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【要 約】

我々は現在まで､生活習慣病に効果のある食品の開発を目指して脱脂粉乳発酵物に関する一連

の研究を行ってきた｡それらの研究を通じて､脱脂粉乳を味噌の原料として添加し発酵させた新

しい味噌 (ミルキー味噌)には､ 1)アンギオテンシン転換酵素の阻害活性を持つペプチドが産

生されていること､ 2)その味噌を高血圧ラット (SH町izm)に経口投与すると血圧が低下する

こと､3)健常人によるミルキー味噌摂取実験により､日常使用する程度の味噌摂取量では血圧

に影響は与えないが､血中アンギオテンシンⅡ濃度が有意に低下することを明らかにしてきた｡

そこで､アンギオテンシンⅡの抑制がⅡ型糖尿病の発症を抑制するという知見に注目し､前報告

では､Ⅱ型糖尿病､肥満,高血圧を呈する病態モデルラットを用いて､これらの病態､特に耐糖

能の低下に対して脱脂粉乳発辞物摂取が如何なる影響を与えるか検討した｡その結果､2系統の

病態モデルラット､SHⅣNm c-cpラットおよびzucker/fa-faラットを用いて､脱脂粉乳発酵産物の

肥満､Ⅱ型糖尿病､高血圧に対する影響を約3ケ月に亘って検討した結果､SHE/NDmc-cpラット

において脱脂粉乳発辞産物の摂取が､耐糖能の低下を抑制する可能性が強く示唆された｡

そこで本研究では､脱脂粉乳を米麹菌で発酵させた脱脂粉乳分解物をつくり､それがもたらす

生活習慣病の発症進展予防効果を確認し､昇圧物質であるアンギオテンシンⅡ抑制効果との関連

を明らかにするために動物実験を含む研究を実施した｡脱脂粉乳と米麹を等量混ぜ合わせ発辞さ

せた脱脂粉乳分解物には生理活性機能として高血圧予防効果が期待できるアンギオテンシンⅠ変

換酵素 (ACE)阻害活性を測定し､高いACE阻害活性が認められた｡自然発症高血圧ラット

(SHR/NDmc-cp)および自然発症糖尿病ラット (GK/SIc)を用いた持続投与試験を行った.麹

による脱脂粉乳分解物を投与したSHRラットは投与後3週間と6週間に有意に血糖値が低下し､

脱脂粉乳の麹菌による分解産物の糖尿病発症予防効果が示唆された｡また､麹による脱脂粉乳分

解物を投与したSIRラットおよびGKラットにおいて有意に血圧降下を示した｡

以上のように､麹による脱脂粉乳分解物は血 vl'tt玖 血 Tq'vlDの実験で生活習慣病に対する生理活

性機能を有する ｢新規調味料｣となった｡今後､さらに麹菌による脱脂粉乳分解産物の生活習慣

病病態モデルラットに与える影響を検討することで､肥満や糖尿病の予防効果が認められると､

脱脂粉乳分解産物の日常の摂取が､各種病気や生活習慣病の予防に貢献し,ヒトの健康増進や医

療費の節減効果が大いに期待できる｡
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【緒 言】

近年､脱脂粉乳の過剰在庫という問題が酪農 ･乳業業界の大きな課題となっている｡そのため､

脱脂粉乳の持つ栄養成分や機能性に着目し､消費量の向上や新たな開発に努力しているが､まだ､

斬新かつ有効なアイディアは見出されていなかった｡そこで我々は,以前から良質な栄養素であ

り､特にわが国で栄養所要量にまだ達していないカルシウムを豊富に含む脱脂粉乳を利用したミ

ルキイ味噌という名の機能性味噌を開発した1-6)｡この機能性味噌は血 Tl'LTVの実験で高血圧予防

効果が期待できるアンギオテンシンⅠ変換酵素 (ACE)阻害活性を有していた｡また､味噌自体

からもフィチン酸7)ならびにジペプチ ド (SW)8)がACE阻害物質として同定されているという

知見があるが､一般味噌と比べ､機能性味噌の方がおよそ4倍も高いACE阻害活性を有していた｡

さらに,血 tq'和の動物実験で､自然発症高血圧ラット (SI冊 NDmc-cpラット)を用いた経口投

与試験を行ったoその結果､機能性味噌を経口投与すると､顕著に血圧を降下する作用も有して

いた｡その一方,水､通常味噌を経口投与しても血圧は変化せず､味噌と同じ食塩濃度の食塩水

を経口投与すると血圧は上昇した｡また､健常人による機能性味噌摂取実験により､日常使用す

る程度の味噌摂取量では血圧に影響は与えないが､血中アンギオテンシンⅡ濃度が有意に低下す

ることを明らかにしてきた9)｡血圧は､神経系 (主に交感神経)､血管系 (血管の応答性､収縮様

式の変化)､腎性因子 (腎由来の昇圧 ･降圧物質)､内分泌性因子 (アル ドステロン､インスリン

等)､体液性因子 (水､ナ トリウム等)､速伝的因子等の因子が､複雑に絡み合って調節されてい

る｡このうち､腎性因子は､昇圧系のレニン ･アンギオテンシン系および降圧系のカリクレイ

ン･キニン系から成る (図1)｡

