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第１章 序論  

近年、人々の食生活に対する健康志向の高まりにより、食品の機能性成分に対す

る注目が集まっている。タマネギは野菜の中でも健康に有益な機能性物質を多く含

む野菜の一つである[1]。 ケルセチンはタマネギに比較的多く含まれるフラボノール

の一種であり、抗酸化作用と抗炎症作用を有することが知られている[2] [3]。現在、

ケルセチン高含有のタマネギが品種改良により作成され、市場で流通している[4]。

この様なケルセチン高含有のタマネギを摂取することで、ヒトの健康に有益な作用

を与えるどうかについてコホート試験が行われ、脂質代謝、肥満、肝機能の改善に

有益であることが示唆された[5]。 

ケルセチン[6]とその配糖体[7]は、ヒトの核内受容体であるPeroxisome proliferator-

activated receptor (PPAR) のリガンドとして機能することが知られている[8] [9] [10]。

ヒトの核内受容体は 48の遺伝子にコードされ、その一つのPPARは、脂質および糖

代謝に関連する遺伝子の発現を調節する転写因子として作用する[8] [11] [12]。リガン

ドがPPARに結合し活性化すると、活性化した PPAR がDNA上にあるPPAR応答

配列 (PPRE) を認識する[8] [11]。活性化したPPARは同じ核内受容体の 1種である

Retinoic acid receptor (RXR) とヘテロダイマーを形成しmRNAの転写を介して、様々

な遺伝子の発現を変動させる（Trans-activation）[8] [11] (図 1)。 
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図 1 リガンドにより活性化したPPARα、δ、γはDNAのPPAR応答配列を認識し

RXRとヘテロダイマーを形成することで、脂質代謝や糖代謝に関わる標的遺伝子の転

写を活性化する 

 

PPARは α、δ、γの 3つのアイソフォームがあるが、ルシフェラーゼリガンドアッ

セイによる活性化の評価では、ケルセチンはPPARαを強く活性化しすことが報告さ

れている[6]。PPARαの活性化は、肥満の糖尿病患者の脂肪酸代謝を高め、脂質の蓄

積を減らす効果がある[11] [13]。一方でケルセチンとその配糖体はPPARγをほとん

ど活性化しないことが知られている[7] [10]。PPARγは脂肪組織で高度に発現し、脂

活性化
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肪生成とインスリン感受性を調整し、2型糖尿病患者の血糖値を下げるための治療薬

の薬剤標的となっている[8] [14]。 

本研究では、まずケルセチン高含有タマネギの水抽出液についてルシフェラーゼ

リガンドアッセイでPPARの活性化を評価した。その結果、水抽出物は PPARαと γ

を強く活性化すことを発見した。ケルセチンとその配糖体化合物は、PPARγをほと

んど活性化しないことが知られていることから[7] [10]、ケルセチンとその配糖体化

合物以外のPPARγを活性化するリガンドが含まれていると考えた。そこで本研究で

は、ケルセチン高含有タマネギの水抽出液から PPARγを活性化するリガンドを単離

同定することを目的とした。 
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尚、本研究のルシフェラーゼリガンドアッセイにおいてPPARの活性化とは、リ

ガンドにより活性化した PPARがプラスミドDNAのGal4 DNA結合ドメインを認識

し、標的遺伝子のルシフェラーゼ遺伝子の転写を活性化させるTrans-activation をい

う。また本研究のPPAR の活性とは、ルシフェラーゼリガンドアッセイにおいて、

PPARの活性化により翻訳されたルシフェラーゼの酵素活性による発光強度を指す。

ルシフェラーゼリガンドアッセイの概略図を図 2に示す[15]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 ルシフェラーゼリガンドアッセイ 
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In vitro でPPARの活性化を評価する場合、ヒトの生体内で起こるPPARとRXR

のヘテロダイマーの形成や、補助因子との相互作用など複雑な機構を再現するのは

難しい。そこで PPARの活性化と転写活性を定量的に評価する方法として、キメラ

PPAR遺伝子を導入したプラスミドベクターと、キメラ PPARに応答するDNA配列

を有しその下流にルシフェラーゼ遺伝子導入したプラスミドベクター、細胞内の恒

常的な転写に対応する遺伝子構成的発現ベクターを有しその下流に発光波長の異な

るルシフェラーゼ遺伝子を導入したプラスミドベクターの 3つを同時に動物細胞に

トランスフェクションするルシフェラーゼリガンドアッセイ (デュアルルシフェラー

ゼアッセイ) がある（図 2）。本アッセイ方法は、リガンドと PPARの結合による活

性化を評価できる点、PPARの PPAR結合ドメイン部分を、Gal4-DNA結合ドメイン

に変えたキメラ PPARを作成し使用することで、RXRとヘテロダイマーを形成する

ことなく、PPARの転写因子としての機能を発揮できる点で優れている。またGal4-

DNA結合配列の下流に標的遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子を導入することで、

PPARの活性化による転写活性をルシフェラーゼの酵素活性による発光強度として定

量化できる (PPAR依存的ルシフェラーゼ活性)。加えて、動物細胞内の転写活性の内

部標準として、恒常的に発現する遺伝子構成的発現プロモーター (CMV) の下流に発

光波長の異なるルシフェラーゼ遺伝子 (ウミホタルルシフェラーゼ)を導入し、動物
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細胞に同時にトランスフェクションすることで、動物細胞のコンディションによる

転写活性のバラツキを補正することができる （PPAR非依存的ルシフェラーゼ活

性）。本研究におけるアッセイの活性値は、以下の式で表した。 

活性値（核内受容体依存的な遺伝子の転写活性）＝ 

Gal4-Luc (ホタルルシフェラーゼ）発光値 /hRlu-CMV (ウミシイタケルシフェラー

ゼ）発光値 
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第 2章 本論  

2-1 タマネギ抽出物によるPPAR（α, δおよびγ）活性化の評価 

タマネギ水抽出物の核内受容体 PPARs（α、δおよび γ）活性化能を評価するために、

ルシフェラーゼリガンドアッセイによる評価を行った。ルシフェラーゼリガンドアッ

セイを行った結果, タマネギ水抽出物は PPARα および PPARγを活性化し、また濃度

依存的に活性が増加した。一方で PPARδの活性化は見られなかった (図 3)。 

 

 

 

 

 

 

図 3 ケルセチン高含有タマネギの水抽出物におけるPPARα、δ、γ活性化の評価 

ケルセチン高含有タマネギの凍結乾燥サンプル (4 g) を、水 (40 mL)、4℃で 1日間

抽出した。水溶液を濾過して水抽出物 (100%) を得た。発現ベクターをトランスフ

ェクションしたCV-1細胞に、水抽出物を添加し 48時間処理した。結果は対照

(Cont.) (10% (v/v) 水) に対する誘導比で示した。データは (n =3 の平均相対値 ± 標

準偏差 (SD))で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001 
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これまでの研究からルシフェラーゼリガンドアッセイによる核内受容体 PPAR の

活性化評価では、ケルセチンによって PPARα が活性化し高い活性を示すことが報告

されている[6]。一方でいくつかの研究では、ルシフェラーゼリガンドアッセイによる

核内受容体 PPARγ 活性化の評価では、ケルセチン[10]、ケルセチン-4'-O-グルコシド 

およびケルセチン-3,4'-O-ジグルコシドが僅かに PPARγ を活性化することが報告され

ている[7]。そこで、本ルシフェラーゼリガンドアッセイによる核内受容体 PPARγ 活

性化の評価において、ケルセチン、ケルセチン-4'-O-グルコシド およびケルセチン-3,4'-

O-ジ-グルコシドが、PPARγ を活性化するか否かの検討を行った。ポジティブコント

ロールとしてPPARγの作動薬であるピオグリタゾンを使用した。 

 

 

 

 

