ＰＢＳ洗浄は５分×３回
【００７８】
＜試薬＞
　　一次抗体：　ａｂ２３８４１（ａｂｃａｍ社）
　　二次抗体：　ＥｎｖｉｓｉｏｎＴＭ　Ｋ４００３（ＤＡＫＯ社）
　　ＤＡＢ：　Ｋ３４６８（Ｄａｋｏ社）
　　Ｄａｋｏ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｒｅｔｒｉｅｖａｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ，　ｐＨ９：　Ｓ
２３６７（ＤＡＫＯ社）
【００７９】
　図８より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせることにより
、細胞は小型化し、ＵＣＰ－１の発現が誘導されたことがわかる（褐色に染まった部分）
。
【００８０】
実施例３　エネルギー代謝促進作用
（１）動物及びその飼育
　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（ＳＬＣ、♂、７週齢）に、６０ｃａｌ％脂肪含有の高脂肪飼料（リ
サーチダイエット）を自由摂食、水道水を自由飲水させた。１週間ごとに体重測定を行い
、１０週間後、平均体重が均等になるように４群に分けた（ｎ＝８）。飼育環境は、室温
を２３±２℃、湿度を５５±１０％とし、明期を７～１９時とした。
【００８１】
（２）Ａｌｚｅｔ浸透圧ポンプの埋め込み手術
　ソムノペンチル１／１３希釈溶液を１０ｍＬ／ｋｇ体重にて腹腔内投与した後、鎮痛剤
ペンタゾシンを１ｍｇ／ｋｇ体重にて皮下注射した。背部を毛刈り後、以下の剤を充填し
た浸透圧ポンプＡｌｚｅｔ　（ＤＵＲＥＣＴ）　を皮下に埋め込むことで、剤を持続投与
した。
＜被験化合物＞
　　第１群：対照
　　第２群：ＰＰＡＲγ活性化剤（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ；Ｒｏｓｉ：５ｍｇ／ｋ
ｇ体重／ｄａｙ）＋Ｓｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３：５ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ）
　　第３群：β３アドレナリン受容体活性化剤（ＣＬ３１６，２４３：０．１ｍｇ／ｋｇ
体重／ｄａｙ）
　　第４群：ＰＰＡＲγ活性化剤（Ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ；Ｒｏｓｉ：５ｍｇ／ｋ
ｇ体重／ｄａｙ）＋Ｓｍａｄ３阻害剤（ＳＩＳ３：５ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ）＋β３ア
ドレナリン受容体活性化剤（ＣＬ３１６，２４３：０．１ｍｇ／ｋｇ体重／ｄａｙ）
【００８２】
（３）呼気分析：
　呼気測定用チャンバーにマウスを１匹ずつ入れ３日間馴化させた後、術後１０日目の１
９時から術後１２日目の１９時までの計４８時間、Ａｒｃｏ－２０００ｓｙｓｔｅｍ　（
アルコシステム）を用いて呼気分析を行った。測定項目は酸素消費量、呼吸商とし、また
酸素消費量と呼吸商より下記のＰｅｒｏｎｎｅｔの式を用いて脂質燃焼量、糖質燃焼量を
算出した。測定は、１５秒ごとにチャンバーを切り替えて行い、５分毎にデータの平均値
を算出したものを測定値として解析に用いた。チャンバー内では６０ｃａｌ％脂肪含有の
高脂肪飼料の自由摂食、水道水を自由飲水条件で飼育し、測定終了時に餌重量を測定する
ことで摂餌量を算出した。有意差検定は、Ｔｕｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ法による多重比較検
定を用いた（異文字間でＰ＜０．０５）。その測定の平均値を、図９、１０に示す。
＜Ｐｅｒｏｎｎｅｔの式＞
（Ｐｅｒｏｎｎｅｔ　Ｆ　ｅｔ　ａｌ（１９９１）　Ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｎｏｎｐｒｏｔ
ｅｉｎ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｑｕｏｔｉｅｎｔ：ａｎ　ｕｐｄａｔｅ．　Ｃａｎ　
Ｊ　Ｓｐｏｒｔ　Ｓｃｉ　１６：２３－２９）