レニン･アンギオテンシン系において､ACEによりC末端ジペプチ ドが切断されて､昇圧ペプ

チドであるアンギオテンシンⅡが生成される｡一方､カリクレイン･キニン系において∴降圧ペ

プチ ドであるブラジキニンは､ACEにより切断され､不活性なペプチ ドとなる｡このように､

ACEは､両血圧調節系において､昇圧に働く重要な酵素である10,ll)｡したがって,ACE阻害剤は

血圧上昇抑制に有効であるとされており､臨床的にも心臓系疾患の改善や､他の降圧剤よりも副

作用が少ないことが明らかになったことや､ACE阻害剤単独で本態性高血圧患者の約70%に効果

を示していることなどから,薬物療法において高血圧治療の第-選択薬のひとつとして現在広く

使用されている｡また､ACE阻害剤は顕著な血圧降下をもたらさないレベルでも､心血管系や腎

臓を含む主要臓器の臓器障害を減弱させ､動脈硬化や心不全の防止に効果があると考えられてい

ることから､ミルキイ味噌の摂取により血中アンギオテンシンⅡ濃度の低下が認められたことは､

ミルキイ味噌が生活習慣病に関連したこれらの疾患に対して予防効果を持っている可能性が示唆
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された9)O一般的に降圧療法は過度の血圧低下､空咳､一過性の腎機能低下､発疹､目まいなど

の副作用の問題も指摘されている｡そのため､このミルキイ味噌のように､日々の食事成分中に

天然のACE阻害物質が含まれていれば､副作用もなく自然に生活習慣病の予防や治療に結びつく

ことが期待される｡次のステップとして､我々は､脱脂粉乳の効果を最大限に発揮するために､

脱脂粉乳を直接麹菌により辞素分解した､脱脂粉乳分解物を作製した｡そして､自然発症高血圧

ラット (SHm cICPラット)(高血圧症､肥満､2型糖尿病)に麹による脱脂粉乳分解物が

5%入った飼料を持続投与する実験を行ったところ､麹による脱脂粉乳分解物投与群において糖

化-モグロビンの上昇を有意に抑制することが示された｡よって､この麹による分解物がⅡ型糖

尿病の進展を抑制する可能性が示唆され､生活習慣病の軽減､発症の抑制につながる期待が見出

された｡

今までの結果を受けて､今回は麹による脱脂粉乳分解物がもたらす､生活習慣病の発症進展予

防効果を確認し､アンギオテンシンⅡ抑制効果との関連を明らかにするために更なる動物実験を

含む研究をすることが､本研究の目的であるC

【実検材料および方法】

1.脱脂粉乳麹分解物の調製

麹による脱脂粉乳分解物の調製方法脱脂粉乳､米麹 (A蜘 acv2Zae)を等量入れ､さらに､

食塩 (4.8%)､アルコ-ル (5.1%)を混合したものを35℃､12日間発酵した｡成分分析の結果､

水分47.2%､Y借 (明度)40.2%､AI(酸度)8.7m色､FN (フォルモール態窒素)0.31%､pH5.8と

いう結果を得た｡

2.ACE , 用杖 の 製

サンプルとする麹による脱脂粉乳分解物10gを量り採 り､10mDの蒸留水を加え､1分間×3回､

ホモジナイズした｡その後､超音波によるホモジナイズを1分間×3回したものを､7,000rpm､

15分間､4℃で遠心分離し､その上清を測定用試料としてタンパク質濃度測定とACE阻害活性測

定に用いた｡タンパク質の定量はBiuret法12)により実施した｡

3.アンギオテンシンⅠ変換群兼 (ACE)阻害活性測定

cushmanらの方法13)に準じて､シグマ社製ウサギ肺由来ACEとナカライテスク株式会社製合

成基質HHL(Hippuryl-L-Histidy1-L-Leucine)を用いて測定したO

すなわち､試料 6FLBに､60mU/mDACE溶液20FLBおよび7.6mMのfm pbを添加し､37℃で30

分間反応させた｡ACEはホウ酸緩衝液 (PHS.3)で溶解し､HIILは塩化ナ トリウム (和光純薬工

業製､特級)､0.25Mホウ酸緩衝液を､それぞれ最終濃度0.608M,0.1Mになるように超純水を用

いて調整した溶液で溶解した｡その後､0.1N塩酸554FLDを加えて反応を停止した｡ついで､酢酸
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エチル1.5mは 加えてACEの作用によって遊離した馬尿酸を振倒抽出し､2,500rpmで15分間遠心分

離を行った後､酢酸エチル層 1mDを分取して蒸発乾固 (100℃､10分間)した｡酢酸エチル層を

乾固したのち､馬尿酸をlM 塩化ナ トリウム溶液 1m色で溶解させ､波長228nmにおける吸光度を

測定した｡阻害率は､試料を加えたものの吸光度をS,試料の変わりに超純水を加えて同様に反

応させたときの値をC､予め0.1N塩酸を加えて反応させたときの借をBとして次式により求めた.