図 4 ケルセチン、ケルセチン-4'-O-グルコシド およびケルセチン-3,4'-O-ジグルコシド

におけるPPARγ活性化の評価 

発現プラスミドをトランストランスフェクションしたCV-1細胞に、ケルセチン、ケ

ルセチン-4'-O-グルコシドおよびケルセチン-3,4'-O-ジグルコシドまたはピオグリタゾ

ン (Pio) (10 µM) を添加し 48時間処理した。結果は対照 (Cont.) (0.5% (v/v) DMSO) 

に対する誘導比で示した。データは (n =3 の平均相対値 ± 標準偏差 (SD))で示し

た。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001.  
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その結果、図 4 に示したようにケルセチン、ケルセチン-4'-O-グルコシド およびケ

ルセチン-3,4'-O-ジグルコシドは、PPARγの活性化を示さなかった。この結果より、タ

マネギ水抽出物には、PPARγを活性化を示す他の生理活性化合物が含まれていると示

唆された。 
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2-2 PPARγを活性化する化合物の単離 

タマネギ水抽出物に含まれるPPARγを活性化する化合物を単離するために、カラ

ムクロマトグラフィーによる活性化合物の分離精製を行った。精製スキームを図 5

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5ケルセチン高含有タマネギ水抽出物の分画のフロー図 
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生重量 13 kgのタマネギをスライスし、大型凍結乾燥機で凍結乾燥した。得られた

凍結乾燥サンプル(1.2 kg) を、超純水 (8 L) に浸漬し、4°Cで 3日間静置による抽出

を行った。抽出液はガーゼろ過し、得られたろ液をブフナー漏斗でろ過した。ろ液

を水抽出物 (6 L) ( (A) 水抽出物) (Figure 4A) とした。(A) 水抽出物（6 L）をC18-

COSMOSILカラムクロマトグラフィーに供し、超純水 ( (C) 水画分) で洗浄した。

次に、C18-COSMOSILカラムに吸着した物質をメタノール（MeOH）で溶出し、

MeOH画分を得た ((B) MeOH画分)。MeOH画分を濃縮後、残留物（47.0 g） を n-ブ

タノールに溶解させ、シリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、n-ブタノール 

(n-BuOH) / 水酸化アンモニウム (4：1、合計 6.0 L) で溶出した ( (D) BuOHフラクシ

ョン)。次に、シリカゲルカラムに吸着した物質をMeOH ((E) MeOH画分) で溶出し

た。 ルシフェラーゼリガンドアッセイによる核内受容体PPARγの活性評価では、

(B) MeOH (図 5B) および(D) BuOH (図 5D) の画分がPPARγを活性化し、高い活性を

示した。一方で糖を含む (C) 水画分 (図 5C) とケルセチン-4'-O-グルコシド および

ケルセチン-3,4'-O-ジグルコシドを含むと想定される (E) MeOH画分は、ほとんど

PPARγを活性化しなかった。そこで (D) BuOH画分を濃縮し、残留物 (3.5 g) をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィーに供し、n-BuOH /水酸化アンモニウム (5：1、合計
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7.5 L) で溶出した。得られた合計 84の画分を順相シリカゲルTLCプレートにスポッ

トし、n-BuOH /28%アンモニア水 (5：1) で展開した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6各画分に対するPPARγ活性化の評価 

発現プラスミドをトランストランスフェクションした CV-1 細胞に、A (A)水抽出物、

B (B) メタノール画分 (C18カラムに吸着された物質)、C (C) 水画分 (C18カラムを通

過した物質)、D (D) ブタノール画分 (シリカゲルカラムを通過した物質)、E (E) メタ

ノール画分 (シリカゲルカラムに吸着した物質)、F (F) 統合画分 (1-10) (終濃度 0.07mg 

/ mL)、またはピオグリタゾン (Po.) (10 µM) を添加し 48 時間処理した。結果は対照 

(Cn.) (0.5% (v/v) DMSOまたは 10% (v/v) 水)) に対する誘導比で示した。データは (n 

=3 の平均相対値 ± 標準偏差 (SD))で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001 
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展開後、TLCプレートを、リンモリブデン酸、バニリン硫酸、ニンヒドリン溶液

を用いて呈色した。呈色結果のTLCプロファイルに基づいて、得られた 84の画分を

10の画分 ( (F)10の画分)、画分 1から画分 10に統合した。ルシフェラーゼリガンド

アッセイによる核内受容体PPARγの活性化の評価では、Fraction (Frac) 1、Frac4、

Frac5、および Frac6による、PPARγの活性化を確認した (図 6F)。精製量が多かった

Frac5 (414 mg)に含まれる化合物のプレパラティブTLCによる単離精製を進めた。展

開溶媒CHCl3 / MeOH /28%アンモニア水 (10：1：0.1) を使用し、リンモリブデン酸

による呈色を指標にシリカゲル (Rf = 0.30) を収集し、化合物 1 (60 mg) を白色固体と

して得た。 
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2-3 ピネリン酸の構造決定 

化合物１のHRESIMS分析の結果、m/z 353に[M+Na]
+
 の疑似分子イオンピークが

確認され、精密分子量の測定結果からその分子式はC18H34O5であると決定した。化

合物 1の化学構造を決定するために 1H-NMR及び 13C-NMRによる観測を実施し、

COSY、HMQC、HMBC及びNOESYによる二次元NMRによる相関を確認した。1H

および 13CNMRスペクトルは、δH 2.16（2H、t、J = 7.6）にカルボニル基の α位のプ

ロトン、1組のオレフィンの存在を示す 2つのプロトンのシグナル、δC 180.8にカル

ボキシル炭素のシグナルが存在し、不飽和長鎖脂肪酸に特長的な吸収を示した (図

1S)。また δH 5.70（1 H、dd、J = 15.5、H-10）、5.66（1 H、dd、J = 15.6、H-11）、δC 

129.7（C-10）、135.2（C-11）に二重結合の存在を示すシグナル、δH 1.55から 0.9ま

での脂肪族プロトンを示すシグナルが確認され、推定を支持するものであった（表 

1）。δH 4.03（1 H、ddd、J = 6.2、H-9）、3.90（1 H、dd、J = 5.9、H-12）、および

3.40（1 H、ddd、J = 5.7、H-13）に 3つの水酸基の存在を示すメチンプロトンのシグ

ナルと、δC 22.3から 37.2までの 11個のメチレン炭素のシグナルを確認した。また、

C10、C11間に想定されるオレフィン構造に由来するプロトン間の結合定数値 (J10,11 

= 15.6 Hz) と、H-10とH-12のNOESYの相関、H-10とH-11とのNOESY相関が観

測されないことから(図 14S)、H-10とH-11の間の二重結合がE配置であると決定し
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た。化合物１の平面構造を(10E)-9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-enoic acid (図 7) のよう

に推定した。COSYから図 7に示すプロトン同士の相関が確認され (図 3S)、HMBC

から表 1に示す相関が確認され推定構造と矛盾なく帰属した (図 9S)。 

 

 

 

図 7 化合物 1に対するCOSY（太線）とNOESY (矢印) 

推定の平面構造を有する化合物に関しては報告があった[16]。この報告は存在し得

る８つの化合物をすべて合成し、化学構造について言及したのもであった[16]。 

しかしながら、上記報告はアンモニウム塩としての解析であった。そこで、化合物

１をメタノールに溶解し、アンモニア水溶液より発生させたアンモニアガスをもちい

て、バブリングを施し化合物 1アンモニウム塩を調整した。本メタノール溶液を濃

縮後、1H及び 13C-NMRに供した。その結果、報告の (9S,12S,13S)-(10E)-9,12,13-

trihydroxyoctadec-10-enoic acid (ピネリン酸)と１H、13Cデータの良い一致を確認した

[16]。よって、化合物１の平面構造を図 7のように決定した。以降にはタマネギより
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単離した化合物１の絶対配置の決定について記述するが、この際は、化合物１のアン

モニウム塩を用いた。なお、化合物１の機器分析結果を表 1に示した。また、化合

物１のアンモニウム塩の 1H、13Cデータを表 2に示した。 

  表 1. 化合物1のNMRスペクトルデータ (500 MHz, CD3OD)  

  

