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略語一覧 

 

BMI  ：body mass index，体格指数 

WHO  ：world health organization，世界保健機関 

AIN  ：american institute of nutrition，米国立栄養研究所 

FCD  ：7% fat control diet，通常食 

CCD  ：63% cornstarch control diet，通常食 

HFD  ：30% high-fat diet，高脂肪食 

HFD+Mal ：HFD with 7.0% maltose，マルトース添加高脂肪食 

HFrD  ：63% high-fructose diet，63%高フルクトース食 

HFCS  ：high fructose corn syrup，高フルクトースコーンシロップ 

GI  ：glycemic index，グリセミック指数 

TGL  ：triglyceride，トリグリセリド 

T-CL  ：total cholesterol，総コレステロール 

HDL-chol ：high density lipoprotein-cholesterol, 高比重リポタンパク質コレステロ

ール 

PL  ：phospholipid，リン脂質 

GLU  ：glucose，血糖 
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TP  ：total protein，総タンパク質 

ALB  ：albumin，アルブミン 

AST ：aspartate aminotransferase，アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

ALT ：alanine aminotransferase，アラニンアミノトランスフェラーゼ 

ALP ：alkaline phosphatase，アルカリホスファターゼ 

GLDH ：glutamate dehydrogenase，グルタミン酸脱水素酵素 

γ-GTP ：gamma glutamyl transferase，γ-グルタミルトランスフェラーゼ 

LAP ：leucine aminopeptidase，ロイシンアミノペプチダーゼ 

5’-NT ：5’-nucleotidase，5'-ヌクレオチダーゼ 

L-ALP ：liver-type alkaline phosphatase isozyme，肝臓型アルカリホスファターゼ

アイソザイム 

I-ALP ：small intestinal-type alkaline phosphatase isozyme，小腸型アルカリホスフ

ァターゼアイソザイム 

B-ALP ：bone-type alkaline phosphatase isozyme，骨型アルカリホスファターゼア

イソザイム 

NAFLD ：non-alcoholic fatty liver disease，非アルコール性脂肪性肝疾患 

NASH ：non-alcoholic steatohepatitis，非アルコール性脂肪性肝炎 

HCC ：hepatocellular carcinoma，肝細胞癌 



6 

 

LPS ：lipopolysaccharide，リポ多糖 

Cl-1 ：claudin-1，クローディン 1 

Cl-４ ：claudin-4，クローディン 4 

Zo-1 ：zonula occludens-1，ゾーンナル オクルディン 1 

Oc ：occluding，オクルディン 1 

C14:0 ：myristic acid，ミリスチン酸 

C16:0 ：palmitic acid，パルミチン酸 

C18:0 ：stearic acid，ステアリン酸 

C18:1 (ω 9) ：oleic acid，オレイン酸 

C18:2 (ω 6) ：linoleic acid，リノレン酸 

C18:3 (ω 3) ：α-linolenic acid，α-リノレン酸 

ZT ：zeitgeber time，ツァイトゲーバー時刻 
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序論 

 

遊離糖類とは，世界保健機関（WHO）が発表した「食事と非感染性疾患予防のための財

政政策報告書」（2016 年）によると，食品製造業者，調理人あるいは消費者が食品や飲料に

添加した単糖類（フルクトース，グルコース等）および二糖類（マルトース，スクロース等），

ハチミツ，シロップ，果汁および濃縮果汁中に含まれる糖類の総称を指す。遊離糖類の習慣

的な過剰摂取は，メタボリックシンドロームの発症並びに進行の重要な因子であることが報

告されている[1，2]。メタボリックシンドロームとは，肥満，高脂血症，非アルコール性脂

肪性肝疾患（NAFLD），酸化ストレスの増加，インスリン抵抗性の亢進，高尿酸血症，高血

圧，全身性炎症反応，腸内細菌の異常増殖と多様性の低下による小腸のバリア機能低下等，

複数の疾患から構成される病態である[3-7]。 

近年，先進国のみならず開発途上国においても，経済発展に伴う生活および労働環境の変

化が，食卓に占める伝統的な家庭料理の割合の低下と，遊離糖類や脂質を豊富に含んだ加工

食品の割合の増加を引き起こし，食生活の過栄養化が進んでいる[8，９]。これにより，肥

満患者は世界中で急速に増えており，世界肥満連合の報告（2021 年）によると，2016 年時

点の調査において，全世界で肥満（体格指数（BMI）が 30 以上）の成人数は 6 億 7,100 万

人，肥満の前段階である過体重（BMI が 25 以上 30 未満）の成人数は 13 億 700 万人に上

り，有効な対策を施さなければ 2025 年までに世界の成人の 5 人に 1 人が肥満になると予測
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されている。 

肥満患者は治療や生活習慣の改善を怠ると高確率で NAFLD を発症する[4，10，11]。1989

年から 2015 年までの 26 年間を対象とした疫学調査によると，世界人口の約 3 分の 1 が

NAFLD に罹患しており，現在，最も患者数の多い慢性肝疾患とされている[12-15]。NAFLD

とは病態が比較的安定している非アルコール性脂肪肝と，より病態の進行した壊死性炎症を

伴う非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の二つの病態の総称である[16]。NAFLD の発症

メカニズムは複雑で，様々な説が提唱されているが，最も一般的に認知されている原因とし

て，主要なエネルギー基質である炭水化物および脂質の過剰摂取，すなわち過栄養状態が挙

げられる。炭水化物や脂肪酸が過剰かつ恒常的に供給されると肝臓での処理能力が低下し，

有害な脂肪酸代謝物が肝臓内に蓄積する[17-21]。これらの代謝物は肝細胞機能障害および

細胞死を誘発し，肝硬変や肝細胞癌（HCC）の原因となる線維形成を活性化させる。この過

程はほとんど無自覚・無症状で進行し，NAFLD 患者の約 30％は線維化を伴う NASH を発

症し，HCC の発症リスクが大きく高まる[15，23]。Estes らの報告によると，NAFLD に起

因した HCC の発生率は世界的に増加傾向にあり，増加率は日本の 47%（2016 年の 2,200

症例が 2030 年には 3,240 症例に増加）からアメリカ合衆国の 130%（2016 年の 10,820 症

例が 24,860 症例に増加）に及ぶとされている。このことから，遊離糖類の過剰摂取によっ

て引き起こされる様々な疾患に対する予防戦略の構築の必要性が強調されている[22，23]。 
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近年，多くの研究グループが，遊離糖類や脂質の過剰摂取に起因した NAFLD 発症を予防

するための栄養療法および食事療法について調査している。例えば紅麹米酒の投与は高フル

クトース高脂肪食誘発メタボリックシンドロームモデルラットの体重増加および脂肪蓄積

の抑制並びに炎症性サイトカインの放出を緩和する[24]。黒米アントシアニン抽出物の投与

は，高フルクトース食誘発高脂血症およびインスリン抵抗性モデルラットの高脂血症と耐糖

能異常を改善する[25]。食物繊維の積極的な摂取は NAFLD の発症および症状の改善と増

悪を予防する[26-28]。また，サツマイモ由来の化合物であるルテオリンは，肥満および結

腸癌の原因因子と指摘されているプロテインチロシンホスファターゼ 1B を阻害する等[29]，

有効な予防および治療戦略に繋がる結果が報告されている。一方で，遊離糖類でありながら

オリゴ糖は整腸作用を示し，腸内細菌によるオリゴ糖の代謝産物は抗炎症作用や免疫調節作

用を示す[32]。D-プシコースの投与は高脂肪食誘発肥満モデルラットの内臓脂肪量を減少

させる[30]，D-アロースを 2 型糖尿病モデルラットに投与すると，抗高血糖作用を示す[31]

等，生体にとって有益な作用を発揮する遊離糖類も存在する。遊離糖類が生体へ及ぼす影響

は現在でも不明な部分が多く，その過剰摂取による生理的変動を捉えるバイオマーカーの情

報は不足している。 

本論文では遊離糖であるマルトースおよびフルクトースに着目し，第 1 章では，マルトー

スと高脂肪食の併用摂取が過体重および関連パラメーターに与える影響について，第 2 章で

はフルクトースの過剰摂取による初期の生理的変動を捉えることが可能なバイオマーカー
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について，さらに第 3 章では第 2 章で検討を行ったバイオマーカーの特性や感度について，

それぞれ動物モデルを用いて評価・探索・精査を行った。  
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Parameters in Mice, Functional Foods in Health and Disease, 2022, 12, 680-691.  



12 

 

 

1.1 緒 論 

 

前述の通り，一般的に遊離糖類の日常的かつ過剰な摂取は肥満，高脂血症，NAFLD，酸

化ストレスの増加，インスリン抵抗性の亢進，高尿酸血症，高血圧，全身性炎症反応並びに

腸内細菌の異常増殖や多様性の低下と言った，メタボリックシンドロームを構成する諸々の

疾患の発症並びに進行の重要な因子とされているが[1，2]，一部の遊離糖類，例えば希少糖

と呼ばれる D-プシコースや D-アロースには内臓脂肪量の減少や，抗高血糖作用[30，31]等，

生体にとって有益な作用を発揮するものもある。また，遊離糖類の中で二糖類に分類される

マルトースは，同じく二糖類のスクロースに比較して血糖値の上昇が緩やかであることから，

糖尿病患者の食事療法や術中および術後の非経口的な水分およびエネルギー補液に使用さ

れている[32，33]。日常生活におけるマルトースの供給源としては，主にトウモロコシやジ

ャガイモのデンプンを原料として，酵素糖化法によって得られた水飴を使用した食品を介す

るのが一般的であるが，本研究では世界的に重要な農作物であるサツマイモ（Ipomoea 

batatas L.）に含まれるマルトースに着目した。サツマイモは栄養価（ビタミン，ミネラル，

食物繊維およびデンプン）に優れており，近年，多くの研究グループがサツマイモの摂取に

よる抗肥満，抗高血糖効果について報告している[36-40]。興味深いことに，サツマイモの

健康効果は調理方法によって著しく異なり，Bahado-Singh らは複数の健常人を対象とした
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臨床研究で，茹で（皮を剥いてスライスしたサツマイモを沸騰した湯で 20 分間加熱），ロー