阻害率- ((C-S)/(C-B))×100

阻害活性 (IC5｡)は､上式により求められる阻害率が50%を示すときの阻害活性物質濃度 (皮

応液 1mbあたりのmg数)で示した｡

4.ラット用飼料の鯛製

実験材料 1で調製した脱脂粉乳麹分解物を凍結乾燥させ､ミキサーで粉砕後､節分けを行った｡

粉末状になった麹による脱脂粉乳分解物を5%､粉末状の普通飼料95%を混合し､供試験飼料と

した｡

普通飼料と脱脂粉乳分解物を5%添加した飼料の分析を日本食品分析センターに依頼し実施し

た｡その結果を表 1に示した｡この結果から2種類の飼料は栄華成分的にはは同等のものである

と言える｡

5.ラットの飼育条件および斌政区分の改定

6週齢雄性の弧 NDmcICPラット(自然発症高血圧ラット)(高血圧症､肥満､2型糖尿病)

を24頭､6週齢雄性のGK侶lcラット(自然発症糖尿病ラット)(非肥満､2型糖尿病)を12頭､そ

れぞれ日本エスエルシー株式会社より購入し使用した｡ラットにはオリエンタル酵母工業株式会

社の粉末試料MFを与 え､室温23±1℃.相対湿度50±10%､照明時間12時間/日の条件下で飼

育した｡飲料水は水道水を0.2mmのメンブランフィルターで自由摂取させ､飼料も自由摂取させ

た｡1つのケージに1頭入れて飼育した｡また､購入後 1週間新しい環境に馴染ませ､その期間

は粉末試料MFを全頭に与えたO実験期間はSfm -cpラット (以後鉦IRラットと呼ぶ)は

3ケ月行い､GK/SIcラット (以後GKラットと呼ぶ)は4ケ月行った｡

sHRラット24頭を無作為に2群 (A､B)に分け､A群には普通飼料を与え､B群には麹による

脱脂粉乳分解物を5%添加した飼料を与えた｡同様にGKラット12頭も無作為に2群 (C､D)に

分け､C群には普通飼料を与え､D群には麹による脱脂粉乳分解物を5%添加した飼料を給与し

た｡

6.ラット軸 に係る測定項目および方法

簡略化させた測定項目および期間の概要を図3に示した｡
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測定項目および実験期間

6週齢 7週齢 10週齢 13週齢 16適齢 19適齢

極垂井lrT
血撫
HbAIc
体霊

血圧
血糖
HbAIc
休霊

血糖
HbAIc
体量

血圧
血糖
HbAIc
体霊

尊書B平井日暮A帯牡義

インスl)ン用捷血

6遇齢 7週齢 11週齢 15遇齢 19週齢 23週齢

血圧
血糖
HbAIc

凪3 体t

血糠
HbAIc
体量

血圧
血糖
HbAIc
体重

血糖
HbAIc
体暮

血圧
血糖
HbAIc
体量

l)飼料摂取量の測定

同一時刻で測定するため､午前9時より飼料の摂取量を測定し､同量になるよう飼料を補充

した｡2日に一度測定した｡

2)体t測定

9iRラットは3週間に一度測定し､GKラットは4週間に一度測定した｡

3)収縮期血圧および拡張期血圧の測定

血圧は日内変動が大きい羊とから､測定時間を一定にするために午前9時より測定を行った｡

測定を行 う前に16時間の絶食を行った｡●ラットに前保温 (36℃)を施した後､非観血式血圧測

定装置 (㈱ソフトロン製､BP-98A)を用いてtai1-cuff法で尾動脈圧を測定した｡一度に5回

計測し､その平均値を測定血圧 とした｡SIiRラットは6週間に一度測定し､GKラットは8週間

に一度測定した｡

4)血中アンギオテンシンⅡ濃度の測定

sIIRラットは6週間飼育後､A群､B群それぞれ12頭ずつの中から無作為に6頭を選別した｡

経口糖負荷試験終了後､27Gサイズの針と1mbの注射器を使用し､ネンプタール (大日本製薬

株式会社)で麻酔を行い､腹部切開後､22Gサイズの針と10mDの注射器を使用して､腹部大静

脈より6mDの採血を行った｡そして､EDTA､アプロチニン入 り試験管 (2本)に3mDずつ採

取した｡採取後､充分に振倒し､水中保存した｡さらに､12週間飼育後に残 りのA群､B群の6

頭ずつから同様に採血を行った｡採血後､3,000rpm､15分間､4℃で遠心分離を行い,血紫サ

ンプルを得て､アンギオテンシンⅡの測定まで-70℃にて保存した｡血中アンギオテンシンⅡ

の測定用サンプルを調製するために2種類のバッファーを作 り､バッファーA (トリフルオロ

酢酸 (TFA)1%)､バッファーB (1%TFA､60%アセ トニ トリル)とした｡そして､lmb
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の血紫と1mbのバッファーAを混ぜ合わせ､12,000Xg､20分､4℃で遠心分離したものの上澄

みを採取した (サンプル 1)｡その後､200mgのC-18を含むSEp -COLUMN (RKISEPCOL-

1)の平衡化のために､バッファーB (lmb､1回)を加えた後､バッファーA (3mb､3回)