Table 1. NMR Spectroscopic Data (500 MHz, CD3OD) for 

positon δC, type δH (J in Hz) HMBC NOESY

1 180.8, CO

2 37.0, CH2 2.16, t  (7.6) 1, 3 3

3 25.1, CH2 1.58, dt (6.7, 6.8) 1, 2 2

4 29.3, CH2 1.55-1.24, m

5 29.3, CH2 1.55-1.24, m

6 29.2, CH2 1.55-1.24, m

7 25.2, CH2 1.55-1.24, m

8 37.2, CH2 1.55-1.48, m 6, 7, 9, 10 9, 10, 11, 12, 13

9 71.6, CH 4.03, ddd (6.2, 5.1, 5.0) 7, 8, 10, 11 8, 10, 11

10 129.7, CH 5.70, dd (15.5, 5.5 ) 8, 9, 11, 12 8, 9, 12, 13

11 135.2, CH 5.66, dd (15.6, 5.8) 9, 10, 12, 13 8, 9, 12, 13

12 75.1, CH 3.90, dd (5.9, 3.1) 10, 11, 13, 14 8, 10, 11, 13 

13 74.4, CH 3.40, ddd (5.7, 5.7, 2.7) 11, 12, 15 8, 10, 11, 12

14 32.2, CH2 1.55-1.24, m

15 26.1, CH2 1.55-1.24, m

16 31.7, CH2 1.55-1.24, m

17 22.3, CH2 1.55-1.24, m

18 13.1, CH3 0.90, t  (6.9) 16, 17
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表 2. 化合物1アンモニウム塩のNMRスペクトルデータ (500 MHz, CD3OD) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. NMR Spectroscopic data (500 MHz, CD3OD) of compound 1 

position δC type δH (J in Hz) HMBC NOESY 

1 176.1, CO    

2 34.8, CH
2
 2.30, t (7.4) 1, 3 3 

3 26.0, CH
2
 1.59, dt (7.0, 7.0)  1, 2  2 

4 30.5, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

5 30.3, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

6 30.2, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

7 26.5, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

8 38.3, CH
2
 1.55-1.48, m 6, 7, 9, 10 9, 10, 11, 12, 13 

9 73.0, CH 4.04, ddd (6.2, 5.5, 5.9) 7, 8, 10, 11 8, 10, 11 

10 131.1, CH 5.70, dd (15.6, 5.4) 8, 9, 11, 12 8, 9, 12, 13 

11 136.5, CH 5.68, dd (15.6, 5.6) 9, 10, 12, 13 8, 9, 12, 13 

12 76.5, CH 3.89, dd (5.8, 5.1) 10, 11, 13, 14 8, 10, 11, 13  

13 75.8, CH 3.40, ddd (5.8, 5.8, 2.7) 11, 12, 15 8, 10, 11, 12 

14 33.6, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

15 26.7, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

16 33.1, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

17 23.7, CH
2
 1.42-1.28, m  

 

18 14.4, CH
3
 0.90, t (7.0) 16, 17 
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これまでの報告から(10E)-9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-enoic acidのアンモニウム塩の

立体異性体の絶対配置と 1H NMRスペクトルパターンの関係が詳細に報告されてい

る。特に絶対配置の違いによってC-10、C-11およびC-13位置のプロトンシグナル

に特徴的な変化が現れることが知られている[16]。C-12–C-13 diolの位置に注目した

場合、シンジオールのH-13プロトンは、アンチジオールのH-13プロトンよりも高

磁場シフトする（表 3）。化合物 1のアンモニウム塩の 1H NMRスペクトルデータ

は、上記の立体異性体と 1H NMRスペクトルパターンの関係から、(9S,12S,13S)-

(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadec-10-enoic acid (ピネリン酸) のデータと良く一致するこ

と、また化合物 1の比旋光度値 ([𝜶]𝑫
𝟐𝟓-8.8 (c 1.0、MeOH) ) が、報告されたピネリン

酸のデータと一致することから[17]、化合物 1の構造は、その絶対配置を含めてピネ

ル酸として同定した[16] (図 8)。 

表 3. 化合物1と(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadec-10-enoic acidの立体異性体 

における絶対配置と 1H-NMRスペクトルデータ及び比旋光度の関係 

 

 

 

 

(HF) : H13プロトンは syn-diolの場合 anti-diolよりも高磁場シフトする。1H-NMRス

ペクトルデータ及び比旋光度は先行文献を参照[17] [16]。 

 

Table 2. The relationship between the absolute configuration and 1H NMR 

spectroscopic data and specific rotation of compound 1 and stereoisomers of 

(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadec-10-enoic acid 

absolute configuration C10 C11 C13 [α]D 

compound 1 5.70 5.68 3.40(HF) -8.8 

(9S, 12S, 13S) 5.73 5.68 3.41(HF) -8.1 

(9S, 12R, 13R) 5.70 5.64 3.40(HF) +29.8 

(HF): the H13 proton in the syn-diol is at a higher field than in the anti-diol (high 

field shift of H13). The 1H NMR spectroscopic data and specific rotations of 

stereoisomers were referenced from previous report26-27. 
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図 8 ピネリン酸の化学構造 
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2-4 ピネリン酸によるPPARγ活性化の評価 

ピネリン酸は免疫作用を増強させるアジュバントの機能を有することが知られ、

全合成や in vivoでの詳細な研究を行われている。しかし、これまでの報告では、ピ

ネリン酸が核内受容体PPARのリガンドとして機能し、活性化するという報告はな

かった。そこでピネリン酸が核内受容体PPARを活性化するか否かを調べるため

に、ルシフェラーゼリガンドアッセイによるPPARγ活性化の評価を行った。その結

果、図 9Aに示すようにピネリン酸はPPARγを活性化し、また濃度依存的に活性を

上昇させ 1000 μMで非常に高い活性を示した。ピネリン酸添加による PPARγの活性

化が、PPARγ依存的なものであることを確認するために、PPARγ選択的阻害剤であ

るT0070907[18]を加えPPARγの活性化を評価した。その結果、T0070907との同時処

理では、ピオグリタゾンによる PPARγの活性化だけでなく、ピネリン酸による

PPARγの活性化も有意に阻害された (図 9B)。次にピネリン酸がPPARγのリガンド

結合領域にどの様に結合するのかを明らかにするために、ピオグリタゾンとの競合

試験を行った。その結果、ピオグリタゾンによるPPARγの活性化に対して、ピネリ

ン酸は各濃度でピオグリタゾンによる PPARγの活性化を阻害しなかった (図 9C)。 
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図 9 ピネリン酸によるPPARγ活性化 

A発現プラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞にピネリン酸 (Pn.) (10-

1000 µM) またはピオグリタゾン (Po.) (10 µM) を添加し 48時間処理した。結果は対

照 (Cn.) に対する誘導比で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001. B発現

プラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞にピネリン酸 (Pn.) (1000 µM) ま

たはピオグリタゾン(Po.) (1 µM)、T0070907 (T00.) (5 µM) を添加し 48時間処理した。

結果は対照 (Cn.) に対する誘導比で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p 

<0.001. C発現プラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞に、5 µMピオグリ

タゾン (Po.) または溶媒 (Cn.) の存在下で、各濃度のピネリン酸 (Pn.) を添加した。

結果は対照 (Cn.) に対する誘導比で示した。データは (n =3 の平均相対値 ± 標準偏

差 (SD))で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001.  
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2-5ピネリン酸によるPPARα活性化の評価 

次に、ピネリン酸による PPARα活性化を、ルシフェラーゼリガンドアッセイを用

いて評価した。ピネリン酸はPPARαを活性化し、また濃度依存的な活性を上昇させ

1000 μMで非常に高い活性を示した (図 10A)。ピネリン酸添加によるPPARαの活性

化が、PPARα依存的なものであることを確認するために、PPARα選択的阻害剤であ

るGW647130[19]を加えPPARαの活性化を評価した。その結果、GW647130との同

時処理では、WY14643[20]によって誘導されるPPARαの活性だけでなく、ピネリン

酸によって誘導されるPPARαの活性も有意に阻害された (図 10B)。次に、PPARαの

リガンド結合領域のピネリン酸の結合様式を明らかにするために、WY14643との競

合試験を行い、ピネリン酸が競合阻害によってWY14643によるPPARαの活性化を

低下させるか否かを評価した (図 10C)。その結果を図 10Cに示す。各濃度のピネリ

ン酸はWY14643によるPPARαの活性化を低下させることが明らかになった。 
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図 10 ピネリン酸によるPPARα活性化 