スト（皮を剥かずに炭火で 45 分間加熱）あるいは焼き（皮を剥かずに 175℃のオーブンで，

45 分間加熱）サツマイモ（焼き芋）を摂取した被験者のグリセミック指数（GI）を測定し

た結果，茹でサツマイモ（GI 値：41～50）に比較して，ロースト（GI 値：79～93）あるい

は焼き芋（GI 値：82～94）を摂取した被験者グループの GI 値が著しく高かったと報告し

ている[41]。サツマイモを加熱調理すると，サツマイモに含まれるデンプンが分解されマル

トースが生成されるが，GI 値に差が認められた原因として，調理方法によって生成される

マルトースの量が異なる可能性が考えられる。この仮説を裏付ける報告として，Chan らは

サツマイモのマルトース含量が焼き芋では著しく増加し，結果としてマルトースが焼き芋の

主成分になると報告した[42]。新鮮な生のサツマイモに含まれるマルトース量は 0.01～

0.13%であるが，焼き芋にすると 40 倍以上（2.86～5.43%）に増加し，これは乾燥重量の 9.1

～18.2%に相当する。一方，ローストで生成されるマルトースの量は，焼き芋の約 70%に過

ぎない[43]。したがって，焼き芋の摂取は他の調理方法と比較すると，はるかに多くのマル

トースを摂取することになる。マルトースはグルコース二分子が α-1,4-グリコシド結合し

た二糖類である。マルトースはグルコースやフルクトースと同様に還元糖であり，小腸の刷

子縁から分泌されるマルターゼによってグルコースに分解され[34，35]，グルコースは刷子

縁の膜輸送体によって Na+と共に細胞に運ばれる[44]。in vivo のラットモデルを用いた Luo

らの報告によると，60 分間の小腸灌流で約 63％のマルトースがグルコースに分解された
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[45]。興味深いことに，小腸からのグルコース吸収量は，マルトースの方が同量のグルコー

スよりも著しく高かった[46]。この結果は，グルコース 2 分子が結合したマルトースの日常

的な過剰摂取は，グルコース単体やデンプンを摂取するのとは，異なる生理学的効果を発揮

する可能性があることを示唆しているが，現在の所，マルトースの過剰摂取がヒトの健康に

与える影響についての報告は限られている。本研究では，マルトースを 7％含む高脂肪食（焼

き芋を 20％含む食餌に相当）をマウスに 13 週間摂取させた場合の生理的影響について検討

した。  
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1.2 実 験 方 法 

 

1.2.1 試験試料 

本研究で使用したセルロース，α-コーンスターチ，β-コーンスターチおよびスクロース

はオリエンタル酵母工業株式会社（東京都，日本）から入手した。カゼイン，t-ブチルヒド

ロキノン，L-システイン，D (+)-マルトース一水和物 (> 98%)および大豆油は富士フイル

ム和光純薬株式会社（大阪府，日本）から入手した。ビタミン類（AIN-93-VX）およびミネ

ラル類（AIN 93G-Mix および AIN-93M-Mix）用の米国栄養学会（AIN）製剤およびラード

は，MP Biomedicals, LLC（カリフォルニア州，アメリカ合衆国）より入手した。その他の

試薬はすべて試薬特級グレードを使用した。 

 

1.2.2 実験動物，飼料および方法 

本研究は 3R の原則を考慮し，科学上の利用のために動物を使用する事を動物実験と定義

した，「動物の愛護および管理に関する法律」（1973 年 10 月 1 日 法律第 105 号）に従って

実施された研究であり，国立大学法人宮崎大学の実験動物規則に従って行われた（実験番号

2019-016-2，2020 年 3 月 24 日承認済み）。本研究は以下のプロトコールに従って実施され

た。 
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【プロトコール】 

4 週齢の雄性 C57BL/6J マウス（体重範囲: 18.9 ± 0.7）を日本 SLC 株式会社(静岡県，日

本)から入手した。入荷した動物は空調管理された動物飼育室（温度 23±2℃，湿度 55±5％，

点灯午前 9 時～午後 9 時）で，床敷（アルファドライプラス，EP トレーディング株式会社，

東京都，日本）を敷いたケージ（W235 mm × L165 mm × H125mm）に 3 匹ずつ収容し，

水および粉末状 AIN-93G を自由摂取させた。飼料の組成を表 1-1 に示す。 
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表 1-1. 各群における粉末 AIN-93 ベースの実験用飼料の組成（％） 

成分 
AIN-93G ベース 1   AIN-93M ベース 1 

FCD HFD HFD+Mal   FCD HFD HFD+Mal 

β-コーンスターチ 39.8 16.8 9.8 
 

46.6 20.6 13.6 

α-コーンスターチ 13.2 13.2 13.2 
 

15.5 15.5 15.5 

カゼイン 20.0 20.0 20.0 
 

14.0 14.0 14.0 

大豆油 7.0 7.0 7.0 
 

4.0 4.0 4.0 

ラード 0.0 23.0 23.0 
 

0.0 26.0 26.0 

スクロース 10.0 10.0 10.0 
 

10.0 10.0 10.0 

マルトース 0.0 0.0 7.0 
 

0.0 0.0 7.0 

セルロース 5.0 5.0 5.0 
 

5.0 5.0 5.0 

ビタミン混合物 1.0 1.0 1.0 
 

1.0 1.0 1.0 

ミネラル混合物 3.5 3.5 3.5 
 

3.5 3.5 3.5 

L-システイン 0.3 0.3 0.3 
 

0.18 0.18 0.18 

重酒石酸コリン 0.25 0.25 0.25 
 

0.25 0.25 0.25 

t-ブチルヒドロキノン 0.0014 0.0014 0.0014 
 

0.0008 0.0008 0.0008 

エネルギー(kcal/g) 3.95 5.10 5.10 
 

3.80 5.10 5.10 

蛋白質 (%) 20.0 20.0 20.0 
 

14.0 14.0 14.0 

炭水化物(%)2  63.0 40.0 40.0 
 

72.1 46,1 46.1 

脂質 (%) 7.0 30.0 30.0 
 

4.0 30.0 30.0 

食物繊維 5.0 5.0 5.0 
 

5.0 5.0 5.0 

1 マウスには 11 週齢まで AIN-93G ベースの飼料を，以降は AIN-93M ベースの飼料を与えた。 

2 炭水化物：β-コーンスターチ，α-コーンスターチ，スクロースおよびマルトースの合計値。

FCD：通常食，HFD：高脂肪食，HFD+Mal：マルトース添加高脂肪食。 

  



18 

 

1 週間の馴化後，マウスを 3 群に分けた。第 1 群には AIN-93G（通常食，FCD），第 2 群

には AIN-93G に 30％の脂肪を加えた高脂肪食（HFD），第 3 群にはマルトースを 7％加え

た HFD（HFD+Mal）をそれぞれ 13 週間自由摂取させた。HFD+Mal のマルトースの添加

量を 7%とした根拠として，水分を除いた焼き芋に含まれるマルトース量は 34.8%であるこ

とから[43]，焼き芋 20%に相当する飼料には 7%のマルトースが含まれると算出した。飼育

7 週目（12 週齢）に，全ての群について AIN が推奨するマウス・ラットの成長期および維

持期の栄養要求に対応するため[47]，飼料を表 1-1 に示す AIN-93G ベースから AIN-93M

ベースに変更した。総利用可能炭水化物（β-コーンスターチ，α-コーンスターチ，スクロ

ースおよびマルトースの合計）は，AIN-93G ベースの HFD 群は 40.0%，AIN-93M ベース

の HFD 群は 46.1%とした。 

マウスは解剖前日から 12 時間絶食させ，解剖直前に測定した体重および体長（尾根から

鼻まで）を元に，以下の式（1）を用いて BMI を測定した。なお，体長は各動物が摂取した

飼料を知らない実験者が，先行研究[48]に記載された方法に従い測定した。 

BMI＝体重 (g)／体長 (cm)2（1） 

イソフルラン（1.5%）麻酔下で開腹し，腹部大動脈から注射針付シリンジを用いて血液を

採取し，放血致死させた。得られた血液の一部を用いて血糖測定器メディセーフフィット（テ

ルモ株式会社，東京都，日本）で血糖（GLU）濃度を測定した。残余の血液は EDTA-2K コ

ート採血管（微量採血管 BD マイクロガード，日本ベクトン・ディッキンソン株式会社，東
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京都，日本）に分注して，2,000×g，90 秒，15℃で遠心分離し血漿を採取した。得られた血

漿は血液生化学的検査で使用するために，測定まで-80℃の超低温冷凍庫で保存した。臓器

重量測定は肝臓，腎臓，脾臓，胸腺，肺，心臓および内臓脂肪（副睾丸脂肪＋腎臓周囲脂肪）

について実施した。肝臓中脂肪酸分析用に肝臓の一切片を液体窒素で凍結した後，測定まで

-80℃の超低温冷凍庫で保存した。  
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1.2.3 血液生化学的検査 

血漿中トリグリセリド（TGL），総コレステロール（T-CH）および高比重リポタンパク質

コレステロール（HDL-chol）濃度測定は，乾式臨床化学分析装置 富士ドライケム 4000v（富

士フイルム株式会社，東京都，日本）および各パラメーター個別のカートリッジスライドを

用いて実施した。肝臓中脂肪酸分析は先行研究[49]に記載されている方法に従って実施した。 

 

1.2.4 肝臓中脂肪酸分析 

肝臓中ミリスチン酸（C14:0），パルミチン酸（C16:0），ステアリン酸（C18:0），オレイン

酸 C18:1（ω 9），リノレン酸（C18:2 (ω 6)）およびα-リノレン酸（C18:3 (ω 3)）の各脂

肪酸は，解剖時に採取した肝臓の凍結切片（200 mg）を 1 mL の 50 mM 酢酸ナトリウムと

共にホモジナイズし，クロロホルム-メタノール混合液（2：1［vol/vol］）を用いて抽出した。

抽出液（試料 20 mg 相当）中の脂肪酸を，脂肪酸メチル化キット（ナカライテスク株式会

社，京都府，日本）を用いて，添付文書の指示に従いメチルエステル誘導体化した。メチル

エステル誘導体化された脂肪酸は 200μL のヘキサンで処理した。脂肪酸はガスクロマトグ

ラフ-水素炎イオン化型検出器（GC-2010，株式会社島津製作所，京都府，日本）で測定し

た。脂肪酸の分離には SUPELCOWAX™ 10 キャピラリーGC カラム（長さ 30m×内径

0.32mm×膜厚 0.25μm；Sigma-Aldrich Co. LLC, ミズーリ州, アメリカ合衆国）を使用し

た。カラムオーブン温度を 170℃から 225℃に昇温させ，分離した脂肪酸メチルエステルを
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水素炎イオン化型検出器で検出した。脂肪酸メチルエステルの標準混合物（Supelco 37 