で内部を満たした｡そして､サンプル 1をSEp-COLUMNに流した後,3mDのバッファーAで

2回洗い捨て､最後にバッファーBで3mb流したものを全て採取し､採取したものを減圧遠心

濃縮器により水分を飛ばした (サンプル2)｡

血中アンギオテンシンⅡの測定はELISA法にて測定を行った｡まず､ウェルにサンプル2を

アッセイバッファーで溶解したものを50FLb入れ､25JLL2の抗血清と25FLbのペプチ ドを加えた｡

2時間室温に反応した後､300FLbのアッセイバッファーで5回洗浄し､SA-HRP溶液を100FLB

加え､再び1時間室温で反応させた｡その後､300FLDのアッセイバッファーで6回洗浄し､基

質溶液を100FLD加え､1時間室温で反応させた｡最後に2NのHCLを1001Lb加え､反応を止め,

450mmで吸光度を測定し検量線より､血中アンギオテンシンⅡを求めた｡

5)空腹時血糖値の測定

測定を行う前に16時間の絶食を行った｡ラットに前保温 (36℃)を施した後､ラットの尾静

脈に27Gサイズの針を刺し,出血後､メディセーフミニ血糖セット (テルモ株式会社)にて測

定した｡一度に3回計測し､その平均値を測定血糖値とした｡

測定原理として､血液中のグルコースが試験紙に含まれるグルコースオキシダーゼの作用に

より､過酸化水素とグルコン酸を生成する｡更に生成した過酸化水素はペルオキシダーゼの作

用により､反応試験部に含まれる4-アミノアンチピリンとN-エチル-N- (2-ヒドロキ

シ-3-スルホプロピル)-m-トルイジンと反応し､キノン色素が生成される｡この赤紫色

の呈色を比色定量した｡SHRラットは3週間に一度測定し､GKラットは4週間に一度測定した｡

6)糖化ヘモグロビン (HbAIc)の測定

測定を行う前に16時間の絶食を行った｡ラットに前保温 (36℃)を施した後､ラットの尾静

脈に27Gサイズの針を刺し､出血後､DCA2000HbAl｡カー トリッジ (バイエル メディカル株

式会社)にて測定した.HbAIc値は総-モグロビン (m )濃度とⅠlbAIc濃度とを測定し､総Hb

濃度に対するHbAIc濃度の百分比から得られる｡総I肘 まチオシアンメト-モグロビン法により

測定LIlbAl｡はラテックス凝集阻止反応により測定した｡検体中のHbAl｡値は次の式で算出し

た15)｡

HbAl｡値 (% )- ((HbAl｡濃度)/(総Hb濃度)〉×100

SHRラットは3週間に一度測定し､GKラットは4週間に一度測定した.

7)港口糖負荷試食による血糖値の測定

SHRラットは6週間飼育後,A群､B群それぞれ12頭ずつの中から無作為に6頭ずつ選別した｡

ー 37-



D-Glucoseの0.75gmb溶液を作製し､体重 1kg当たり2m朗こなるようゾンデを用いて経口投与し

た (1.5gnig)｡投与前.投与後30分,60分､90分､120分の計5回,血糖値の計測を行う｡測定

方法は5)の空腹時血糖値の測定と同じ方法で行った｡測定前日より16時間の絶食をし､実験

中も絶食させ､水だけを与えた｡さらに､12週間飼育後に残りのA群､B群の6頭ずつを同様に

血糖値の測定を行った｡

8)軽口糖負荷拭験によるインスリンの測定

sHRラットは6週間飼育後､A群､B群それぞれ12頭ずつの中から無作為に6頭ずつ選別した｡

D-Glucoseの0.75g/mb溶液を作製し､体重 1kg当たり2mQになるようゾンデを用いて経口投与し

た (1.5g収g)｡投与前､投与後30分､60分､90分､120分の計5回､インスリン測定用に採血を

行った｡これは7)の血糖値の測定と並行して行った｡

ラットの尾静脈に27Gサイズの針を刺し､出血後､-バ リン処理されたテルモ-マトクリッ

ト毛細管 (テルモ株式会社)にて3本ずつ採血 した｡採血後は氷中保存した｡その後､

10,000rpm､5分間の遠心分離を行い､血凍サンプルを得た｡また､血紫サンプルはインスリン

測定まで-70℃にて保存した｡さらに､12週間飼育後に残りのA群､B群の6頭ずつから同様に

採血を行った｡インスリンの測定は､モリナガ超高感度ラットインスリン測定キット (株式会

社森永生科学研究所)にて測定を行った｡

7.有意妻検定

有意差検定はチューキー検定を用いた｡また､数値は全て平均値±標準誤差で示した｡

【轄果および考察】

麹による脱脂粉乳分解物の生理活性機能の評価として､血圧調節に関与しているレニン･アン

ギオテンシン系でアンギオテンシンⅠから昇圧物質であるアンギオテンシンⅡの生成を触媒する

ACEの阻害活性を測定することにより､高血圧および糖尿病などの生活習慣病予防効果を検討し

た｡

ACEはその活性中心に亜鉛を有するメタロプロテアーゼの1つで､10個のアミノ酸からなるペ

プチドであるアンギオテンシンⅠに作用し､そのC末端側2残基を切断するジペプチジカルボキ

シダーゼである.ACEの作用により生体内に生成されるアンギオテンシンⅡ (アミノ酸8残基よ

り構成されるペプチ ド)は､非常に強力な昇圧物質であり､血管平滑筋の収縮や副腎から強力な

ナ トリウム貯留ホルモンであるアル ドステロン分泌を促進することなどにより血圧上昇を引き起

こす (図1)｡そのためACEの作用を阻害することが出来れば血圧の上昇を抑制でき､それに伴

い生活習慣病の抑制につながることが考えられる｡

そこで,脱脂粉乳を麹菌で発辞させた脱脂粉乳分解物とポジティブコントロールとして使用さ

れるカルノシンの両者のACE阻害活性を測定した｡そして､50%ACE阻害活性発現に要するタン
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ハ y質波圧 HCv､) を計貨-!ると.勉によ,已,脱脂 粉乳分解物はカIL.ノン二･T)J倍以 上の阻婁清作