A発現プラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞にピネリン酸 (Pn.) (10-

1000 µM) またはWY-14643 (WY.) (50 µM) を添加し 48時間処理した。結果は対照 

(Cn.) に対する誘導比で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001. B発現プ

ラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞にピネリン酸 (Pin.) (1000 µM) また

はWY-14643 (WY.) (40 µM) またはGW6471 (GW.) (4 µM) を添加し 48時間処理し

た。結果は対照 (Cn.) に対する誘導比で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p 

<0.001. C発現プラスミドをトランスフェクションしたCV-1細胞に、WY-14643 

(WY.) 50 µMまたは溶媒 (Cn.) の存在下で、各濃度のピネリン酸 (Pn.) を添加した。

結果は対照 (Cn.) に対する誘導比で示した。データは (n =3 の平均相対値 ± 標準偏

差 (SD))で示した。* p <0.05、** p <0.01、および*** p <0.001.  
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2-6 他の同定した化合物 

タマネギ水抽出物 (A) をTLCにスポットし、n-BuOH /水/酢酸 (4 : 2 : 1) で展開し

た。その後TLCプレートを、バニリン硫酸、ニンヒドリン溶液、ギブス試薬を用い

て呈色したところ、バニリン硫酸とギブス試薬に呈色するRf = 0.70とRf = 0.50の 2

つのメジャーな化合物を確認した。この 2つの化合物を単離するために、生重量 3 kg

のタマネギをスライスし、大型凍結乾燥機で凍結乾燥した。得られた凍結乾燥サン

プル (300 g) を、超純水 (2 L) に浸漬し、4°Cで 1日間静置による抽出を行った。水

溶液はガーゼろ過し、得られたろ液をブフナー漏斗でろ過した。ろ液を水抽出物 (2 

L) とした。水抽出物（2 L）をC18-COSMOSILカラムクロマトグラフィーに供し、

超純水で洗浄した。次に、C18-COSMOSILカラムに吸着した物質をメタノールで溶

出し、MeOH画分を得た。メタノール画分の濃縮物 5 gを使用しシリカゲルカラムク

ロマトグラフィーに供し、n-BuOH /水/酢酸 (4 : 2 : 1) で溶出した。得られた合計 32

の画分をTLCプレートにスポットし、n-BuOH /水/酢酸 (4 : 2 : 1) で展開した。その

後TLCプレートを、バニリン硫酸、ニンヒドリン溶液、ギブス試薬を用いて呈色

し、バニリン硫酸とギブス試薬に呈色する 24画分 (1.3 g、Rf = 0.70) と 26画分 (0.4 

g、Rf = 0.50) を得た。24画分に含まれる化合物 2のHRESIMS分析の結果、m/z 465

に[M+Na]
+
 の疑似分子イオンピークが確認され、精密分子量の測定結果からその分
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子式はC21H21O12であると決定した。一方、26画分に含まれる化合物 3の

HRESIMS分析の結果、m/z 649に[M+Na]
+
 の疑似分子イオンピークが確認され、精

密分子量の測定結果からその分子式はC27H30O17であると決定した。化合物 2及び

化合物 3の化学構造を決定するために 1H-NMRを測定した (表 5)。 

化合物 2の 1H-NMRスペクトルは、δH 12.40（1 H、br）にフラボノール骨格の存在

を示すカルボニル基と水酸基間の水素結合のプロトンシグナル、B環の 3'、4'位に水

酸基があることを示す δH 7.79 (1 H、d、J = 1.70、H-2’)、δH 7.61 (1 H、d、J = 8.8、H-

6’)、δH 7.22 (1 H、d、J = 1.5、H-5’) の特徴的なシグナル、δH 4.83 (1 H、d、J = 7.2、

H-1’’) にグリコシド結合に伴うアノメリックプロトンのシグナルとカップリング定

数から β型であることを示した。これらの特徴から、化合物 2はケルセチン-O-β-グ

ルコシドと推定した。グルコースの結合位置を特定するために、化合物 2を

pyridine/Ac2O処理でパーアセチル化した。パーアセチル化した化合物 2のHRESIMS

は、m/z 823に[M+Na]+の疑似分子イオンピークが確認され、精密分子量の測定結果

からその分子式はC37H36O20であると決定した。化合物 2のパーアセチル化物の 1H-

NMR及び 13C-NMRによる観測を実施し、COSY、HMQC及びHMBCによる二次元

NMRによる相関を確認した。1H-NMRスペクトルから、δH 12.40（1 H、br）のカル

ボニル基と水酸基間の水素結合のプロトンシグナルの消失を確認し、HMBCの観測
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からグリコシド結合が、ケルセチンの 4'位に結合した、ケルセチン-4'-O-β-グルコシ

ドであると特定した (表 5)。以上から化合物 2のNMRデータとケルセチン-4'-O-β-

グルコシドの文献値[21]が良く一致したのでケルセチン-4'-O-β-グルコシドと同定し

た。 

化合物 3の 1H-NMRスペクトルは、δH 12.5（1 H、br）にフラボノール骨格の存在

を示すカルボニル基と水酸基間の水素結合のプロトンシグナル、B環の 3'、4'位に水

酸基があることを示す δH 7.73 (1 H、d、J = 2.2、H-2’)、δH 7.60 (1、d、J = 2.2、H-6’)、

δH 7.19 (1 H、d、J = 8.7、H-5’) の特徴的なシグナル、δH 5.58 (1 H、d、J = 7.6、H-1’’’) 

と δH 4.85 (1 H、d、J = 7.3、H-1’’) にグリコシド結合に伴うアノメリックプロトンの

シグナルとカップリング定数からそれぞれ β型であることを示した。これらの特徴

から、化合物 3はケルセチン-O-β-ジグルコシドと推定した。グルコースの結合位置

を特定するために、化合物 3を pyridine/Ac2O処理でパーアセチル化した。パーアセ

チル化した化合物 3のHRESIMSは、m/z 1111に[M+Na]+の疑似分子イオンピークが

確認され、精密分子量の測定結果からその分子式C49H52O28Naはであると決定し

た。化合物 3のパーアセチル化物の 1H-NMR及び 13C-NMRによる観測を実施し、

COSY、HMQC及びHMBCによる二次元NMRによる相関を確認した。1H-NMRス

ペクトルから、δH 12.5 （1 H、br）のカルボニル基と水酸基間の水素結合のプロトン
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シグナルの消失を確認し、HMBCの観測からグリコシド結合が、ケルセチンの 4'位

と 3位に結合した、ケルセチン-３,4'-O-β-ジグルコシドであると特定した (表 6)。ま

た化合物 3のNMRデータとケルセチン-３,4'-O-β-ジグルコシドの文献値によい一致

がみられた[22] [23]。 
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第 3章 考察 

3-1ピネリン酸の生合成経路と生物活性  

ピネリン酸の生合成経路 (図 11) は、植物において多くの詳細な研究がある[24]。

また、ピネリン酸を含むTrihydroxyoctadecenoic acid metabolite of linoleic acid 

(TriHOME) は、植物[24]、微生物[25]からヒト細胞[26] [27]にまで広くその存在が確

認されている。植物では、大豆[28] [29]、タマネギ[30]、ジャガイモ[31]、ナタネ

[32]、米[33]、小麦粉[34]の水懸濁液や生地[35]などから単離精製されている[36]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11 植物におけるピネリン酸の生合成  

9(S)-HPODE 

12,13-Epoxy-9-hydroxy-10-octadecenoate 

Linoleate 

Pinellic acid 

Epoxy alcohol synthase 

Epoxide hydrolase + H
2
O 
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微生物においては、Pseudomonas aeruginosaがリノール酸を基質として代謝し