Component FAME Mix）は，Sigma-Aldrich（Sigma-Aldrich Co. LLC, ミズーリ州, アメリ

カ合衆国）から入手した。 

 

1.2.5 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。統計解析は StatView for Windows (Version 5.0, SAS 

Institute，アメリカ合衆国)を用いて行った。群間の統計学的有意差は二元配置分散分析

（ANOVA）に続いて，Fisher PLSD post-hoc test を行うことで判定した。群内の比較は有

意差水準を 5％に設定した。  
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1.3 結 果 および 考 察 

 

サツマイモは品種によって根茎の色が異なり，アントシアニン，β-カロテン，ビタミン，

ミネラル，食物繊維およびデンプン等の多彩な栄養素を含み[50]，世界中で栽培されている

重要な食用作物である。一般的にサツマイモの摂取は抗肥満効果や抗糖尿病効果等，生活習

慣病に対して様々な予防効果があるとされている[37-40]。 

しかし，これらの有益な効果はサツマイモの炭水化物組成，マルトース含量，カロテノイ

ドおよびアスコルビン酸含量の顕著な変化が示す様に[42，51，52]，調理法や加工法によっ

て減少すると報告されている[41]。サツマイモのマルトース含量は焼き芋にすると生の時よ

りも約 40 倍と顕著に増加することから，本研究ではマルトースの高脂肪食誘発性肥満に及

ぼす影響に注目した。 

雄性 C57BL/6J マウスに AIN-93G（通常食，FCD 群），AIN-93G に 30％の脂肪を加えた

高脂肪食（HFD 群），マルトースを 7％加えた HFD（HFD+Mal 群）をそれぞれ 13 週間自

由摂取させた結果，HFD+Mal 群は実験期間中，安定した体重増加を示し，HFD 群よりも

高値を示したが（図 1-1），給餌開始 13 週目の両者の体重に有意差は認められなかった（表

1-2）。HFD+Mal 群では HFD 群と比較して BMI および肝臓重量が有意に増加した（表 1-

2）。  
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図 1-1. 高脂肪食（HFD）とマルトースの併用摂取がマウスの体重増加に及ぼす影響 

〇：FCD，■：HFD，△：HFD+Mal 

異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 0.05 in Fisher’s PLSD test）。 
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表 1-2. マルトース摂取が成長パラメーターおよび臓器重量に与える影響 

項目 FCD HFD HFD+Mal 

体重（g）    

 初期（week 0） 19.9 ± 1.1  19.8 ± 0.8 20.1 ± 0.7 

 終期（week 13） 31.1 ± 3.7 a 45.1 ± 4.6 b 47.8 ± 1.8 b 

摂餌量（g/day） 3.28 ± 0.2 ab 3.53 ± 0.4 a 2.86 ± 0.1 b 

摂取エネルギー量（kcal/day） 12.2 ± 0.9 a 18.0 ± 2.2 b 14.6 ± 0.6 a 

体長（cm） 9.42 ± 0.26 9.71 ± 0.23  9.59 ± 0.19 

体格指数（g/cm2） 3.32 ± 0.30 a 4.57 ± 0.40 b  5.03 ± 0.22 c 

相対臓器重量（(g/100 g body weight）    

 肝臓 3.33 ± 0.22 a 3.29 ± 0.60 a 4.11 ± 0.35 b 

 腎臓 1.18 ± 0.20 a 0.86 ± 0.10 b 0.81 ± 0.06 b 

 脾臓 0.29 ± 0.03 0.25 ± 0.06  0.22 ± 0.01 

 胸腺 0.15 ± 0.03 0.15 ± 0.05 0.14 ± 0.03 

 心臓 0.53 ± 0.10 a 0.37 ± 0.05 b 0.34 ± 0.03 b 

 肺 0.57 ± 0.06 a 0.39 ± 0.06 b  0.37 ± 0.03 b 

 内臓脂肪 3.07 ± 1.66 a 7.22 ± 0.81 b 6.74 ± 0.78 b 

FCD：通常食，HFD：30%高脂肪食，HFD+Mal：マルトース添加高脂肪食。 

値は平均値±標準偏差で表した（n = 9）。 

異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 0.05 in Fisher’s PLSD test）。 
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グルコース，スクロースおよびフルクトースを含む遊離糖類が HFD 誘発性過体重に及ぼ

す影響については多くの報告がある[53-59]。例えば，Lozano らはラットモデルを用いて，

HFD と高フルクトース水溶液の併用摂取は HFD によって誘発される過体重を悪化させる

が，高フルクトース水溶液の単独摂取では過体重は起きないと報告している[53]。興味深い

ことに，グルコースの摂取はフルクトースよりも HFD によって誘発される過体重を大きく

増悪させると報告されている[56]。また，スクロースは C57BL/6J マウスの HFD 誘発性過

体重を悪化させると報告されている[59]。さらにマルトース（グルコース 2 分子から構成）

由来のグルコースの吸収は，同量のグルコースからの吸収よりも高いことが報告されており

[46]，マルトースの摂取が体重に及ぼす影響は，そのグルコース組成を超えて広がっている

可能性を示している。HFD+Mal 群の血中 GLU および血漿中 T-CH 濃度は HFD 群に比較

して有意に高く（図 1-2），HFD 群では FCD 群に比較して 5 種類の肝臓中脂肪酸（C14:0，

C16:0，C18:0，C18:1 [ω 9]および C18:3 [ω 6]）濃度も著しく増加した(図 1-3)。 
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図 1-2. マルトース摂取が血液生化学的パラメーターに与える影響 

（A）：グルコース，（B）：総コレステロール，（C）：高比重リポタンパク質コレステロール，

（D）：非高比重リポタンパク質コレステロール，（E）トリグリセリド。値は平均値±標準

偏差で表した（n = 9）。 

異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 0.05 in Fisher’s PLSD test）。  
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図 1-3 マルトース摂取が肝臓中脂肪酸濃度に与える影響 

（C14:0：ミリスチン酸，C16:0：パルミチン酸，C18:0：ステアリン酸，C18:1(ω 9)：オ

レイン酸，C18:2(ω 6)：リノレン酸，C18:3 (ω 3)：α-リノレン酸。値は平均値±標準偏

差で表した（n = 9）。 

異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 0.05 in Fisher’s PLSD test）。  
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本研究では，FCD 群に大豆油含有 AIN-93 飼料を，HFD 群には脂質含量をラードで 30%

増加させた AIN-93 飼料をそれぞれ 13 週間自由摂取させた。HFD 群で認められた肝臓中脂

肪酸濃度の増加理由は，表 1-3 で示したラードの脂肪酸組成で説明出来る。興味深いこと

に，HFD+Mal 群では肝臓中 C16:0 および C18（ω9）濃度が増加し，特に C16:0 濃度は顕

著な増加を示した。いくつかの研究グループは，フルクトースあるいはスクロースの摂取は，

メタボリックシンドロームの発症に関連する生理的な脂肪酸組成の変化を誘発する可能性

があることを指摘している[60，61]。 

 

表 1-3. 大豆油およびラードの脂肪酸組成（％） 

   
C14:0 C16:0 C18:0 

C18:1 

(ω 9) 

C18:2 

(ω 6) 

C18:3 

(ω 3) 

大豆油  0.04 10.10 3.00 24.10 57.20 5.60 

ラード   1.60 25.60 13.70 42.60 16.10 0.30 

本試験で使用した大豆油およびラードの個々の脂肪酸含有量は，GC-FID で測定した。 

C14:0：ミリスチン酸，C16:0：パルミチン酸，C18:0：ステアリン酸， 

C18:1(ω 9)：オレイン酸，C18:2(ω 6)：リノレン酸，C18:3 (ω 3)：α-リノレン酸 
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本研究の結果は，マルトースの摂取が脂質代謝に影響を与え，その結果として食事誘発性

過体重を悪化させる可能性を示唆している。一方で，肝臓中 T-CH および TGL 濃度には 3

群間で有意な変化は認められなかった（図 1-4）。 

 

 

図 1-4. マルトース摂取が肝臓中脂質組成に与える影響 

（A）：総コレステロール，（B）：トリグリセリド，（C）：リン脂質。値は平均値±標準偏差

で表した（n = 9）。 

異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 0.05 in Fisher’s PLSD test）。 
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本研究では，雄性 C57BL/6J マウスを 12 時間絶食後，イソフルラン（1.5%）麻酔下で開

腹し，肝臓を採取した。肝臓中の T-CH および TGL 含量は絶食中に減少する。西川らは

C57BL/6J および BALB/cA マウスを用いて肝臓の脂質蓄積に対する絶食の影響を検討した

[62]。その結果，C57BL/6J および BALB/cA マウスのいずれも HFD 摂取後，中程度の肝

脂肪症を示したが，24 時間絶食を行った後に肝臓中脂質含量を測定し，両マウスを比較し

た結果，C57BL/6J では肝臓中の脂質蓄積量が著しく減少したが，BALB/cA マウスでは減

少しなかったと報告している。さらに，C57BL/6J マウスでは絶食中に脂肪酸合成が減少す

ることで TGL 合成の減少が誘導され，結果として肝臓への脂質蓄積が少なくなると考察し

ている。本研究における HFD 群の肝臓中 T-CH および TGL 含量が FCD 群と同等であっ

た理由は，解剖前に実施した絶食の影響であると考えられる。  
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第 2 章 

ラットモデルを用いたフルクトース過剰摂取状態を評価可能な 

新規バイオマーカーの確立 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

This chapter is based mainly on: 

Suzuki Y., Kondo K., Toyoda K., Tanaka Y., Kobayashi A., Yokoyama D., Sakakibara H., Novel 

Biomarker Establishment for Evaluation of Excessive Fructose Consumption Using a Rat Model, 

In Vivo, 2023, 37(1), 173-181. 
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2.1 緒 論 

 