　　脂質燃焼量＝１．６９５×（１－１．７０１／１．６９５×呼吸商）×酸素消費量
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　　糖質燃焼量＝（４．５８５×呼吸商－３．２２６）×酸素消費量
【００８３】
　図９、１０より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせること
により、酸素消費量（エネルギー消費量）及び脂質燃焼量（脂質酸化量）が増加すること
がわかる。
【００８４】
（４）直腸温の測定
　ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３の投与前及び投与後（術前及び術後）
において、明期として術後１４日目９時頃、暗期として術後１２日目２１時頃に直腸温を
測定した。測定は、デジタル温度計にマウス用直腸温測定プローブ（ＲＥＴ－３；　Ｐｈ
ｙｓｉｔｅｍｐ）　を接続したもの使用し、無麻酔・無補綴下にて行った。有意差検定は
、Ｔｕｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ法による多重比較検定を用いた（異文字間でＰ＜０．０５）
。その測定結果を、図１１に示す。
【００８５】
　図１１より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせることによ
り、直腸温が有意に上昇し、エネルギー消費（熱産生）が増加したことがわかる。
【００８６】
実施例４　糖代謝及び脂質代謝改善作用
　上記動物のＡｌｚｅｔ浸透圧ポンプの埋め込み手術後１３日目に経口糖・脂質負荷試験
を行った。糖・脂質混合乳剤として、１０質量％グルコース及び１０質量％コーン油を含
有する以下の溶液を、超音波処理にて乳化したものを用いた。
＜糖・脂質混合乳剤の組成＞
　グルコース　　　　１ｇ
　コーン油　　　　　１ｇ
　卵黄レシチン　　　０．１ｇ
　脂肪酸不含ＢＳＡ　０．４ｇ
　蒸留水　　　　　　ｔｏｔａｌ　１０ｍＬ
【００８７】
　絶食１２時間後、イソフルラン麻酔下にて補綴し、１０ｍＬ／ｋｇ体重量の糖・脂質混
合乳剤をゾンデにて経口投与した。０、１５、３０、６０、１２０分後に、イソフルラン
麻酔下で眼窩より採血すると共に、血糖値、血中インスリン濃度、血中トリグリセリド濃
度（ＴＧ）及び血中遊離脂肪酸濃度（ＮＥＦＡ）を測定した。
　血糖値は、簡易血糖値測定器アキュチェックアビバ（ロシュ）及び測定用試験紙アキュ
チェックアビバストリップＩＩ（ロシュ）にて測定した。また、採血した血液より１００
００ｒｐｍ、４℃、６分間の遠心処理にて血清を分取し、血中インスリン濃度をインスリ
ン測定キット（森永生科学研究所）、血中トリグリセリド濃度をＴＧ　　Ｅ－テスト（和
光純薬）、血中遊離脂肪酸濃度をＮＥＦＡ　　Ｃ－テスト（和光純薬）にて測定した。Ａ
ＵＣは、最低測定値を底辺とした面積にて算出した。有意差検定は、Ｔｕｋｅｙ－Ｋｒａ
ｍｅｒ法による多重比較検定を用いた（異文字間でＰ＜０．０５）。その測定結果を、図
１２、１３に示す。
【００８８】
　図１２、１３より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせるこ
とにより、血糖値、血中インスリン値、中性脂肪（ＴＧ）値、ＮＥＦＡ（脂肪酸）値が顕
著に低下し、糖代謝改善作用及び脂質代謝改善作用が認められた。
【００８９】
実施例５　肥満予防及び体脂肪蓄積抑制作用
（１）体重の測定
　上記投与前後（術前及び術後）に、ラットの体重を測定した。術後の測定は、術後１２
日目の夜、呼気分析終了後かつ絶食開始前に行った。有意差検定は、Ｔｕｋｅｙ－Ｋｒａ
ｍｅｒ法による多重比較検定を用いた（異文字間でＰ＜０．０５）。投与前と投与後の差
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を図１４に示す。
【００９０】
　図１４より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせることによ
り、体重が低減し、抗肥満作用が認められた。
【００９１】