(10E)-9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-enoic acidやその他のTriHOMEを菌体外に生産す

ることが報告されている[25]。ヒト細胞では、ピネリン酸とその他のTriHOMEの存

在が報告さており、その生合成経路について現在研究が行われている[26]。植物にお

いては、ピネリン酸は、真菌の感染の防御物質として機能することが知られている

[37] [38]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 植物、微生物、動物におけるピネリン酸  

植物

微生物

動物

感染時の保護物質

菌対外に生産

好酸球、肥満細胞が産生
アレルギー性疾患に関与

損傷時に生産
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ピネリン酸の生物活性に関する研究は、ワクチンの免疫作用を高める免疫賦活化

作用（アジュバント作用）について詳細な研究がなされている[39] [40]。構造活性相

関を評価するためにピネリン酸とその立体異性体は全合成され、すべての立体異性

体についてのアジュバント作用の有無が評価された。しかし、ピネリン酸やその立

体異性体がアジュバント活性を誘導する分子レベルでの作用機序は不明である[40]。

他のピネリン酸に関する生物活性の研究では、動物実験においてリポ多糖（LPS）に

より誘導されるプロスタグランジンD2（PGD2）産生をピネリン酸が阻害するという

報告[41]、動物細胞を用いた試験においてピネリン酸がプロスタグランジンEに類似

する血小板凝集阻害の効果を示すとする報告などがある[30]。しかし、それらの作用

機序については不明なままである。 

本研究では、ピネリン酸がPPARαとPPARγの活性を増加させることを初めて示

した。これまで報告されているピネリン酸によるアジュバント活性、PGD2産生阻害

[41]及び血小板凝固阻害の生物活性は、本研究で明らかになったPPARγの活性増加

によるものであると推測できる。例えば、PPARγの作動薬がアジュバント活性を有

するという報告がある[43]。報告では、ナノモルレベルの PPARγリガンドがB細胞

増殖を増強し、血漿細胞分化および抗体（Ab）産生を有意に刺激することでアジュ

バント効果が発揮されるとしている[43]。また、ピネリン酸がリポ多糖（LPS）によ
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り誘導されるPGD2を産生阻害する生物活性についても、PPARγの作動薬及び内因

性のリガンドが PGD2の生産を阻害することが報告されている。PPARγを介したシ

クロオキシゲナーゼ-2（COX-2）発現のネガティブフィードバック制御に関する研究

[44]では、内因性PPARγ活性化リガンド（15-デオキシ-Δ12,14PGJ2）がCOX-2転写

を阻害すること、またそのメカニズムは、PPARγを介して部分的にあるいは直接的

にNF-κBの経路を妨害することにより起こり（抗炎症効果）[45] [46]、その結果

COX-2発現が抑制されPGD2の産生を減少させるとしている[44]。ピネリン酸の血小

板凝固阻害の作用にていても、PPARγリガンドが血小板凝固阻害の効果を有するこ

とが報告されている[42]。 

 

 

 

 

 

図13. ピネリン酸とPPARγ作動薬の生物活性の比較 

ピネリン酸に関する図 13に示した生物活性の全ての報告は、ピネリン酸がPPARγ

活性を有するとすればすべて説明がつく。  
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3-2ピネリン酸とその立体異性体における生物活性の比較 

PPARのリガンド結合領域は、特徴的なY字の広い空間を有していることが知ら

れている[47]。リガンドとなる化合物も、ケルセチンをはじめリノール酸、15-デオキ

シ-Δ12,14PGJ2など構造的に多様な物質であることが知られている。以下にPPARγの

リガンド結合領域断面の模式図を示す (図 13)。 

 

 

 

 

 

 

図 14 PPARγガンド結合領域の立体構造断面の模式図（[47]を一部修正） 

PPARγ作動薬であるピオグリタゾンとピネリン酸の競合試験では、ピオグリタゾ

ンによる PPARγの活性はピネリン酸の濃度が増加しても低下しなかった。この結果

は、ピネリン酸がPPARγ作動薬であるピオグリタゾンを競合阻害しないことを示し

ている。  

 

PPARγ

リガンド結合領域断面
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図15 ピオグリタゾンとピネリン酸の競合試験 

他方、PPARα作動薬であるWY14643とピネリン酸が共存する場合、WY14643の

PPARα活性はピネリン酸の各濃度で活性が低下した。この結果は、PPARα作動薬で

あるWY14643[20]とピネリン酸は、異なる結合領域を占めるためにピネリン酸が

WY14643とPPARαの結合を阻害し、活性が低下していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

図16 W14643とピネリン酸の競合試験 
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実際にピネリン酸がPPARαまたはPPARγを活性化し、そのPPARαまたはPPARγ

が PPAR応答配列を認識して、標的遺伝子の転写を調節するか否かについては、肝

臓や脂肪細胞を用いた細胞レベルでの検証が必要である。 

9,12,13-trihydroxyoctadec-10-enoic acidは 3つの不斉炭素を持っているため、8つの

立体異性体を有している 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17 9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-enoic acid の立体異性体とアジュバント活性比較 
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るか興味のあるところである。
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報告では、それぞれの立体異性体によりアジュバント活性が異なること、特に立体

異性体の中でも (9S,12S,13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadec-10-enoic acid (ピネリン酸)

のアジュバント活性が高いことが報告されている[16]。興味深いことにC9の水素元素

の配置が S であることがアジュバント活性を発揮するためには重要であった。また

C13の水素元素の配置が Sである立体異性体は、C13の水素元素の配置がRである立

体異性体より高いアジュバント活性を示した[16]。9,12,13-Trihydroxyoctadec-10-enoic 

acidのC9とC13における S又はR立体異性体とアジュバント活性の分子的なメカニ

ズムは不明であるが、図 16に示す様な構造と活性の関係が報告されている[16]。 

一方で 9-hydroxyoctadeca-10,12-dienoic acid (9-HODE)と 13-hydroxyoctadeca-9,11-

dienoic acid (13-HODE)の水酸基を有するC9とC13における立体配置とPPARγ活性の

間にも、構造と活性の違いがあることが報告されている[15]。興味深いことに、C9（S）

とC13（S）立体配置を有するHODEの PPARγ活性は、C9（R）とC13（R）立体配置

を有するHODEのPPARγ活性よりも高い活性を示すことが報告されている[15] (図17, 

図 18)。 

 

 

図 18  9 (S)-HODEと 9 (R)-HODEにおけるPPARγ活性の比較 

9 (S)-HODE      >     9 (R)-HODE 
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13 (S)-HODE      >>    13 (R)-HODE 
 

図 19  13 (S)-HODEと 13 (R)-HODEにおけるPPARγ活性の比較 

9-HODE と 13-HODE における立体配置と PPARγ 活性のこの様な違いは、9,12,13-

trihydroxyoctadec-10-enoic acid の立体配置と PPARγ 活性との間においても存在する可

能性がある。上記の推定は trihydroxyoctadec-10-enoic acidの C9（S）と C13（S）の立

体異性体のアジュバント活性が他の立体異性体よりも高いことからも、強く示唆され

る。特に trihydroxyoctadec-10-enoic acidの立体異性体の内、C9（R）の立体異性体はア

ジュバント活性をほとんど示さないこと、C13 (R)の活性が低いことから、C9（R）や

C13（R）の立体異性体は、PPARγの活性を阻害するのかもしれない。 

 

 

 

 

   C9 (S)の異性体はPPARγを活性化？   C9 (R)の異性体はPPARγを阻害？ 

図 20  Trihydroxyoctadec-10-enoic acid のC9 (S)とC9 (R)の生物的な機能の仮説 
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動物の免疫系においてPPARαまたはPPARγ作動薬は、NF-κB を直接或いは間接

的に機能低下させることで抗炎症作用を発揮することが知られている[44] [45] [48]。

逆に免疫系においてPPARγ阻害剤は炎症作用を増強することが知られている[48] 