があることが明らかにな ,,た し別 2)-

ACEと両血圧調節系との関連園

レニン･アンギオテンシン系 カリ2 レイン･キニン系

アンギオテンシノーゲン キニノーゲン｢LdZI=i

｢

⇒レ=,日かJクレインt>J .-Ji 野

アンギオテンシン Ⅰ
DRVYIHPF I

アンギオテンシンⅡ

ブラジキニン
RPPGFSPL･rl

不 活 性 なペプチド

図 1 Dm ､̀rl p三 一一 三軸 pGLFiS ､FR

ACE阻害活性 IC5｡値

I,02580455

｢ ‡ ≡
カルノシン 錦による脱脂粉乳分解物

__ ..J

画2

逆相 ウロて 卜･:アラフ イ-を,開いて †ノクラテ 1･/ク滑榔 こよるACElllL貨括帖のあか ､プチ トの

枯裂をhl-･'た. これに 上り輯 (.-!か た両分のア ミノ酸配列の分析結 果か ら.分子位2783のTvT-

prclEYPけ 廿7一棟2803のVal-TyT(＼7Y)であることが確認されている また.ホモロジー模索の結果

から前者のペI/iT-トは IXS i ･か ぜインの146-rli7番 トfと159-160番目,7)碓基に相当し.後者uJ

-プチ ドは Lys2 カゼイ ンの183-は4番目ej純益に相当することか明 らかになT,た川 ｡

以 Lの Lうに/a L･JLZ･EPノ架鼎で蝿に上るル削旨糊乳や解物には仔.凱 ニACE阻賓活性を持つ ことかPrH

L:-,かになった【 ニC/.1症.範を受け､晩L･.I)〟i.WOd,軌物電験-の高い期待が持たれた;

麹に 上る脱脂輯乳 LJ)解物 cTJ生 f町方作 繊維 を確 認す るため に. 自然 滞在術 血は ラ･′ 卜
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(SITR/NljrllC CP)および自然発症糖尿病 ラット (GK,JSIc.)を用いて投 与試験を行J)た亡本試験

において 2型糖 l封丙患者､高 血 圧患 者.肥満者の病態 モデル/として 自然裾症高血.EEラッ ト

(sl択/Nr)mc cp)および2型糖尿病患者の病態モデルとして自然発症鎗尿病ラ､バ ･(GK/SIC)

を用いて麹による脱脂粉乳JJl解物が及ぼす影 響 (血 FF､血中アンギオテンシンⅠⅠ濃度､空腹時血

糖値､糖化-モク ロ ビン,緯口糖負荷試験による血糖値の上昇抑制効果.経l灘 負荷試験による

インス リンの分泌量増加)に関する効果の検討を行った｡

まず 1週間毎の飼料の摂 取 量の変化を比較 した.3緯巣 をSIは ラットは凶4に､(iKラ､パ ･ほ図

5に示した SImラ･ソトはA醇およびB群｢粧 こ有意な董tiなかった｡GKラットにおいてほ､D蛸

かC群よりLtTftt日 1-2g程度多めに食べているが､有意差は認められなか-,たこ

SHRラット 飼料摂取量
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図 5

枚に､体系の変化を比較 した′結盟をSITRラットは側6に､GKラ y トは図7に ,J.した S川(

ラットでL･t飼料の軒取俺OTJ変化において .^鱒 j~3よぴB群聞-=fj普な箸がなかったことでの推察

からもわかる とうに､体重い窄(とに日 工芭/L･′七･[;r貰‡沖 J.,･･hjL.か ぅ/I.-JJ.rHくラ･.ITLにおいで

は.(:餌よ りい紳 IJ.jJか飼料01酔RFt.Tが tLi:.与かったたIL') lf.市の変(i:申 今 俊d')登験に1モ?_I;管を及
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はす可碓性か纏われたか､i:群とL)群に育諾々葦はなかったAすなわち.飼料 7)攻･)I ri虚 1上 飼

料の摂取 堤 (図 ･･1, 5)､体重の′酎 L:(凶6.7)に存意な題が認められなかったということは､

両群共に同条件で飼育されていたことか確認され､以後の実験デー タが比較可能なもu)であると

考えられ る仁

SHRラット 体重変化

♂♂♂%,,
節,図 7

表 1 ラット飼料の一般成分分析
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ロA群 (普 通 飼料 )

中B群 (麹 に よる脱脂粉
乳 分解物5%貴司料)