（２）脂肪組織重量の測定
　上記手術後１４日目に解剖を行った。イソフルラン麻酔下にて腹部大静脈から採血を行
った後、下記に示す各組織を採取して、その組織の重量を測定した。有意差検定は、Ｔｕ
ｋｅｙ－Ｋｒａｍｅｒ法による多重比較検定を用いた（異文字間でＰ＜０．０５）。その
測定結果を、図１５に示す。
【００９２】
　図１５より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせることによ
り、白色脂肪重量が有意に低減した。
【００９３】
実施例６　血液分析
　上記解剖時に得た血液から血清について、以下に記載の市販測定キットを用いて成分分
析を行い、その結果を表１に示す。
　　アディポネクチン：アディポネクチンＥＬＩＳＡキット（大塚製薬）
　　インスリン：インスリン測定キット（森永生科学研究所）
　　グルコース：Ｎ－アッセイＧｌｕ－ＵＬ（ニットーボー）
　　総コレステロール：Ｎ－アッセイＬ　　Ｔ－ＣＨＯ－Ｈ（ニットーボー）
　　トリグリセリド：Ｎ－アッセイＴＧ－Ｈ（ニットーボー）
　　ＮＥＦＡ：ＮＥＦＡ－ＨＡ　　テストワコー（和光純薬）
【００９４】
【表１】

【００９５】
　表１より、ロシグリタゾンとＳＩＳ３とＣＬ３１６，２４３を組み合わせることにより
、血中アディポネクチン量が増加し、インスリン、グルコース、トリグリセリド、ＮＥＦ
Ａ量が減少した。これにより、ＰＰＡＲγ活性化剤、Ｓｍａｄ３阻害剤、β３アドレナリ
ン受容体活性化剤又はＴＧＲ５活性化剤の組合せが、アディポネクチン産生促進剤、抗イ
ンスリン血症抑制剤、高血糖抑制剤、高脂血症抑制、脂質代謝改善剤、糖代謝改善剤等と
して有用であることがわかる。
【００９６】
参考例１　Ｓｍａｄ３阻害素材
　ＨＥＫ２９３細胞を６ｗｅｌｌ　ｄｉｓｈに３ｘ１０５ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌとなるよ
うに播種し、５％　ｃｈａｒｃｏａｌ－ｔｒｅａｔｅｄ　ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ中で一晩培
養した。翌日、下記表２に示す各素材を終濃度０．００２％（ルテオリンは２μＭ）（低
濃度サンプル）あるいは終濃度０．０１％（ルテオリンは１０μＭ）（高濃度サンプル）
にてそれぞれ添加した無血清ＤＭＥＭに交換した。２時間後、０．０３μｇ／ｍＬ　ＴＧ
Ｆ－βを添加し２０分間インキュベートした細胞について、培地を除去しＰＢＳで洗浄後
回収した。
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【００９７】
【表２】

【００９８】
（ウエスタンブロッティング）
　回収した細胞にＬｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒを加えよくホモジナイズした。氷上に１５分
間静置後、超音波にて破砕し、１２０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心した上清をタンパ
ク質溶液として得た。
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥには、１レーンあたりタンパク質２５ｍｇ分、４ｘＳＤＳ　Ｓａｍｐ
ｌｅ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｎｏｖａｇｅｎ）を１／４容量含む調製サンプルに対し、９５℃で
５分間熱変性をかけたものを用いた。Ｉｍｍｕｎ－ＢｌｏｔＴＭ　ＰＶＤＦ　Ｍｅｍｂｒ
ａｎｅ（ＢｉｏＲａｄ）に転写し、以下の手順でブロッキング、抗体反応を行い、ＥＣＬ
　ｐｒｉｍｅ　ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ
（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて、αＴｕｂｕｌｉｎとＳｍａｄ３について、併せて検出を
行った。尚、図１６における（－）はＴＧＦ－β未添加、（＋）はＴＧＦ－βを添加した
ことを示す。
【００９９】
５％　スキムミルク／ＴＢＳ－Ｔ，１時間（室温）