[49]。 

 

 

 

 

 

 

図 21 PPARγリガンドによるNF-κB抑制とPPARγ阻害剤によるNF-κB活性化[49] 

動物におけるPPARγを活性化しの抗炎症作用を示す内在性リガンドとして脂肪酸

誘導体が知られているが[45] [46]、PPARγの活性化を阻害する炎症作用を示す内在性

のリガンドについてはほとんど研究がなされていない。 

リノール酸代謝産物由来の炎症性のオキシリピンとして、微生物が産生するロイ

コトキシン (9,10-Epoxy-12-octadecenoic acid) [50]、ロイコトキシン-ジオール (methyl 

(12Z)-9,10-dihydroxyoctadec-12-enoate) [51]、植物由来の 11-ヒドロキシ-9E-オクタデセ
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ン酸 ((Z)-11-Hydroxy-9-octadecenoic acid) [52]、12-ヒドロキシ-10E-オクタデセン酸 

((E)-10-Hydroxy-12-octadecenoic acid) [52] および 12-ヒドロキシ-10Z-オクタデセン酸  

((Z)-10-Hydroxy-12-octadecenoic acid) が知られている[52] (図 21)。 

 

ロイコトキシン     ロイコトキシン-ジオール 

 

 

11-ヒドロキシ-9-E-オクタデセン酸           12-ヒドロキシ-10-E-オクタデセン酸 

 

12-ヒドロキシ-10-Z-オクタデセン酸 

図 22 炎症性オキシリピンの化学構造 

残念なことに、立体異性体を含むこれらのオキシリピンがPPARの阻害剤として

機能することについては調査されていない。その他、これらのオキシリピンに由来

する炎症作用が、オキシリピンがPPARの阻害剤として機能し、NF-κBを活性化す

ることで生じているのかは不明である[49]。これらのオキシリピンと比べTriHOMEs

は、動物体内での機能や意義についてほとんど特徴付けが行われていない。近年の

報告では、アトピー性皮膚炎の患者で(9R,10S,13R)-(11E)-9,10,13-trihydroxyoctadec-11-
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enoic acidや 9,12,13-trihydroxyoctadec-10E-enoic acid が健常人よりも有意に多く検出さ

れたとの報告がある[27] (図 22)。 

 

(9R,10S,13R)-(11E)-9,10,13-trihydroxyoctadec-11-enoic acid 

 

9,12,13-trihydroxyoctadec-10E-enoic acid 

図 23 アトピー性皮膚炎の患者で検出されるTriHOME[27] 

また気管支喘息の患者で、9,10,13-trihydroxyoctadec-11E-enoic acidが検出されてい

る(図 23)。 

 

9, 10, 13-trihydroxyoctadec-11E-enoic acid 

図 24 喘息の患者で検出されるTriHOME[53] 

２つの炎症性の疾患とTriHOMEsとの関わりについては明らかになっていない

が、炎症作用に関与しているのではないかと推測されている[53] [54]。 

近年、動物でのTriHOMEsの生合成についての報告がなされ、ピネリン酸を含め

たTriHOMEsの立体異性体特異的な生合成が、アレルギー反応を抑制する好酸球や

ヒスタミンを含む顆粒を放出しアレルギー反応を引き起こす肥満細胞で行われてい
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ることが明らかになった。興味深いことに培養液にリノール酸を添加したところ好

酸球は、TriHOMEを生成しそのほとんどはピネリン酸を含むC13（S）の配置を有す

る脂肪酸誘導体であった[26]。対照的に、肥満細胞では培養液にリノール酸を添加し

たところTriHOMEを生成し、アトピー性皮膚炎の患者で頻繁に検出される

(9R,10S,13R)-(11E)-9,10,13-trihydroxyoctadec-11enoic acid[27]を含む主にC13（R）の配

置を有する脂肪酸誘導体であった[26] (図 24)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 25 好酸球と肥満細胞で産生されるオキシリピンの立体異性体の特徴 

これらのTriHOMEがどのようにアレルギーに関与しているかは不明であるが、本

研究でピネリン酸がPPARα/γを活性化することから、好酸球で生成されているピネ
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リン酸を含めたC13(S)のTriHOMEはPPARγを活性化し抗炎症作用に関与している

のかもしれない[45]。また好酸球が産生するピネリン酸は、好酸球自体のPPARγも

活性化すると考えられる[55]。これとは対照的に、肥満細胞によって産生される 13

（R）のTriHOMEは、PPARγの阻害剤として機能することで炎症作用を有するかも

しれない[49]。今後、好酸球および肥満満細胞が生成するTriHOMEの立体異性体を

含めた各オキシリピンの PPARα/γ作動薬または阻害剤としての機能を評価する必要

があると考えられる[49] (図 25)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26 TriHOME の 9 (S, R)、13 (S, R)による PPARγ のオン・オフ制御？ 
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好酸球と肥満細胞における、この様なオキシリピンと PPARの活性化又は阻害に

関する研究は、炎症と抗炎症[45] [46]の制御機構の解明につながり、喘息などのアレ

ルギー性疾患に対する治療方法の確立に役立つ可能性がある[53] [56] [57]。特に、喘

息患者に処方されている、ピネリン酸を有効成分とする漢方薬「小青竜湯」の作用

機序の解明につながると考えられる[58]。 
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第 4 結論  

本研究では、ルシフェラーゼリガンドアッセイによる核内受容体 PPARγ の活性評

価を指標としたカラムクロマトグラフィーにより、ケルセチン高含有のタマネギ水抽

出画分からピネリン酸を単離同定し、ピネリン酸がPPARα及びPPARγを活性化する

ことを初めて明らかにした。本結果は TriHOMEが PPARα及び PPARγを活性化する

ことを初めて示したものである。また総合考察から、ピネリン酸はアレルギー性疾患

の治療に有用な化合物であることを示唆した。
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第 5章 材料と方法 

＜一般事項＞ 

旋光度は、P-2200 旋光計（JASCO, Tokyo, Japan）で測定した。高分解能エレ

クトロスプレーイオン化質量分析（HRESIMS）のデータは、Thermo Scientific 

Q Exactive 機器装置（Thermo Fisher Scientific Inc. Massachusetts, U.S.）で取得し

た。 NMR スペクトル（Bruker, Massachusetts, U.S.）、1H は 500 MHz 及び 13C 

は 125 MHz の測定条件で行った。 カラムクロマトグラフィーには、Wakogel 

60N シリカゲル（FUJIFILM Wako, Tokyo, Japan）を使用して実施した。 逆相オ

ープンカラムクロマトグラフィーは、COSMOSIL 75C18-OPN カラム

（NACALAI TESQUE, Kyoto, Japan）を使用して実施した。 薄層クロマトグラ

フィー（TLC）は、プレコートされたシリカゲル 60 F254 プレート（厚さ 0.2 

mm、Merck, Darmstadt, Germany）で実施した。 

 

＜試料＞ 

ケルセチン高含有タマネギ品種「サラサラレッド」は、北海道栗山町で栽培

されたものを使用した。 タマネギの皮を剥き先端と根の部分を除去した可食

部を電動スライサーで 2 mm 程度の厚みにスライスした。スライスしたタマネ
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ギを大型凍結乾燥機（RLEⅡ-205, KYOWAC, Tokyo, Japan）に入れ、24 時間乾

燥し凍結乾燥試料を得た。 

 

＜抽出と化合物 1 の単離精製＞ 

PPARγ の活性を示す画分及び物質は、以下に示す手順で分離精製し特定した

（図 3）。可食部 13 kg（生重量）のタマネギに由来する凍結乾燥試料（1.2 

kg）を、超純水（8 L）で 4°C で 3 日間静置して抽出した。水溶液をガーゼとろ

紙でろ過し、水抽出物（6 L）((A)水抽出物) を得た（図 3）。水抽出物（6L）

を、担体をブフナー漏斗に充填した C18-COSMOSIL カラムクロマトグラフィ

ー（600 g, 20×8cm）に供し、水 ((C) 水画分) で洗浄した。次に、C18-

COSMOSIL カラムに吸着した物質をメタノール（MeOH）で溶出した((B) 