I
ロC群 (普 通 鋼 #'斗l l

+ i)群 (頬 によ る脱 脂 粉 I

乳分_m物5% 飼 料 1I

＼ ＼ 普通飼料 地による脱据粉乳 分解 物5% 5奉加且司料 分析方法

水分 (%) 7.2[ 7.9 溌圧加熱乾仕法

鶴タンパク賞(～) 23.7 23.3 ケルダール法

粗脂肪 (鶴) 5_2 4.9 ジエチルエーテル抽出法

粗繊維 く%) 2_7 2.6 ろ過 淀

粗灰分 (%)カロリーくkcal/1009) 5ー8 5ー9 直接灰化法
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続 い て ､収縮期血圧およひ拡張期血圧の測定を行ったこ.血圧C/)i町立結果をsHteラ:ソトは図8に､

GKラットは図9に示 した｡SIIRラットでは､7週齢,13週齢､19週齢のそれぞれの計測時にはA

群およびB群間に有意な差はなかった｡ しかし､A群では13週齢から19過齢にかけて有意に下

がってはいないが､B群では収縮期血圧の値が､-17.83±7.69mg/dQt有意に低下していた (l'<

0.O5)Uまた.GKラットでは､15週齢から23週齢にかけてC群は変化がないものの､D群では収縮

期血圧の値が-13,60±4.83mg/dQと有意に下がっていた (I)<0.05)Oそして､23週齢の収縮期血

圧の値をみると､C群 とD群 との間におよそ10mg/dQの有意な差が認められた (Ⅰ)<0.05)Gまた､

D群における15過齢から23週齢にかけての拡張期血圧の値 も有意な差はみられないものの低下し

ていた【 この血圧測定の実験から､SHRラット並びにGKラットに麹による脱脂粉乳分解物を投

与することで,血圧を有意に低下させることが明らかになった｡

SHRラット 収縮期および拡張期血圧変化
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GKラット 収縮期および拡張期血圧変化
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図 9

面 fn圧 L=は ､収縮期血圧が1,iOmmllg以上､または拡張期Ihlt圧か90mHg以上の据 浜と定義され.

世界保健機関 (WHO) と国 際吾川TLLLii学会 (lS川 し′ノ1]-ィ ド ラ (ン1ll'や米閏合同委艮 奈弟6祝祷;I.

'1･11 Fり汗 ;血_rL二学会高 血.rT=治療ガ f'ドラ インlh.等に とり, さ !~一に組か :JI鰭･され こい 三上 W‖()tTtp
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ひにISll(-r)1999年J')報告によると､収縮脚 IILrEがlLlL1mmIIg､拡張期血圧が90mm‖g以 卜の■寄llurL症

の方は全国で約3,000万 人と推定 され, 日本ノ＼の1人に 1人､更に50歳以上では 2人に 1人が高

血圧.症 とされ.まさに国民病 とも言われている"

本研究で得 られた､S汀Rラ.I/卜,(iKう.ソトにおける血圧測定の結果により､ヒ トの日常U)食

事に麹による脱脂粉乳分解物を加えることで､血圧の上昇を抑制し､生活習慣病の予防や改善に

効果的であるという可能性が考えられる.,

次に､血中アンギオテンシンu潰度の測定を行ったDアンギオテンシンllは図1で説明したよ

:)に強:l]な昇圧物FBJであり.ACE阻害剤は降lt薬 として停癖に広く使用されている=. JIIl･I'/I-0の実

験により麹による脱脂粉乳分解物中 にACE阻害物質が大盤に含まれていたことがわかっているの

で,血中アンギオテンシンII濃度を測定することにより.麹による脱脂粉乳分解物の効果がどの

くらい反映されているのかがわかる.測定結果を図10に示した｡13週齢､19週齢におけるA群の

結果がB群 (13週齢.19週齢)に比べf-[意に低かった (P く005)｡ これは期待 とは反する結果 と

なったし.今後の課題 として､高脂 鴨の飼料や塩分を添加することによるアンギオテンシンⅢ濃度

の促進や､別し7_-)病態モデ′レラットを用いて実験をするなどの必要が考えられる｡今IljJ､麹による

脱脂粉乳L/J解物を摂取することで血圧の上昇抑制か認められた ことは.以前機能性味噌を用いて

行った,SllRラットでの経 口投与試験による血rf降 Fの有益な確認となった｡今Ld､血 中ア ンギ

オテンニン11濃度の測定において瑚縛 とは反する結果が出たことは,非常に残念なことであり

ヒト(n持続摂取試験に上るアンギオテンシン11濃度低下の結果の有益な確認とはt,LiLJ-な/J･-'た_

Lかし,緒言でも述べたよ･うに､血中Lr)アンギオテンシンロ濃度が低下する ことで､血圧U)上男

が抑制されるとい ･I)ことが立証 される結果にはならなかったが､ IfTL圧は有意に低下することが確

認された1 さらに､ ĈE阻害剤に関する大規模な試験で､2型糖尿病患者の発症抑制効果がはり

きりと砲認されている.理由は末だ不明であるが､アンギオテンシン1I{7)抑制に上る搾ラン'//し

- ン7.島の機能障害の軽減が要因であるとい･ー)報告がある_.