生活活動量の低下と慢性的な運動不足が定着した近年，疾病の疫学は栄養不足から栄養過

多へと変化している[63]。過栄養によって誘発される最も重要な疾患の一つは脂肪肝，高血

圧，血清中 TGL 濃度の上昇および HDL-chol 濃度の減少，インスリン感受性の低下と血清

中 GLU 濃度の上昇を含む血糖異常および全身性の炎症を伴う脂質異常等，複数の疾患で構

成されるメタボリックシンドロームである[64]。 

近年，先進国のみならず開発途上国においても，経済発展に伴う生活および労働環境の変

化が，食卓に占める伝統的な家庭料理の割合の低下と，遊離糖類や脂質を豊富に含んだ加工

食品の割合の増加を引き起こし，食生活の過栄養化が進んでいる事は前章でも述べたが[8，

９]，中でも飲料や加工食品に多用される高フルクトース・コーンシロップ（HFCS）の使用

が健康上の危険因子として問題視されている[65]。Marriott らの報告によると，加工食品に

使用される甘味料に占める HFCS の割合は，1978 年の 16％から 1998 年には 42％に増加

し，その後安定して推移している[66]。同時に，エネルギーに占めるフルクトースの総消費

量は 1％増加し，エネルギー摂取量はこれらの期間に 18％増加した。HFCS の消費量の増加

と肥満の流行には時間的な関係があり，HFCS を多用した飲料や加工食品の過剰摂取と肥満

の流行との関係性が，複数の報告によって指摘されている[67，68]。 
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HFCS は 1970 年代に食品・飲料業界に初めて導入された，フルクトースとグルコースで

構成された液体甘味料で，使用用途に応じてフルクトースとグルコースを 42%～55%含ん

でいる[69，70]。フルクトースとグルコースの異なる生理作用については多くの報告がある。

例えば，Köseler らはラットモデルを用いて，高フルクトースおよび高グルコース摂取が体

重および血液生化学的パラメーターに及ぼす影響について検討した結果，高フルクトース摂

取群の体重は，高グルコース摂取群よりも高かったと報告している[71]。高脂肪食摂取マウ

スにフルクトースあるいはグルコース添加水を与えた結果を比較すると，フルクトース添加

水摂取マウスは，カロリー摂取量が同等であったにも関わらず，グルコース添加水摂取マウ

スより顕著な肥満および肝肥大を示した[72]。 

また，フルクトースを摂取したラットはグルコースを摂取したラットとは異なり，耐糖能

異常を示した[73]。さらに，フルクトースの過剰摂取は，肥満や糖尿病モデルをはじめとす

るメタボリックシンドロームモデル動物の作製に広く用いられている[74-77]。これらの報

告によると，高フルクトース食を毎日摂取することで，メタボリックシンドロームの主な特

徴を，全てかつ速やかに生じさせることが可能である[78]。 

フルクトースによるメタボリックシンドローム発症メカニズムについては，多くの仮説が

提唱されている。体内に摂取されたフルクトースの約 50～70％は小腸の刷子縁にあるグル

コーストランスポーター5 を介して体内に吸収され，そのうちの約 70％が肝臓で代謝され

る[79，80]。フルクトースの過剰摂取は肝臓における脂肪酸の de novo 合成や TGL の蓄積
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を誘導し，その結果として高脂血症，NAFLD および慢性炎症の発症に繋がることが報告さ

れている[80-82]。NAFLD はその後に続く肝疾患の主要な原因であるが，ほとんど無自覚・

無症状であるため診断が難しく，世界人口の約 3 分の 1 が罹患していると言われている[83，

84]。治療や生活習慣の改善を怠ると，NAFLD 患者の約 30％は時間の経過と共に線維化を

伴う NASH を発症し，HCC の発症リスクが大きく高まる[15，23]。したがって，フルクト

ースの過剰摂取によって引き起こされる様々な疾患に対する予防策を立てることは非常に

重要な課題である。そのためにはフルクトースの日常的な過剰摂取を避けることに加え，フ

ルクトースの過剰摂取状態を適切に評価可能なバイオマーカーが必要である。しかし調査を

行った限り，NAFLD 発症前におけるフルクトースの過剰摂取状態を評価する，最適な方法

は一つもないのが現状である。 

本研究では，ラットにフルクトース過剰食あるいは通常食（飼料中の炭水化物をコーンス

ターチおよびマルトデキストリンに置換）を 4 週間自由摂食させた際に生じる生理的変化

について，血漿中肝毒性バイオマーカーを中心に比較検討した。さらに，血漿中肝毒性バイ

オマーカーの中からアルカリホスファターゼ（ALP）を選択し，そのアイソザイム活性を経

時的に追跡した。  
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2.2 実 験 方 法 

 

2.2.1 実験動物，飼料および方法 

本研究は 3R の原則を考慮し，科学上の利用のために動物を使用する事を動物実験と定義

した，「動物の愛護および管理に関する法律」（1973 年 10 月 1 日 法律第 105 号）に従って

実施された研究であり，日本たばこ産業株式会社 医薬総合研究所 横浜リサーチセンター 

安全性研究所の動物管理委員会によって，全ての動物実験が承認された（実験番号 21012，

2021 年 2 月 8 日承認済み）。本研究は以下のプロトコールに従って実施された。 

 

【プロトコール】 

本研究では，飼料中の炭水化物をコーンスターチおよびマルトデキストリンに置換した，

改良型 AIN-93G 通常食（D21012002：CCD），同飼料の炭水化物を全てフルクトース置換

した 63％高フルクトース食（D21012001：HFrD）を，Research Diets，Inc（ニュージャー

ジー州，アメリカ合衆国）から入手した。各飼料の組成を表 2-1 に示す。 
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表 2-1 各 AIN-93G ベース飼料の組成 

成分 CCD HFrD 

 (g/100 g) 

カゼイン 20.0 20.0 

コーンスターチ 49.7486 – 

マルトデキストリン 13.2 – 

フルクトース – 62.9486 

セルロース 5.0 5.0 

大豆油 7.0 7.0 

ミネラル混合物 3.5 3.5 

ミネラル混合物 1.0 1.0 

L-システイン 0.3 0.3 

重酒石酸コリン 0.014 0.014 

t-ブチルヒドロキノン 0.25 0.25 

エネルギー (kcal/g)  4.00 4.00 
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5 週齢の雄性 Crl:CD（SD）ラット 12 匹をジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会

社（神奈川県，日本）から購入した。入荷したラットは空調管理された動物飼育室（温度

23±1℃，湿度 55±5％，換気 10～20 回／時間，点灯午前 7 時～午後 7 時）で，床敷（ア

ルファドライプラス，EP トレーディング株式会社，東京都，日本）を敷いたケージ（W380 

mm × D290 mm × H180 mm）に 3 匹ずつ収容し，1 週間の検疫・順化を行った。この期

間中，ラットには水および CCD を自由摂取させた。検疫・順化終了後，ラットを CCD 群

と HFrD 群の 2 群に分け，2 匹 1 組でケージに収容した。4 週間の実験期間中，ラットには

それぞれの餌および水を自由摂取させた。体重および摂餌量を給餌開始後 1 週間は毎日，そ

の後は週 2 回測定した。 

採血は摂餌開始前，摂餌開始後 1，2 および 3 週目に無麻酔下で鎖骨下静脈から，4 週目

にイソフルラン麻酔（5%）下で開腹し，腹部大動脈から行った。採血はいずれも非絶食下

で午前 9 時～午前 11 時の間に実施した。得られた血液はヘパリンリチウムコーティング採

血管（BD バキュティナ採血管 ヘパリンリチウムコーティング，日本ベクトン・ディッキ

ンソン株式会社，東京都，日本）へ分注し，遠心分離まで氷冷した。血液は 1,750×g，4˚C

で 30 分間遠心分離して血漿を採取した。血漿は測定まで-80℃の超低温冷凍庫で保存した。 

 

2.2.2 血液生化学的検査 

得られた血漿を用いて，アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST），アラニンア
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ミノトランスフェラーゼ（ALT），ALP，グルタミン酸脱水素酵素（GLDH），ソルビトール

脱水素酵素，グアナーゼ，乳酸脱水素酵素，γ-グルタミルトランスフェラーゼ（γ-GTP），

ロイシンアミノペプチダーゼ（LAP）および 5'-ヌクレオチダーゼ（5'-NT）活性並びに GLU，

T-CH，総蛋白質（TP），TGL および PL 濃度を，自動分析装置（TBA-120FR，キヤノンメ

ディカルシステムズ株式会社，栃木県，日本）で，各パラメーター個別の標準試薬を用いて

37˚C で測定した。 

 

2.2.3 血漿中 ALP アイソザイム活性測定 

血漿中肝臓型 ALP アイソザイム（L-ALP），小腸型 ALP アイソザイム（I-ALP）および

骨型 ALP アイソザイム（B-ALP）活性を，全自動電気泳動装置（エパライザ 2，ヘレナ研

究所，埼玉県，日本）で標準試薬を用いて測定した。B-ALP 活性の測定には畠山らの方法

に従い[86]，室温下で血漿に B-ALP 分離剤であるノイラミニダーゼ（セパレーター，ヘレ

ナ研究所）を添加して前処理を行った。 

 

2.2.4 剖検および肝臓重量測定 

剖検は各ラットに行われた実験内容を知らされていない病理検査担当者が，肉眼的病変の

有無について詳細に観察を行った。解剖時に採取した肝臓の重量を測定し，最終体重に対す

る相対重量を算出した。また，タイトジャンクション関連遺伝子発現解析用に，小腸（十二
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指腸）の一切片を組織保存試薬（RNAlater®，Sigma-Aldrich Co. LLC，ミズーリ州，アメリ

カ合衆国）で 5℃，24 時間浸漬固定した後，測定まで-80℃の超低温冷凍庫で保存した。 

e 

2.2.5 病理組織学的検査 

全てのラットから肝臓，十二指腸，空腸および回腸を採取し，10％中性緩衝ホルマリンで

固定した後，パラフィンワックスに包埋，スライド切片作製およびヘマトキシリン・エオジ

ン染色を行い，病理組織学的検査用標本を作製した。また，肝臓については脂肪沈着の有無

を確認するため，脂肪特異的染色剤であるオイルレッド O で染色した標本も作製した。作

製した標本の観察および評価は，病理検査担当者が光学顕微鏡用いて行った。 

 