MeOH 画分）。MeOH 画分は濃縮後、残留物（47.0 g）を、担体をブフナー漏

斗に充填したシリカゲルカラムクロマトグラフィー（800 g, 20×10 cm）に供

し、n-ブタノール（n-BuOH）/水酸化アンモニウム（4 : 1、合計 6.0 L ）(D) 

BuOH 画分）で溶出した。次に、シリカゲルカラムに吸着した物質を MeOH で

溶出した((E) MeOHＨ画分）。得られた (B) MeOH 画分（図 3）および（D）

BuOH 画分（図 3）は、濃度依存的に PPARγ を活性化した（図 4B-E）。得られ
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た n-BuOH 画分を濃縮した後、残留物（3.5 g）をシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー（6×60cm）に供し、n-BuOH /水酸化アンモニウム（5：1、合計 7.5 

L）で溶出した。得られた合計 84 の画分を TLC プレートにスポットし、n-

BuOH /水酸化アンモニウム（5：1）の混合溶媒を用いて展開した。これらの

TLC プレートに展開された化合物の呈色は、リンモリブデン酸、バニリン酸/ド

ロクロル酸、ニンヒドリンを用いた。得られた合計 84 の画分を、上記の TLC

プロファイルに基づいて、10 の画分、画分 1～10 に統合した。Fraction

（Frac）1、Frac4、Frac 5、および Frac 6 に含まれる化合物が PPARγ を強力に

活性化した（図 4F）。活性化合物の単離が見込まれた Frac5（414 mg）を

CHCl3 / MeOH /水酸化アンモニウム（10：1：0.1）の混合溶媒を用いた分取

TLC に供した。リンモリブデンを用いて呈色し着色の確認された化合物（Rf = 

0.30）を含むシリカゲル収集し、化合物 1（60 mg）を純粋な形の白色固体とし

て得た。 

＜化合物 1 の機器分析データ＞ 

HRESIMS : m/z 353 [M+Na]
+、精密質量分析 : C18H34O5、[𝜶]𝑫

𝟐𝟓-4.3（c 1.0、

MeOH）、1H-NMR、13C-NMR、COSY、HMQC、HMBC 及び NOESY のスペク

トルデータは表 1.に示した。  
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＜化合物 1 のアンモニウム塩への変換＞ 

化合物 1 を 10 mg 取り 20 mLのナスフラスコに加え氷上で冷却した。28%ア

ンモニア水を 200 mL の三角フラスコ加え、先端にシリンジの針を付けたシリ

コンチューブをガラス管付のシリコン栓に接続して三角フラスコの口を塞い

だ。三角フラスコをウォーターバスで温めることでアンモニアガスを発生させ

た。シリンジの先端を 20 mLのナスフラスコに入れアンモニアと化合物 1 を反

応させ化合物 1 のアンモニウム塩を生成した。化合物 1 のアンモニウム塩は、

メタノールによく溶解した。 

＜化合物 1 のアンモニウム塩の機器分析データ＞ 

[𝜶]𝑫
𝟐𝟓-8.8（c 1.0、MeOH）、1H-NMR、13C-NMR、COSY、HMQC、HMBC 及

び NOESY のスペクトルデータは表 2.に示した。 

 

＜ケルセチン配糖体の単離＞ 

生重量 3 kg のタマネギをスライスし、大型凍結乾燥機で凍結乾燥した。得ら

れた凍結乾燥サンプル(300 g) を、超純水 (2 L) に浸漬し、4°C で 1 日間静置に

よる抽出を行った。水溶液はガーゼろ過し、得られたろ液をブフナー漏斗でろ
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過した。このろ液を水抽出物 (2 L) とした。水抽出物（2 L）を C18-

COSMOSIL カラムクロマトグラフィーに供し、超純水で洗浄した。次に、C18-

COSMOSIL カラムに吸着した物質をメタノール (MeOH) で溶出し、MeOH 画

分を得た。MeOH 画分の濃縮物 5 g を使用しシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーに供し、n-ブタノール (n-BuOH) /水/酢酸 (4 : 2 : 1) で溶出した。得られた

合計 32 の画分を TLC プレートにスポットし、n-BuOH /水/酢酸 (4 : 2 : 1) で展

開した。その後 TLC プレートを、バニリン硫酸、ニンヒドリン溶液、ギブス試

薬を用いて呈色し、バニリン硫酸とギブス試薬に呈色する 24 画分 (1.3 g、Rf = 

0.70) に主に含まれる化合物 2 と 26 画分 (0.4 g、Rf = 0.50) に主に含まれる化合

物 3 を得た。 

＜化合物 2 の機器分析データ＞ 

HRESIMS : m/z 465 [M+Na]
+、精密質量分析 : C21H21O12、

1H-NMR のスペクト

ルデータは表 4.に示した。 

＜化合物 3 の機器分析データ＞ 

HRESIMS : m/z 649 [M+Na]
+、精密質量分析 : C27H30O17、

1H-NMR のスペクト

ルデータは表 4.に示した。 
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表 4. 化合物 2と化合物 3の 1H-NMRスペクトルデータ (500 MHz, DMSO-d6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. NMR Spectroscopic Data (500 MHz, DMSO-d6) 

positon
化合物2

δH (J in Hz)

化合物3

δH (J in Hz)

Aglycone

5 (OH) 12.40, br 12.50, br

6 6.17, d, (1.5) 6.18, d, (1.9)

8 6.42, d, (1.4) 6.41, d, (1.8)

2’ 7.79, d, (1.7) 7.73, d, (2.2)

5’ 7.22, d, (8.6) 7.19, d, (8.7)

6’ 7.61, d, (8.8) 7.60, d, (2.2)

4’-O-β-glucoside

1’’ 4.83, d, (7.2) 4.85, d, (7.3)

2’’ 3.16, m 3.38, m

3’’ 3.36, m 3.35, m

4’’ 3.42, m 3.21, m

5’’ 3.50, m 3.39, m

6A’’ 3.71, m 3.71, d, (12.0)

6B’’ 3.18, m 3.57, d, (11.1)

3-O-β-glucoside

1’’’ 5.58, d, (7.6)

2’’’ 3.19, m

3’’’ 3.21, m

4’’’ 3.08, m

5’’’ 3.15, m

6A’’’ 3.48, m

6B’’’ 3.35, m
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＜化合物 2 及び化合物 3 のアセチル化＞ 

化合物 2 ( 2 mg)及び化合物 3 ( 2 mg)をそれぞれ 20 mLの試験管に取り、2mL 

ピリジンと 2mL無水酢酸をそれぞれ加えた。60℃のヒートブロックで 60 分加

熱し、反応後 4mL水を加え反応を停止した。2 倍量のクロロフォルムで反応溶

液に添加し、抽出、濃縮した。 

＜化合物 2 のパーアセチル化物の機器分析データ＞ 

1H-NMR、13C-NMR 及び HMBC のスペクトルデータは表 5.に示した。 

＜化合物 3 のパーアセチル化物の機器分析データ＞ 

1H-NMR、13C-NMR 及び HMBC のスペクトルデータは表 6.に示した。 
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表 5. パーアセチル化した化合物 2のNMRスペクトルデータ (500 MHz,  

CDCl3） 

   

Table 3. NMR Spectroscopic Data (500 MHz, ) 

positon δC, type δH (J in Hz) HMBC

Aglycone

2 154.0, C

3 133.7, COAc

4 170.4, CO 

5 156.8, COAc

6 108.9, CH 7.32, d, (2.2) 5, 7, 8, 10

7 154.0, COAc

8 113.8,CH 6, 7, 9, 10 

9 150.4, C 6.86, d, (2.2)

10 115.0, C

1’ 123.6, C

2’ 124.4, CH 7.54, d, (2.2) 1’, 3’, 4’, 6’, 2

3’ 140.0, COAc

4’ 150.6, COGlu

5’ 114.7, CH 7.13, d, (8.6) 1’, 3’, 4’