SHR血中アンギオテンシンⅡ兼度
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続いて空腹時血糖値を剰IJIEL.た. 世界保障機関 I'wllI(1) によると､20u6年 (′川音 点 で 他界には

少な くとも 1億7.100万人の触媒病患者がいると撞告されている,患 者数は.急増 Lてお り.2030

年までにこの数は倍増すると推定されているO 日本J.=]t,740万 人の患者かいて､さらに f･傭軍 と

呼ばれ る患者は880万人に上ると言われているJ

得 られた韓黒 をSHRラットは図11に.GKラットは図1L)に･T;した｡窄晩晴血糖値叫 別荘.は実際

の糖尿病患者に対しても導入されている測ItE項目である｡怪1日を見てわかるように.SllRラット

crり0適齢 と13週齢時の制定において､麹に よる脱脂粉乳分解物秤 (B群)が有意に低 Fしていた

(pく0.0:-i),ノ 二の結果か ら､麹による脱脂粉乳/I)解物がSH_Ii ラ･./卜し引塘:R病発症 を抑制すること

か示唆 された｡ しか し､16適齢 と19週齢で､A群およびB群間に有意な葦はな上根 こ血糖値が低

下した. これは,普通飼料が糖尿病奄痛 烈坊に効果的たった と考えうU)は難 Lい.曙関としては.

惇柏 のSHRラットの飼料摂｡取良(7:)グラフを且･7Jと､112週肺で最大に摂取 Lた後.ノL′､しずつ搾取盛

が滅 ′レLでいたし血糖値が下が一二ノたしTつは原因不明であるが､ この飼料腎取最の低下が血糖値U)低

fJ)僚r=祈⊂b)ると考えられ る｡

SHRラット 空腹時血糖値変化
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'[憤L/)抑留 として, F:Ll順肋d)帥軸や塩ljiを終山71-ることTr=よる血糖他上昇の促進や.馴 の 柄噂

モデルラットを用いて等親を十るFcとの･g･髄か考えられる,また､CTKラ r / 卜においては､19過

齢のときにLが･tニ比べ亡僧 はお よそと328mg/db/下か J･,ていたが､ばらつきがあ jたため打設な差

は生L:なかった 19過齢以外L7j週齢で も有昏な弟がなかったことから.飼育期TTE'rlを延長 Lて効 果

があるかとうか.さらに観審する必~管かある ｡

本研究で得 られたSHRラットの鰭紫によr).麹による脱脂粉乳分解物を食べることで.断帯は

できないものの血糖値が有意に低下することが明らかになった.すなわち.ヒトのt｣常(7)食こ好摂

取により劉 こよる脱脂埼乳11)解物を食べることで.血糖値J7上昇を抑制し､生活習慣病の予防や

治療に効果的である可能性か示唆された_

次に､糖化/-モグロビン 日lbA,｡) を相順 Lた HbA 】<は市血球の-モグロビンにブ ドウ糖が結

合したも0-)て､検査を受けるときから約 1-2ケ月前の平均的な血船状態を反映し､血糖値に比

例す:,Sと副 )れている｡また.血糖値が斬 店でも､HbAlLが基準値であ1-いま.糖尿病の可能性は

低いと占われてい うことにより,llbAl.の測電結果にllp音な蓋が出れば､麹による脱脂粉乳分解

物の生理活性機能は効果的であるとい･'7結論に穂びつ くことが期待 されるTSHRラットU)結果を

也.13に.GKう.:,卜q)結果をL414に示 した｡SltRラッ トに関 しては､前iBJ(/:)実験て麹による脱脂

粉乳分解物釈放群が普通飼料摂取韓と比べて.存意に下がっていた (P<0_()5)とい う結果か出

ておV)､非常に規持 されていたが､今回の7-願では統計的に有晋な差はないという結果になったV

また.GKラ バ ･でも有意な蔦は認められず.飼育期間の廷操によう効果に期待した_い｡

SHRラット HbA,C変化
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SHRラット 経口糖負荷試験による血糖値の測定 (13遇齢)
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SHRラット 経口頼負荷試族による血糖値の測定 (19適齢)
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さらに､経 U糖負荷試験 による血糖値の測定を行 ･='たC拝し欄吾負荷試験 とは空腹時にブ ドウ糖

を摂取 し ､その後､決められ た時PpL]に血糖値の測定を行い.血糖値の変動により糖尿病かかかが

わかる,糖尿病の診断に有効な試験で,hるJ_糖尿病は ･(二/′スリン'/lL泌能低下 とインス リニ抵抗性

(I)2つが､相紺 J'.Jあるいは絶 紺 71Jな原因 として血糖値 (T,降下不全 に 上り起こる病気と考えられて

いるC今回は､麹による脱脂粉乳J/J解物摂l鋸 こよ り､ †ンスリン,//J泌能低 卜の改善あるいは損抗

性囚1-の抑制により､ 血糖値の上昇抑制か期待 され るニSllT～ラッ トによる6週間飼台後の据Il糖

負荷試験の血糖値U)測定 の結果を図15に.12週間飼育後の結果を図16に示 した tri園間後(/)試験

では､有意掛 ま見られなかったが､12週間後の訳験では､授 与権.9(悼 .12(号;･後 (I-)計測て丁,郎 羊

に比べA蹄の方が有意に血糖 値が低下する結果が得 られた (Ⅰ'<(川:i)

今後.空腹時血糖値の測定結 果同様､ 高脂肪V)飼料や塩分を添加す ることに上るrrLL糖値上 牲U)