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　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄
　一次抗体／Ｃａｎ　Ｇｅｔ　ＳｉｇｎａｌＴＭ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ１（ＴＯＹＯＢＯ）
，Ｏ／Ｎ　（４℃）
　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄
　二次抗体／Ｃａｎ　Ｇｅｔ　ＳｉｇｎａｌＴＭ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ２（ＴＯＹＯＢＯ）
，　１時間　（室温）
　　　↓　ＴＢＳ－Ｔにて洗浄
　　検出
※ＴＢＳ－Ｔ；０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０／Ｔｒｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａｌｉｎｅ
（ＴＢＳ）
【０１００】
　Ｌｙｓｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ：ＲＩＰＡ　ｂｕｆｆｅｒ（ＳＩＧＭＡ）
　Ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｅｒ　ｃｏｃｋｔａｉｌ（１／１０００量、ＳＩＧ
ＭＡ）
　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ　１（１／１００量
、ＳＩＧＭＡ）
　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃｏｃｋｔａｉｌ　２（１／１００量
、ＳＩＧＭＡ）
【０１０１】
　一次抗体：　ａｎｔｉ－Ｓｍａｄ３（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　♯９５１３），
１０００倍希釈
　　　　　　ａｎｔｉ－ｐｈｏｓｐｈｏ　Ｓｍａｄ３（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　
♯９５２０），１０００倍希釈
　　　　　　ａｎｔｉ－α－ｔｕｂｕｌｉｎ（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　♯２１４
４），１０００倍希釈
　二次抗体：ａｎｔｉ－ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ，　ＨＲＰ　ｌｉｎｋｅｄ（ＧＥヘルスケ
ア），１０００倍希釈
【０１０２】
　ａ）～ｋ）の素材について、ＴＧＦ－β刺激応答性のＳｍａｄ３リン酸化亢進が抑制さ
れ、高濃度処理群（レーン右側）においてはより顕著な抑制効果が認められた（図１６）
。
【０１０３】
参考例２　ＰＰＡＲγ活性化素材
　アフリカミドリザル腎細胞株ＣＶ－１をプレートにまき、ＤＭＥＭ（５％チャコール処
理ウシ胎児血清）中で１日培養した。ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流にＧＡＬ４結合
配列を含むレポータープラスミド（ｐＧ５－Ｌｕｃ；ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）と、ヒトＰ
ＰＡＲγ２リガンド結合部位（ＮＣＢＩ　Ｒｅｆ　Ｓｅｑ　ＮＭ＿０１５８６９，ｎｔ７
０３－１６０６）をｐＢＩＮＤベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ）に挿入したｐＢＩＮＤ－ＰＰ
ＡＲγ－ＬＢＤとを同時にトランスフェクション試薬（Ｓｕｐｅｒｆｅｃｔ　Ｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ；ＱＩＡＧＥＮ）を用いて上記細胞に導入した。ｐＢＩ
ＮＤ－ＰＰＡＲγ－ＬＢＤベクターは、細胞に導入するとＰＰＡＲγ２リガンド結合部位
とＧＡＬ４結合配列に結合する部位との融合蛋白質を発現する。当該融合蛋白質は、ＰＰ