2.2.6 RNA の抽出 

組織保存試薬で浸漬固定済みの小腸切片を，一定量 Tissue Lyser（QIAGEN N.V., 

Hulsterweg, オランダ）でホモジナイズし，RNeasy Mini kit（QIAGEN N.V.）を用いて Total 

RNA を抽出した。NanoQuant Plate およびプレートリーダー（Infinite 200 PRO M nano, 

Tecan Group Ltd., 神奈川県，日本）を用いて 260 nm の吸光度を測定し，Total RNA 濃度

を算出した。SuperScript VILO Mastermix（Thermo Fisher Scientific, Waltham, マサチュー

セッツ州，アメリカ合衆国）を用いて，抽出した Total RNA 2μg から cDNA を合成した。 
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2.2.7 定量的逆転写 PCR（RT-qPCR） 

合成した cDNA 溶液を Tris-EDTA buffer（pH8.0, 株式会社ニッポン・ジーン 東京都，

日本）で 5 倍希釈した。5 倍希釈 cDNA 溶液を MILLI-Q 水（Merck Millipore, マサチュー

セッツ州，アメリカ合衆国）でさらに 10 倍希釈し，TaqMan probe-based semi quantitative-

real time PCR により測定した。mRNA 発現量は QuantStudioTM3 Real-Time PCR System

（Thermo Fisher Scientific，マサチューセッツ州，アメリカ合衆国）および TaqMan Gene 

Expression Master Mix（Thermo Fisher Scientific）を用いて，1 サンプルにつき 2 回測定し

た。データ解析にはソフトウェアディファインドストレージシステム（Thermo Fisher 

Scientific）による検量線法を用いた。各遺伝子発現量はβ-actin の mRNA 発現量により補

正した。以下のプライマーおよび TaqMan プローブの混合液を Thermo Fisher Scientific か

ら購入した。 ク ローディン 1 （ Cl-1 ， Rn00581740_m1 ），クローディン 4 （ Cl-4 ，

Rn01196224_s1），zonula occludens-1（Zo-1，Rn07315717_m1），オクルディン（Oc，

Rn00580064_m1）およびβ-actin（Rn00667869_m1）。サーマルサイクリングの条件は，逆

転写を 50˚C で 2 分間，初期活性化を 95˚C で 10 分間，変性を 95˚C で 15 秒，アニーリン

グと伸長を 60˚C で 60 秒のサイクルを 40 回行った。 
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2.2.8 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。統計解析は JMP（SAS Institute Inc., ノースカロラ

イナ州，アメリカ合衆国）を用いて行った。CCD 群と HFrD 群のデータを比較するために，

対応なし Student’s t 検定を用いて実施した。有意水準は 5%(両側)に設定した。  
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2.3 結 果 および 考 察 

 

メタボリックシンドロームは世界的に罹患者数の多い重要な慢性疾患であり，生活習慣の

改善や治療を怠ると NAFLD を発症，その後 NASH や肝硬変に進行し，将来的に HCC の

発症リスクが高まるとされている[12，13，86]。NAFLD を誘発する主な食事要因として，

高脂肪食の日常的な摂取がよく知られており，多くの研究グループが高脂肪食動物モデルを

用いて，NAFLD 様症状を予防可能な食品や食品成分の探索研究を行っている[87，88]。さ

らに，フルクトースを豊富に含む食品の日常的な摂取も NAFLD，ひいてはメタボリックシ

ンドロームの危険因子であることが知られているが[89-92]，フルクトースの生体への影響

はほとんど無自覚・無症状であると言われている。フルクトースの過剰摂取に起因する

NAFLD を予防するためには，自覚症状が現れる前に生じる生理的変化を検出することが重

要である。本研究では，ラットに HFrD あるいは CCD を 4 週間自由摂食させた際に生じる

生理的変化について，肝毒性バイオマーカーに焦点を当てて検討し，フルクトース過剰摂取

の影響を早期かつ簡便にモニタリング可能なバイオマーカーを探索した。 

CCD には AIN-93G をベースに炭水化物をコーンスターチ及びマルトデキストリンに置

き換えた改良型精製飼料を使用した（表 2-1）。HFrD はフルクトース過剰摂取の影響を明確

にするため，CCD の炭水化物を全てフルクトースに置換した。4 週間の摂食期間中の摂餌
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量は CCD 群と HFrD 群でほぼ同様に推移した（図 2-1B）。この結果は摂食期間中，炭水化

物を除く栄養素の摂取量が CCD 群と HFrD 群で同等であったことを示している。さらに，

栄養失調のマーカーとして用いられる血漿中 TP 濃度には，両群間で差は認められなかった

ことから（表 2-2），摂食期間中の両食餌群間の栄養状態も同等であったことが示された。一

方で，CCD および HFrD 群間で体重に差が認められなかったにも関わらず（図 2-1A），

HFrD 群では肝臓重量の増加に加え，肝細胞への脂肪蓄積を示す病理組織学的所見の重症度

が増加した（表 2-3），（写真 2-1A～D）。  
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図 2-1. フルクトース摂取が（A）体重および（B）摂餌量に及ぼす影響 

雄性 SD ラットを通常食（CCD，□）群および高フルクトース食（HFrD，▲）群に割り

当て，それぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。データは平均値±標準偏差を示す（n=6）。

CCD 群と HFrD 群の間に有意差はなかった。 

 

 

表 2-2. フルクトースの摂取が血漿中生化学パラメーターに及ぼす影響 

パラメーター CCD HFrD 

トリグリセリド (mg/dL) 128.7 ± 29.0 235.8 ± 68.3* 

リン脂質 (mg/dL) 158.3 ± 2.2 184.5 ± 10.4* 

総コレステロール (mg/dL) 87.2 ± 6.6 91.8 ± 9.1 

血糖 (mg/dL) 162.7 ± 17.3 173.7 ± 12.3 

総タンパク質 (g/L) 5.97 ± 0.20 5.95 ± 0.27 

雄性 SD ラットを通常食（CCD）群および高フルクトース食（HFrD）群に割り

当て，それぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。採血は非絶食下で行った。データは

平均値±標準偏差 (n=6)で示す。 

*CCD 群と比較し，統計学的に有意差がある（p<0.05）。 
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表 2-3 フルクトースの摂取が肝臓の重量，剖検および病理組織学的所見に及ぼす影響 

パラメーター CCD HFrD 

肝臓重量   

絶対重量 (g) 15.1 ± 2.3 17.9 ± 1.1* 

相対重量 (mg/100 g body weight) 3.6 ± 0.1 4.4 ± 0.2* 

剖検所見   

褪色 – P (1) 

病理組織学的所見   

小葉辺縁性 肝細胞脂肪変性 ± (3) ± (1); + (1) 

小葉辺縁性 肝細胞空胞化 – ± (3); + (3) 

雄性 SD ラットを通常食（CCD）群および高フルクトース食（HFrD）群に割り当

て，それぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。摂食開始後 4 週目に非絶食下で解剖して

肝臓を採取した後，剖検および病理組織学的検査を行った。肝重量は平均値±標準偏

差で示した（n=6）。相対重量は解剖直前に行われた体重測定の結果を元に算出し

た。剖検所見は以下のように表示した。 -：変化なし，P：非等級所見。病理組織学

的所見は以下の様に表示した。-：変化なし，±： 極僅かな変化、＋：僅かな変化。

括弧内の数字は所見が認められた動物の数を示す。 

*CCD 群と比較して統計的に異なる（p<0.05）。 
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写真 2-1. CCD および HFrD 群の肝臓切片の光学顕微鏡写真 

CCD（A）あるいは HFrD（B）を 4 週間自由摂取させたラットの，ヘマトキシリン・エ

オジン染色した肝臓切片の光学顕微鏡写真。HFrD 群では肝細胞の空胞化（黒矢印）が CCD

群よりも顕著に認められた。 

CCD（C）あるいは HFrD（D）を 4 週間自由摂取させたラットの，オイルレッド O 染色

した肝臓切片の光学顕微鏡写真。肝細胞への脂肪蓄積領域（オイルレッド O 陽性領域：赤）

は CCD 群よりも HFrD 群で顕著かつ広範囲であった。 
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フルクトースの過剰摂取は，肝臓における脂肪酸の de novo 合成を活性化させ，その結果

として高脂血症や肝臓への TGL 蓄積を誘発させることが，多くの研究グループによって報

告されている[76，80，93]。本研究では，HFrD 群で血漿中 TGL および PL 濃度の有意な

増加が認められた（表 2-2）。さらに，血漿中 TGL 濃度と肝重量の間には正の相関が見られ

た（r=0.50 以上）。これらの結果は HFrD 群における肝臓重量の増加は，肝臓への脂肪蓄積

に起因していることを示唆している。すなわち，本研究で実施した 4 週間にわたる過剰なフ

ルクトース摂取は，他の報告[74，94，95]と同様，ラットに典型的な NAFLD 様症状を誘発

した。 

本研究では 4 週間の摂取後，HFrD 群で脂肪蓄積による肝細胞の空胞化が観察されると共

に（表 2-3 および写真 2-1B），血漿中 ALT および GLDH 活性も上昇傾向あるいは有意な

上昇を示した（図 2-2A および 2B）。さらに，肝・胆道系障害を示すパラメーターである血

漿 LAP 活性が，給餌開始 1 週間目から HFrD 群で有意に上昇した（図 2-2C）。興味深いこ

とに，血漿 LAP 活性と同様に肝・胆道系障害を示すパラメーターである血漿中 ALP，γ-

GTP および 5'-NT 活性に変化は認められなかった（図 2-2D～2F）。摂取されたフルクトー

スの 50～70％は小腸の刷子縁に存在するグルコーストランスポーター5 を介して体内に吸

収され，そのうちの約 70％が肝臓で代謝される[79，80]。簡単に説明すると，肝臓に取り

込まれたフルクトースは，まずケトヘキソキナーゼ C によってフルクトース一リン酸に変

換され，さらに TGL および超低密度リポ蛋白の合成基質となるグリセルアルデヒド三リン
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酸に変換される[96-98]。この過程で ATP クエン酸シンターゼの発現が増加し，細胞内小器

官やミトコンドリアに障害を与えて炎症や肝細胞壊死を誘発する。したがって，本研究にお

いて，HFrD 群で認められた肝細胞への脂肪蓄積像や空胞化，血漿中 ALT および GLDH 活

性の上昇は，上記のメカニズムによって引き起こされた肝細胞壊死に起因した変化だと説明

が出来る。  
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図 2-2. 血漿中肝毒性パラメーターに対するフルクトース摂取の影響 