6’ 128.8, CH 7.69, d, (2.1) 1’, 2’, 3’, 4’, 2

4’-O-β-glucoside

1’’ 98.2, AglOCHO 5.18, d, (7.6) 4’

2’’ 5.34, m

3’’ 5.34, m

4’’ 5.18, m

5’’ 3.88, m

6A’’ 4.30, m

6B’’ 4.20, m
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表 6. パーアセチル化した化合物３のNMRスペクトルデータ (500 MHz,  

CDCl3） 

 

  

Table 3. NMR Spectroscopic Data (500 MHz,) 

positon δC, type δH (J in Hz) HMBC

Aglycone

2 154.4, C

3 136.3, COGlu

4 170.5, CO 

5 156.4, COAc

6 108.9, CH 7.29, d, (2.2) 5, 7, 8, 10

7 153.9, COAc

8 113.4,CH 6, 7, 9, 10 

9 150.1, C 6.83, d, (2.9)

10 114.9, C

1’ 125.1, C

2’ 124.0, CH 7.71, d, (2.2) 1’, 3’, 4’, 6’, 2

3’ 139.6, COAc

4’ 150.2, COGlu

5’ 114.5, CH 7.12, d, (8.9) 1’, 3’, 4’

6’ 128.2, CH 7.96, d, (2.2) 1’, 2’, 3’, 4’, 2

4’-O-β-glucoside

1’’ 98.4, AglOCHO 5.20, d, (7.3) 4’

2’’

3’’

4’’

5’’

6A’’

6B’’

3-O-β-glucoside

1’’’ 98.6,  AglOCHO 5.60, d, (8.0) 3

2’’’ 5.14, m

3’’’ 5.30, m

4’’’ 5.07, m

5’’’ 3.60, m

6A’’’ 4.02, m

6B’’’ 3.99, m
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<化学物質および材料> 

T0070907 と GW6471 は Cayman Chemicals（Ann Arbor, U.S.）から購入し、他の

すべての化学物質は Merck（Darmstadt, Germany）と FUJIFILM Wako（Osaka, 

Japan）から購入した。 

 

<ルシフェラーゼリガンドアッセイ> 

アフリカミドリザル腎由来細胞株 CV-1 を 2 x 105 cells/well となるよう、6 

well plate に播種し、ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）（10% ウシ胎児

血清（FBS））中で、庫内温度 37°C、CO2濃度 5％のインキュベーター内で１

日培養した。Gal4 の DNA 結合ドメイン（Gal4-DBD）と核内受容体のリガンド

結合ドメイン（NR-LBD）のキメラタンパク質発現プラスミド、Gal4 DNA 応答

配列とホタルルシフェラーゼ遺伝子を含むレポータープラスミド（pGal4-Luc）

及び内部標準用としてウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子の上流に遺伝子構成

的発現プロモーター（CMV）を連結した内部標準プラスミド（pGL4.75hRluc-

CMV）を重量比 1:0.9:0.1 の割合で混合し、Opti-MEM に 10 μg/ml（総 DNA
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量）の濃度で溶解した。同時に遺伝子導入試薬（X-tremeGENE HP; Roche）を

1/43 量添加し、15 分間静置後、本混合液を 200 μl ずつ各ウェルに添加し、6

時間培養することによって遺伝子を導入した。各核内受容体のアッセイに使用

したプラスミドを表 8 に示した。 

表 7 使用プラスミド 

核内受容体 

プラスミド 

キメラタンパク 内部標準 レポーター 

PPARα pGal4DBD/PPARα 
LBD 

pGL4.75hRluc-
CMV 

pGal4-Luc 

PPARδ pGal4DBD/PPARδ 
LBD 

pGL4.75hRluc-
CMV 

pGal4-Luc 

PPARγ pGal4DBD/PPARγ 
LBD 

pGL4.75hRluc-
CMV 

pGal4-Luc 

遺伝子導入細胞をトリプシンにより分散し、96 well plate に 2.0 x 104 

cells/well となるよう再度播種した。この際、培養液を phenol red 不含の DMEM

培地（10%活性炭処理済 FBS）に交換した。1 時間後に、各濃度の被験物質を

含む上記と同様の DMEM 培地をそれぞれのウェルへ添加した。陰性コントロ

ール（溶媒コントロール）としては最終濃度 0.5% DMSO、2.5% EtOH または

10％水を用いた。 
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各サンプルにおける試験濃度は、事前の CV-1 細胞に対する細胞毒性試験によ

り、細胞毒性を示さない最も高い濃度から順次希釈することで設定した。ただ

し、その最も高い濃度が前回までの抽出物での試験濃度よりも高くなった場合

は、前回の抽出物を用いて試験を行った際の最も高い濃度を基準にして順次希

釈し試験濃度を設定した。 

CO2 インキュベーター中で 48 時間培養後、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）に

て細胞を洗浄し、デュアルルシフェラーゼアッセイシステム（Promega）を用

いて、細胞を溶解した後にルシフェリンを含む基質溶液を加え、プレートリー

ダー（Luminescencer、AB-2350EX、ATTO）にてホタル及びウミシイタケルシ

フェラーゼ活性を各々測定した。以上の操作は、1 サンプル（陽性、陰性コン

トロールを含む）につき 3 ウェルを用いて実施し、3 ウェルの平均値をデータ

として採用した。リガンド活性は、ホタルルシフェラーゼとウミシイタケルシ

フェラーゼの活性の比率（Fluc / Rluc）で示した。 

なお、本実験の精度管理に用いた陽性コントロール（アゴニスト）は、以下

の通りである；PPARα；100 µＭ WY14643、PPARδ；1.0 μM GW501516、

PPARγ；1.0 μM ピオグリダゾン。また、PPARα と PPARγ のアンタゴニストと

して、各々GW6471 と T0070907 を使用した。水抽出物と水画分を除いて、試

料は DMSO で希釈したが、ピネリン酸はエタノールで希釈した。 
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＜統計分析＞ 

データは、(n =3 の平均相対値 ± 標準偏差 (SD))で示した。 統計的有意性は

分散分析（One-way ANOVA）を実施し、その後有意差が見られた場合はボン

フェローニ検定を実施した。p < 0.05 未満の p 値は統計的に有意であるとし

た。解析には EZR version 1.41 を使用した。 
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図1S 1H-NMR spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図2S 13C-NMR spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図3S H-H COSY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500

MHz, CD3OD).



図4S H-H COSY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図5S H-H COSY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500

MHz, CD3OD).



図6S HSQC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図7S HSQC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図8S HSQC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図9S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図10S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図11S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図12S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図13S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 

MHz, CD3OD).



図14S NOESY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500

MHz, CD3OD).



図15S NOESY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid (500 MHz, 

CD3OD).



図16S NOESY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 



図17S 1H-NMR spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図18S 13C-NMR spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図19S H-H COSY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図20S HSQC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図21S HSQC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図22S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図23S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid ammonium salt 

(500 MHz, CD3OD).



図24S HMBC spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid 

ammonium salt (500 MHz, CD3OD).



図25S NOESY spectrum of (9S, 12S, 13S)-(10E)-9,12,13-trihydroxyoctadecenoic acid ammonium

salt (500 MHz, CD3OD).



図26S 1H-NMR spectrum of quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, DMSO-d6).



図27S 1H-NMR spectrum of quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, DMSO-d6).



図28S 1H-NMR spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図29S 13C-NMR spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図30S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図31S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図32S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図33S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図34S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図35S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図36S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図37S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図28S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図39S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図40S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図41S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-4'-O-glucoside (500 MHz, CDCl3).



図42S 1H-NMR spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図43S 13C-NMR spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図44S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図45S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図46S H-H COSY spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図 47S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図48S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図49S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図50S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glucoside (500 MHz, CDCl3).



図51S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図52S HSQC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図53S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図54S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図55S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図56S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).



図57S HMBC spectrum of peractyl-quercetin-3,4'-O-di-glcoside (500 MHz, CDCl3).