ＡＲγ２リガンドと結合することにより、その下流のホタルルシフェラーゼ遺伝子の転写
を活性化する。よって、ホタルルシフェラーゼ活性を測定することによって、ＰＰＡＲγ
２リガンドの結合量を決定することができる。また当該ベクターにはウミシイタケルシフ
ェラーゼ遺伝子が組み込まれているので、ウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定するこ
とにより、当該ベクターの導入効率を求めることができる。ベクター導入の３時間後、培
養液をＤＭＥＭ（５％チャコール処理ウシ胎児血清）に交換し、さらに２時間後、培養液
を下記表３に示す素材をそれぞれ記載の終濃度にて添加した無血清ＤＭＥＭ培地に交換し
た。約１６時間培養後、ＰＢＳにて細胞を洗浄し、Ｄｕａｌ　Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ　Ｒ
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ｅｐｏｒｔｅｒ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍ　（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いてホタル及びウ
ミシイタケのルシフェラーゼ活性を測定することにより、ＰＰＡＲγ活性化作用を評価し
た。尚、ＰＰＡＲγ活性化作用は以下のように定義した。ＰＰＡＲγ活性化作用＝（ｐＧ
５ｌｕｃによるホタルルシフェラーゼ活性）／（ＧＡＬ４－ＰＰＡＲγ－ＬＢＤによるウ
ミシイタケルシフェラーゼ活性）
　尚、結果はコントロールにおけるルシフェラーゼ活性を１とし、それに対する相対値で
示した。
【０１０４】
【表３】

【０１０５】
　図１７より、ａ）～ｎ）の素材は、ＰＰＡＲγを活性化することが示された。
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【０１０６】
参考例３　ＴＧＲ５活性化素材
　２４穴プレートにＨＥＫ２９３細胞を１．０×１０５個／ｗｅｌｌで播種し、５％　Ｃ
ｈａｒｃｏａｌ－ｔｒｅａｔｅｄ　ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ培地中で１日培養した。その後、
ｃＡＭＰ応答エレメント（ＣＲＥ）を含むホタルルシフェラーゼレポーターベクターｐＧ
Ｌ４．２９［ｌｕｃ２Ｐ／ＣＲＥ／Ｈｙｇｒｏ］（Ｐｒｏｍｅｇａ）　２００ｎｇ／ｗｅ
ｌｌ、ヒトＴＧＲ５発現ベクターｈＴＧＲ５（ｐｃＤＮＡ３．１＋）　４０ｎｇ／ｗｅｌ
ｌ、及びｐｈＲＬ－ＴＫ（遺伝子導入効率補正用ウミシイタケルシフェラーゼベクター）
８０ｎｇ／ｗｅｌｌを、Ｓｕｐｅｒｆｅｃｔ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎ
ｔ　（Ｑｉａｇｅｎ）にて導入した。３時間後、５％　Ｃｈａｒｃｏａｌ－ｔｒｅａｔｅ
ｄ　ＦＢＳ含有ＤＭＥＭ培地に変換し、さらにその４時間後に下記表４に示す各素材を終
濃度０．００１％にて添加した。その１２～１８時間後にＤｕａｌＧｌｏ　ｌｕｃｉｆｅ
ｒａｓｅ　ａｓｓａｙ　ｓｙｓｔｅｍ　（Ｐｒｏｍｅｇａ）にてルシフェラーゼ活性を測
定し、ホタルルシフェラーゼ活性をウミシイタケルシフェラーゼ活性で補正することによ
り、ＴＧＲ５活性化作用を評価した。ＴＧＲ５活性化作用は、コントロールのＴＧＲ５活
性を１とした相対値で表した。
【０１０７】
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【表４－１】

【０１０８】
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【表４－２】

【０１０９】
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【表４－３】

【０１１０】
　図１８より、ａ）～ａｂ）の素材は、ＴＧＲ５活性を活性化することが示された。

【図１】
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