雄性 SD ラットを通常食（CCD）群および高フルクトース食（HFrD）群に割り当て，そ

れぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。採血は群分け前および摂餌開始後 1，2 および 3 週目

に鎖骨下静脈から，４週目に腹部大動脈からいずれも非絶食下で実施した。(A）ALT；アラ

ニンアミノトランスフェラーゼ，（B）GLDH；グルタミン酸脱水素酵素，（C）LAP；ロイ

シンアミノペプチダーゼ，（D）ALP；アルカリホスファターゼ，（E）γ-GTP；γ グルタミ

ルトランスフェラーゼ，（F）5'-NT；5'-ヌクレオチダーゼ。データは平均値±標準偏差で示

す（n=6）。*CCD 群と比較して統計的に異なる（p<0.05）。  
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血液生化学的検査および病理組織学的検査の結果，フルクトースの肝・胆道系への影響が

明らかとなった。本研究の目的は，フルクトースの過剰摂取の影響を早期にかつ簡便にモニ

タリング可能なバイオマーカーを，肝毒性マーカーに焦点を当てて探索することにある。そ

こで，HFrD 摂取開始前から開始後 1～4 週目までの肝・胆道系マーカーの変動を経時的に

追跡した結果，血漿中 ALT，GLDH および LAP 活性は給餌開始それぞれ 3 週目，2 週目お

よび 1 週目から上昇したが，その他の肝毒性マーカーに変化は認められなかった（図 2-2）。

これらの結果から，血漿中 ALT，GLDH および LAP 活性は，フルクトースの過剰摂取状

態を評価するバイオマーカー候補となる可能性が示唆された。 

フルクトースの過剰摂取が肝臓へ及ぼす影響について，より詳細な解析を行うため，血

漿中 ALP アイソザイム活性についても検討を行った結果，血漿中から検出可能な 3 種類の

ALP アイソザイムのうち，L-ALP 活性が HFrD 摂取 2 週目から有意に増加し，I-ALP 活

性は 1 週目から有意に減少した（図 2-3A および 3B）。 
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図 2-3. 血漿中アルカリホスファターゼ（ALP）アイソザイムに対するフルクトース摂取

の影響 

雄性 SD ラットを通常食（CCD）群および高フルクトース食（HFrD）群に割り当て，

それぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。採血は摂餌開始前および摂餌開始後 1，2 および 3

週目に鎖骨下静脈から，４週目に腹部大動脈からいずれも非絶食下で実施した。(A）L-

ALP；肝臓型アルカリホファターゼアイソザイム，（B）I-ALP；小腸型アルカリホスファ

ターゼアイソザイム（C）B-ALP；骨型アルカリホスファターゼアイソザイム。データは

平均値±標準偏差で示す（n=6）。*CCD 群と比較して統計的に異なる（p<0.05）。 
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フルクトースの過剰摂取は腸内の炎症性サイトカイン濃度を上昇させることが報告され

ていることから[99-101]，これらの変化の原因として，フルクトースの腸内細菌叢への影

響が考えられる。また，フルクトースの過剰摂取は腸のタイトジャンクションタンパク質

の発現低下を誘発し，これにより小胞体ストレスが増加，腸管膜透過性が亢進することが

複数の研究グループにより報告されている[99，102，103]。さらに，フルクトースの過剰

摂取は腸内細菌叢の異常増殖と多様性の低下を引き起こし[99，102]，腸内細菌が産生する

大量のリポ多糖類（LPS）が腸管内腔から門脈に放出される[75，103-105]。肝臓は胆管に

流入した LPS を含むエンドトキシンを認識し，その結果，エンドトキシンを無毒化するた

めに肝臓における L-ALP の産生が亢進したと考えられる[106-108]。これらの仮説を裏付

ける結果として，本研究では，小腸のタイトジャンクション関連遺伝子である Cl-1 の発現

が有意に減少していた（図 2-4A）。  
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図 2-4. 小腸のタイトジャンクション関連遺伝子発現に対するフルクトース摂取の影響 

雄性 SD ラットを通常食（CCD）群および高フルクトース食（HFrD）群に割り当て，そ

れぞれの餌を 4 週間自由摂食させた。小腸は非絶食下で採取した。(A）Cl-1；クローディン

-1，（B）Cl-4；クローディン-4，（C）Zo-1；zonula occludens-1，（D）Oc；オクルディン。

データは平均値±標準偏差で示す（n=6）。*CCD 群と比較して統計的に異なる（p<0.05）。 
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また，フルクトースの過剰摂取は炎症性サイトカインであるインターロイキン-1β およ

びインターロイキン-6，免疫グロブリン G の腸内濃度の増加，腸管組織への炎症性細胞の

浸潤を誘発させることが報告されている[109-111]。I-ALP は強力な抗炎症作用および解毒

作用を有していることから[112-114]，本研究で認められた血漿中 I-ALP 活性の低下は，

フルクトースの過剰摂取によって誘導された炎症性変化並びに腸内細菌由来のエンドトキ

シンに対して，強力な抗炎症作用および解毒作用を持つ I-ALP の小腸管腔内における消費

が加速したことに由来する可能性があるが[112-114，148-150]，この変化のメカニズムを

明らかにするためにはさらなる研究が必要である。血漿中のもう一つの ALP アイソザイム

である血漿中 B-ALP 活性が，摂食開始 3 週目から上昇した（図 2-3C）。血漿中 B-ALP 活

性は骨粗鬆症や骨折等の骨破壊時に鋭敏に上昇し，これらの疾患の重症度の評価や治療方

針の決定に用いられているバイオマーカーである[115，116]。加えて，フルクトースは小

腸におけるカルシウム輸送を阻害すると共に，破骨細胞の増加による骨破壊の亢進，骨細

胞の減少による骨密度の低下を誘発することが報告されていることから[117，118]，本研

究で認められた血漿中 B-ALP 活性の上昇は，フルクトースの過剰摂取によって誘発された

変化と考えられた。 

以上より，血漿中 L-ALP，I-ALP および B-ALP の各 ALP アイソザイム活性と血漿中

GLDH，ALT および LAP 活性の組み合わせ解析は，NAFLD，ひいてはメタボリックシン
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ドローム発症の初期段階における，フルクトースの過剰摂取による生理変化の検出に有用

であることが示唆された。  
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第 3 章 

活動期のアルカリホスファターゼアイソザイム活性解析は 

フルクトース過剰摂取モデルラットにおける 

高感度バイオマーカーとなる 
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Suzuki Y., Yokoyama D., Matsuura C., Kondo K., Shimazaki T., Ryoke K., Kobayashi A., 

Sakakibara H., Active-phase plasma alkaline phosphatase isozyme activity is a sensitive biomarker 

for excessive fructose intake, In Vivo, 2023, 37(5), 1967-1974.  
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3.1 緒 論 

過去数十年の間世界的に，特に先進国における食生活は劇的に変化した。中でも過栄養，

すなわち高カロリー食への移行が著しく進行している[119-121]。過栄養が引き起こす重要

な病態の一つは，内臓脂肪量の増加や脂肪肝，血圧上昇，インスリン抵抗性の亢進や空腹時

血中 GLU 濃度の上昇等の糖代謝異常，全身性の炎症等の複数の疾患によって構成されるメ

タボリックシンドロームである[64]。近年，多くの先進国の家庭料理が高カロリーの加工食

品に取って代わられており，この食生活の大きな変化は，甘い清涼飲料水や加工食品に含ま

れる HFCS の使用量の増加に象徴される[65]。フルクトースの過剰摂取は肝臓における脂

肪酸の de novo 合成や TGL の蓄積を誘導し，高脂血症，NAFLD，慢性炎症の発症に繋が

ることが報告されている[80-82]。NAFLD は肝疾患の主要な原因であり，発症から進行ま

でほとんど無自覚・無症状であることから診断が困難で，世界人口の約 3 分の 1 が罹患して

いると言われている[12，13]。NAFLD 患者の約 30％は肝臓の壊死性炎症と線維化を伴う

NASH を発症し，将来的に HCC の発症リスクが大きく高まる[15，23]。したがって，フル

クトースの過剰摂取によって引き起こされる様々な疾患の予防は，健康的な生活を維持する

上で重要な課題である。そのためには，フルクトースの過剰摂取を避けることに加えて，フ

ルクトースの過剰摂取状態を適切に診断可能なバイオマーカーが必要となる。これまで

NAFLD 発症前のフルクトースの過剰摂取状態を示す最適なバイオマーカーは存在しなか
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った。そこで，HFrD をラットに 4 週間自由摂取させた際に生じる生理的変化を，CCD を

4 週間自由摂取させたラットと，肝毒性バイオマーカーに着目して比較・評価した第 2 章の

研究において[122]，血漿中で検出可能な 3 種類の ALP アイソザイムのうち，L-ALP およ

び I-ALP 活性が NAFLD，ひいてはメタボリックシンドローム発症の初期段階における，フ

ルクトースの過剰摂取による生理的変化を検出可能なバイオマーカーとして有用である可

能性を示した。一方で，第２章の研究では HFrD 摂取 4 週目には，既にラットが肝肥大を

発症していたことから，ALP アイソザイム活性がフルクトースの過剰摂取状態を評価可能

なバイオマーカーであることを結論づけるためには，より早期の，肝肥大発症前の段階にお

ける ALP アイソザイム活性を調査する必要がある。 

もう一つの重要な点は，評価を行う時間帯である。ラットやマウス等の夜行性げっ歯類を

用いた研究の多くは，飼育室内の照明が点灯されている時間帯，つまり動物の睡眠時間帯に

サンプリングが行われている。これは消灯時間帯よりも点灯時間帯の方が，研究者にとって

作業効率が良いという理由が大きい。しかし近年，同じ実験処置を行っているにも関わらず，

試料のサンプリング時間帯によって，結果が著しく異なることが報告されている[123]。こ

れ は ヒ ト や げ っ 歯 類 を 含 む ほ と ん ど の 生 物 に ， Aryl hydrocarbon receptor nuclear 

translocator like 1（BMAL1）や circadian locomotor output cycles kaput（CLOCK）等の体

内時計が備わっているためである。そのため，ほとんどの生命現象には日内変動が観察され

る。例えばトランスポーターを介して体内に吸収されるアントシアニン等のポリフェノール
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類には，摂取時間によって体内への吸収パターンが異なる物がある[124]。化学発癌物質で

あるエチルニトロソウレアは，投与時間帯によって毒性発現頻度が変化する[125]。また，

血中 ALP 活性は典型的な日内変動を示し，活動期開始時よりも睡眠期開始時の方が高くな

る[126]。これらの背景から，フルクトースの過剰摂取により影響を受ける血漿中 ALP アイ

ソザイム活性も，評価する時間帯によって異なるパターンを示す可能性がある。 

本研究では，第 2 章と同じラットモデルを用いて，HFrD 1 週間摂取後の睡眠期および活

動期に採取した血液について生化学的パラメーターを解析・比較した。  
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3.2 実 験 方 法 

 

3.2.1 実験動物，飼料および方法 

本研究は 3R の原則を考慮し，科学上の利用のために動物を使用する事を動物実験と定義

した，「動物の愛護および管理に関する法律」（1973 年 10 月 1 日 法律第 105 号）に従って

実施された研究であり，日本たばこ産業株式会社 医薬総合研究所 横浜リサーチセンター 

安全性研究所の動物管理委員会によって，全ての動物実験が承認された（実験番号 21075，

2021 年 12 月 7 日承認済み）。本研究は以下のプロトコールに従って実施された。 

 

【プロトコール】 

第 2 章の研究では，6 週齢の雄性ラットを入手し，4 週間の摂食後，明期（睡眠期）に

採取した血中 ALP アイソザイムの活性を含む肝毒性マーカーに焦点を当てて解析・評価を

行った[122]。本研究の目的は，HFrD をラットに 1 週間摂取させた後，暗期（活動期）に

採取した血液を用いてこれらのバイオマーカーを測定し，睡眠期と活動期の間に日内変動

が認められるかを評価することにあるが，活動期の動物は非常に活発であり，その時期に

初めて実験者に触れられると様々な生体内変動が起こることが報告されている[127]。これ

らの生体内変動を可能な限り減弱させるためには，活動期に毎日ハンドリングを行い，実
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験者に慣らすことが重要である。この馴化に必要な期間は約 4 週間であるとも報告されて

いる[127]。そこで，第 2 章の研究と同じ 6 週齢から実験を開始するため，授乳中のラット

を入手した。簡単に説明すると，18 週齢の雌性母 Crl:CD（SD）ラット 4 匹に併せて 2 週

齢の雄性仔 Crl:CD（SD）ラット 24 匹をジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会社

（神奈川県，日本）から購入した。入荷したラットは空調管理された動物飼育室（温度

23±1℃，湿度 55±5％，換気 10～20 回／時間，点灯午前 7 時～午後 7 時）で，床敷（ア

ルファドライプラス，EP トレーディング株式会社，東京都，日本）を敷いたプラスチック

ケージ（W380 mm × D290 mm × H180 mm）に母ラット 1 匹に対し仔ラット 6 匹ずつ収

容し，1 週間順化を行った。この期間中，母ラットには水および CCD を自由摂取させた。

馴化 1 週間後，離乳した雄ラットを母ラットから引き離して，プラスチックケージ

（W380 mm × D290 mm × H180 mm）に 2 匹 1 組で収容し，さらに CCD と水による馴

化を 3 週間継続した。日々のハンドリングは，睡眠期群はツァイトゲーバー時刻（ZT）2-

4 の間，活動期群は ZT14-16 の間にそれぞれ実施した。ZT について簡単に説明すると，

ZT0 は明期開始時の照明点灯時を表す。したがって，明期（睡眠期）は ZT0 から ZT12 ま

で，暗期（活動期）は ZT12 から ZT24 までを指す。マウスやラットを含む夜行性げっ歯

類は赤色光（650nm 以上）に対してほとんど感受性がない[128，129]。したがって，活動

期群のケージ交換等の日常的な作業は先行研究[123]に従い，赤色フイルムを貼った懐中電

灯を光源として実施した。 
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4 週間の順化後，ZT2-4 あるいは ZT14-16 に毎日ハンドリングしていた 6 週齢の雄性ラ

ット 2 群を，第 2 章の研究[122]に従い，さらに無作為に 2 群に分けた。第 1 群には順化

期間に引き続いて CCD を与え，第 2 群の餌は HFrD に切り替えた。各飼料の詳細な組成

は第 2 章の表 2-1 に示す。各群の動物には水と割り当てられた飼料を 1 週間自由摂取させ

た。なお，体重および摂餌量は毎日測定した。 

1 週間の摂取後，ZT2-4 または ZT14-16 に非絶食条件下で，イソフルラン麻酔（5%）

下で開腹し，腹部大動脈から採血を行った。得られた血液はヘパリンリチウムコーティン

グ採血管（BD バキュティナ採血管 ヘパリンリチウムコーティング，日本ベクトン・ディ

ッキンソン株式会社，東京都，日本）へ分注し，遠心分離まで氷冷した。血液は

1,750×g，4˚C で 30 分間遠心分離して血漿を採取した。血漿は測定まで-80℃の超低温冷

凍庫で保存した。剖検は各ラットに行われた実験内容を知らされていない病理検査担当者

が肉眼的病変の有無について，詳細に観察を行った。解剖時に採取した肝臓の重量を測定

し，最終体重に対する相対重量を算出した。 

 

3.2.2 血液生化学的検査 

得られた血漿を用いて，AST，ALT，ALP，GLDH および LAP 活性，GLU，T-CH，

TGL，PL および TP 濃度を，自動分析装置（TBA-120FR，キヤノンメディカルシステム
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ズ株式会社，栃木県，日本）で，各パラメーター個別の標準試薬を用いて 37˚C で測定し

た。 

 

3.2.3 血漿中 ALP アイソザイム活性測定 

得られた血漿を用いて，L-ALP，I-ALP および B-ALP 活性を，全自動電気泳動装置（エ

パライザ 2，ヘレナ研究所，埼玉県，日本）で標準試薬を用いて測定した。B-ALP 活性の

測定には畠山らの方法に従い[86]，室温下で血漿に B-ALP 分離剤であるノイラミニダーゼ

（セパレーター，ヘレナ研究所）を添加して前処理を行った。 

 

3.2.4 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。統計解析は JMP (SAS Institute Inc., ノースカロラ

イナ州，アメリカ合衆国)を用いて行った。群間の統計学的有意差は二元配置分散分析

（ANOVA）に続いて，Tukey-kramer post-hoc test を行い判定した。結果は，誤差の可能性

が 5％未満の場合に有意とみなした。  
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3.3 結 果 および 考 察 

 

フルクトースの過剰摂取は NAFLD，高脂血症および慢性炎症の発症因子であることが

複数の研究グループにより報告されている[130，131]。NAFLD は無自覚・無症状で進行

することを考慮すると[132]，フルクトースの日常的な過剰摂取を避けるだけでなく，その

過剰摂取状態を適切に診断可能なバイオマーカーが必要となる。そこで第 2 章の研究で

は，HFrD を 4 週間摂取すると脂質の蓄積を伴う肝肥大が起こると共に，血中の L-ALP 活

性が摂餌開始 2 週目から有意に上昇し，I-ALP 活性が摂餌開始 1 週目から有意に低下した

ことから，血中 ALP アイソザイム活性はフルクトースの過剰摂取による NAFLD 発症前の

特異的バイオマーカーとなる可能性が示唆された[122]。しかし，第 2 章の研究では，フル

クトースの過剰摂取初期段階での肝障害と ALP アイソザイム活性を詳細に比較することは

出来なかった。本研究では，さらに評価時期を考慮し，フルクトース過剰摂取 1 週間目の

血中 ALP アイソザイム活性を含めた肝毒性マーカーの解析を行った。 

HFrD 摂取 1 週間後のラットの体重および肝臓重量は，CD 群とほぼ同等であった（表

3-1）。  
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表 3-1 フルクトースの摂取が体重，摂餌量，肝臓重量および剖検に及ぼす影響 

 睡眠期 活動期 

パラメーター CD HFrD CD HFrD 

体重 (g)     

 初期 (day 1) 326.2 ± 23.0 333.9 ± 3.0 331.6 ± 6.2 338.8 ± 7.9 

 終期 (day 7) 362.0 ± 22.6 360.4 ± 9.5 372.8 ± 31.7 369.0 ± 35.2 

摂餌量 (g/day) 24.1 ± 2.8 24.3 ±1.7 24.4 ± 1.1 24.3 ± 0.7 

 Day 6～7 

肝臓重量     

絶対重量 (g) 7.4 ± 0.9 7.6 ± 0.2 7.2 ± 0.9 7.4 ± 0.6 

相対重量 

(mg/100 g body weight) 
2.0 ± 0.2 2.1 ± 0.1 1.9 ± 0.2 2.0 ± 0.2 

剖検所見 － － － － 

雄性 SD ラットに通常食（CCD）または高フルクトース食（HFrD）を 1 週間自由摂取

させた。1 週間の摂取後，ラットを睡眠期（ZT2-4）又は活動期（ZT14-16）に非絶食，

イソフルラン麻酔（5％）下で開腹し，放血致死させた後，肝臓を摘出して重量測定およ

び剖検行った。肝臓重量は平均値±標準偏差で示した（n=6）。相対重量は解剖直前に行

われた体重測定の結果を元に算出した。剖検所見は以下のように表示した。 -：変化な

し。各群間で有意差は認められなかった。 
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Castro らは，フルクトースの摂取は肝組織における脂質生成能を活性化させるが，

NAFLD の慢性モデルを誘導するためには，45 日以上の摂取が必要であると報告している

[133]。実際に，フルクトース誘発性 NAFLD あるいは NASH モデルを用いた研究では，

およそ 6～16 週間の摂餌期間が設定されている[134-136]。したがって，1 週間の HFrD 摂

取で実施された本研究では，他の長期研究で認められている脂肪蓄積による肝肥大は生じ

なかったと考えられる。 

緒論で述べた通り，多くの生命現象は体内時計によって調節されているため，日内のあ

る時間帯では高い，あるいは低くなる様な変動を示す[123]。そのため，動物モデルを用い

て生体現象を評価する場合，評価タイミングや投与タイミングが重要であることが広く認

知されている[137-139]。本研究の解剖は，睡眠期群は睡眠期開始初期（ZT2-4），活動期

群は活動期開始初期（ZT14-16）のそれぞれ 2 つの時間帯に実施した。この 2 つのサンプ

リング時間帯では，それぞれの CD 群の体重と肝臓重量に明らかな差は見られなかった

（表 3-1）。一方で，血漿中 TGL，T-CH および PL 濃度，ALT 活性は，睡眠期初期より

も活動期初期の CD 群で有意に低下していた（図 3-1）。また，血漿中 ALP 活性も CD 群

で有意差は無いものの，活動期で有意に低下していた。これらの明らかな日内変動は，い

くつかの先行研究で報告された結果と同様であり[126，140]，本研究で使用したラットも

同様に，2 つのサンプリング時間帯で明確な日内変動を示していた。  
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図 3-1. 血漿生化学パラメータレベルに対するフルクトース摂取の影響 

雄性 SD ラットに通常食（CCD）または高フルクトース食（HFrD）を 1 週間自由摂取

させた。1 週間の摂取後，ラットを睡眠期（ZT2-4）又は活動期（ZT14-16）に非絶食，イ

ソフルラン麻酔（5％）下で開腹し，腹部大動脈から採血した。(A）TGL；トリグリセリ

ド，（B）T-CH；総コレステロール，（C）PL；リン脂質，（D）TP；総蛋白，（E）ALP；

アルカリホスファターゼ，（F）GLDH；グルタミン酸脱水素酵素，（G）ALT；アラニンア

ミノトランスフェラーゼ，（H）AST；アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ，（I）

LAP；ロイシンアミノペプチターゼ．異なるアルファベット間で有意差を示す（p < 

0.05）。  
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興味深いことに，血漿中総 ALP 活性は活動期の初期に低くなる傾向があるが，血漿中

L-ALP 活性は活動期の初期に有意かつ劇的に低くなった（図 3-1E および図 3-2A）。一方

で，血漿中 I-ALP 活性および B-ALP 活性については 2 つのサンプリング時間帯で明らか

な差は見られなかった（図 3-2B，3-2C）。これは，血漿中 L-ALP 活性（約 80 U/L）の血

漿中総 ALP 活性に占める割合が，血漿中 I-ALP 活性（約 700 U/L）や血漿中 B-ALP 活性

（約 350 U/L）に比較して低いことが起因している可能性がある。 

 

 
図 3-2. 血漿中アルカリホスファターゼアイソザイム活性に対するフルクトース摂取の影

響 

雄性 SD ラットに通常食（CCD）または高フルクトース食（HFrD）を 1 週間自由摂取

させた。1 週間の摂取後，ラットを睡眠期（ZT2-4）又は活動期（ZT14-16）に非絶食，イ

ソフルラン麻酔（5％）下で開腹し，腹部大動脈から採血した。（A）L-ALP；肝臓型アル

カリホスファターゼアイソザイム，（B）I-ALP；小腸型アルカリホスファターゼアイソザ

イム，（C）B-ALP；骨型アルカリホスファターゼアイソザイム。異なるアルファベット間

で有意差を示す（p < 0.05）。  



69 

 

本研究の結果から，血中 L-ALP 活性に明確な日内変動があることが初めて明らかとなっ

たが，血中 ALP アイソザイムが日内変動を有していることをさらに明らかにするために

は，1 日のうち複数の時点，例えば 2 時間ごとに採血を行ってその活性を比較する必要が

ある。詳細な検討については今後の課題である。 

今回解析を行った 9 つの血液生化学的パラメーターのうち，血漿中 TGL 濃度および血

漿中 GLDH 活性は，HFrD 摂取 1 週間で上昇した（図 3-2A，3-2F）。これらの変化につい

ては，活動期と睡眠期の間に明らかな差は見られなかったものの，同様の変化は第 2 章の

研究における HFrD 摂取 4 週間後にも認められていることから[122]，血漿中 TGL 濃度お

よび GLDH 活性の上昇は，NAFLD 発症前のフルクトース過剰摂取の初期変化と考えられ

る。血漿中 TGL 濃度に関しては，Castro らが報告したように[133]，フルクトースは高い

脂質生成能を持つが，NAFLD を誘発するためには 1 週間以上の長期摂取を必要とすると

いう知見と一致する。また，血漿中 GLDH 活性は血漿中 AST および ALT 活性よりも，

肝障害に対する特異性の高いマーカーである事が知られており[141，142]，本研究におい

て，フルクトースの過剰摂取による肝肥大の発症よりも早い時点から，既に血中 GLDH

活性が上昇していたことが明らかになった。したがってこれらの結果から，血漿中 TGL

濃度および GLDH 活性は，フルクトース過剰摂取の初期状態を評価可能なバイオマーカ

ーとして有用なパラメーターとなり得ることが示唆された。 
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HFrD の 1 週間摂取により，睡眠期および活動期のいずれも血漿中 L-ALP 活性が有意に

上昇した。しかしその増加比率は，睡眠期の 12.7%に対し活動期で 124.3%と顕著な差が

認められた（図 3-2A）。フルクトースの過剰摂取は腸内細菌叢の多様性を低下させ，腸管

内の LPS 等のエンドトキシン濃度を上昇させる[99，143]。産生されたエンドトキシンは

腸管バリア機能を破壊することで膜透過性を高め[99，143]，その結果エンドトキシンが門

脈に漏出し，脂肪肝や炎症，肝細胞死を引き起こすと考えられている[144]。本研究で認め

られた血漿中 L-ALP 活性の上昇は，血中に流入したエンドトキシンを無毒化するために，

肝臓での産生が増加した結果であると考えられる[107，108，145]。腸内細菌叢とその代

謝産物は，脳の視床下部交叉上核にある主時計や末梢時計など，宿主のサーカディアンリ

ズムの正常な代謝に反応する[146]。したがって，活動期には過剰なフルクトース摂取等の

外的刺激に対する腸内細菌叢の感受性が高まっている可能性がある。また，自由摂食下で

もラットは活動期の最初と最後に摂食し，睡眠期にはほとんど摂食しないというパターン

を示す[147]。したがって，本研究で認められた，活動期の始まりに採取した血液中の L-

ALP 活性の上昇率が，睡眠期の始まりのそれよりも大きかったという結果を，通常の生体

現象の視点から捉えると，当然の変化と考えられる。血漿中 I-ALP 活性は睡眠期で減少傾

向を示し，活動期で有意な減少を示した（図 3-2B）。フルクトースの過剰摂取は炎症性サ

イトカインであるインターロイキン-1β およびインターロイキン-6，免疫グロブリン G の

腸内濃度の増加，腸管組織への炎症性細胞の浸潤を誘発させることが報告されている[109-
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111]。活動期に認められた血漿中 I-ALP 活性の低下は，フルクトースの過剰摂取によって

引き起こされた，これらの炎症性変化や腸内細菌が産生するエンドトキシンに対して，強

力な抗炎症・解毒作用を有する I-ALP の小腸管腔内における消費が加速したことに由来す

る可能性が考えられたが[112-114，148-150]，この変化の詳細なメカニズム解析にはさら

なる研究が必要である。  
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総 括 

過去数十年以来，先進国のみならず開発途上国においても，生活の近代化と経済発展に

よって，人々の食生活は栄養バランスが取れた伝統的な家庭料理から，高カロリーな外

食・加工食品依存へと急速に推移している。この食の過栄養化は肥満と言う形で国際的な

健康問題を引き起こし，世界肥満連合の報告（2021 年）によると，今後，有効な対策を施

さなければ 2025 年までに世界の成人の 5 人に 1 人が肥満になると予測されている。肥満

患者数の増加の重要な要因の一つとして，加工食品に添加される遊離糖類の増加が指摘さ

れている。WHO が発表（2015 年）した「成人および児童の糖類摂取量ガイドライン」に

おいても，「総エネルギー摂取量に占める遊離糖類の割合を 10%未満に抑えれば，過体

重，肥満および虫歯のリスクを減らせる明確な証拠がある」と報告されている。故に，多

くの研究グループによって，遊離糖類の生体へ及ぼす影響についての解明，予防的食品や

食品成分の探索，遊離糖類の過剰摂取による生理的変動を捉えるバイオマーカーの探索研

究が広く行われている。その中でサツマイモが持つ抗肥満，抗高血糖効果いついて複数の

報告があるが，加熱調理されることでサツマイモの主要成分となるマルトースの過剰摂取

が，ヒトの健康に与える影響についての報告は限られている。また，甘い清涼飲料水や加

工食品に多用されるフルクトースの過剰摂取は，肝臓における脂肪酸の de novo 合成や

TGL の蓄積を誘導し，その結果 NAFLD の発症に繋がることが知られているが，NAFLD

発症前のフルクトースの過剰摂取状態を適切に評価可能なバイオマーカーはこれまで報告
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が無かった。本研究ではマルトースおよびフルクトースと言う二種類の遊離糖に焦点を当

て，マルトースについては高脂肪食との併用摂取が過体重と関連パラメーターに与える影

響を，フルクトースについてはその過剰摂取状態を NAFLD 発症前に診断可能なバイオマ

ーカーについてそれぞれ評価・探索を行った。 

 

第 1 章では，マルトースを毎日摂取すると，高脂肪食摂取下での過体重の発生と肥満度

や血漿中 T-CH 濃度などの関連パラメーターが増悪することが初めて明らかになった。 

 

第 2 章では，血漿中 GLDH，ALT および LAP 活性に加え，L-ALP，I-ALP 及び B-

ALP を含む ALP アイソザイム活性の組み合わせ解析が，NAFLD ひいてはメタボリック

シンドローム発症の初期段階における，フルクトースの過剰摂取状態による生理変化の検

出に有用であることを初めて実証した。 

 

第 3 章では，第 2 章で得られた結果をさらに精査することで，血漿中 ALP アイソザイ

ム，GLDH 活性および TGL 濃度は，フルクトース過剰摂取初期のバイオマーカーとして

有用であること，特に血漿中 L-ALP および I-ALP の活性は，生体の睡眠期よりも活動期

において，フルクトースの過剰摂取状態をより高感度に検出可能であることを初めて明ら

かにした。 
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これらの研究結果から，食品中遊離糖類によって引き起こされる肥満を含む，メタボリ

ックシンドロームの予防並びに治療戦略を構築する上で有用な知見が得られた。しかしな

がら，これらのより詳細な機序解明にはさらなる研究が必要である。 
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