促進や.別の病態モデ/レラ ノトを用いて･'k験をする ことが緊急の課題であると考え｢′,hる,_I

最後に.経 Ⅰ欄奮負荷試験 に上る血糖値 Ll｢周り走 と並行 Lてインスリン叫則'rE'を行/Jた . インスり

ンは肺臓の ランゲ′L′､ンス島か ら'/7泌 され る物質で､ 日こ骨格筋 ･脂肪 ･肝臓で帖夜から(/)糖吸

収を促 し､エ ネ′Lギ一一とLて軋間十る作用がある ',bえに 仁ニス リンは血糖値の L昇を抑制すろ

藍要な物質である｡麹に上l･')脱脂粉乳'Ji解物摂取により､ 血｢い7'二･ギオテンンl/n蛮穫匪｢f=./)

閑適で インスりンJJj泌能低 卜L77改発もろい圧抵子冊判Jt]Tcf''抑制か期待 されるニヒかi:, 仁 /-/,

--i(うー-



リンLl)測定は菰簡 であると考え LL)れ る/_

Sl-lRラッ トに 上る6週間飼育後(i:,糸下目糖 負荷試 験 (/, 仁 ,,71リンLr)測定の結果 を図17に､12週間

飼育後の結果 を図18に示 したL.6週間飼 育後の結果 では､拝 日投 与前に比べ ると全ての測定時間

においてイ ンス リンの分泌盤が増 加 していたO特 にB雌 におい ては O分の測定に比べ残 り全ての

時制の測定 で有 意に増加 していた (p<0.05)ニ また､I,l握 とB群間 に有意な差 は生 じなかった'.

12週 間飼 育後 J)結 果で はA群 の (ンス リン畳 が 0分 か ら30分 にか けて有 意 に増加 してい た

(p〈0.05)C 吏た､有意な差はない ものの全体的 に､B群 に比べA群の方がインス リンを多 く分泌

していた.その結 果が図16に も示 した ように.A酷 の 方がB群 よ り血糖値 を有意 に降下 させ たと

い う瑚特 とは反 対の結果 につ ながった要凶の 一つ と考 えられ る｡今B]lのイ ンスリンの測定 ではA

群 とB群閲にiJll.古な差 は生 じなかったO糖尿病 はイ ンス リンの分泌能低下 もしくは インス リン抵

抗性 によ/つて血糖値が下が らず､高い血糖状態 を維持 す る病 気である〔今Ld､D-Glucose溶液を

経 U投与 Lた ことに対 して､インス リンが正常 に分泌 され ていた ことがわかった ことか ら､ イン

ス リン抵抗性かSHRラ ッ トの糖 尿病の原因ではないか と想定 され る｡今後.揮臓 を摘出 し､ラン

ゲル- ン-JJLL-UL)観察 をすることで､インス リン抵抗性 の度合いを調査す る ことが必要 と考えられ

る､.

SHRラット 経口糖負荷試験によるインスリンの測定 (13適齢)
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SHRラット 経口糖負荷試験によるインスリンの測定 (19適齢)
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以上のように､今回開発された麹による脱脂粉乳分解物は､血 Iq'tTIOの実験で生活習慣病予防効

果が期待できるACE阻害活性を有していた｡また､血 Tq'vDの実験でも､空腹時血糖値降下作用､

血圧降下作用などの生理活性機能も認められ､生活習慣病の予防や進展を抑制できる､非常に商

品価値の高い ｢新規調味料｣であることが確認された｡しかし､血中アンギオテンシンⅡ濃度や

HbAIc､経口糖負荷試射 こよる血糖値の試験において有意な結果が得られなかった｡

今後の課題としては､麹による脱脂粉乳分解物を摂取することでの膳臓のランゲルハンス島の

機能障害の軽減等の観察をすること､さらに､飼料の改善や他の病態モデルラットに投与するこ

とでの影響の確認､また,ヒトにおける血糖 ･血圧降下作用､生活習慣病の発症や進展の抑制作

用を確認するとともに､それらの生理活性機能を引き起こす詳細なメカニズムの解明､そして商

品化ができるように研究を進めることが必要である｡

148-



参考文献

1) 六車 三治男､森 栄裕､河原 聡､山内 清､工藤真豪､久寿米木 一裕､申出浩二､中

村豊郎 :脱脂粉乳を利用したニュータイプの機能性味噌について βノ本捌 C3LEg*全

勝 p161 (2004)

2) 六車 三治男 :脱脂粉乳の新しい用途開発に成功 一脱脂粉乳を利用したニュータイプの機

能性みその開発- ;畜彦コンサルタン八 476(8),57163(2004)

3) 六車 三治男､森 栄裕､河原 聡､丸山異杉,工藤真豪､久寿米木 -裕､大谷啓一､脇

能広､菱沼 毅､中村豊郎 :スキムミルクを利用したニュータイプの機能性みその動物試験に

ついて G本棚 04m*会鰍 p164 (2005)

4) 六車 三治男､丸山其杉､中村畳郎､久寿米木 -裕 :｢脱脂粉乳を利用した機能性 ミル

キー ･みそ｣のヒトによる試験について 撒 6年度鐙膚汐見の鹿野弄鰍 ノ野す8鰍

鼻 ･脚 穿鼻 P143-153 (2005)

5) 久寿米木 一裕､中村豊郎､菱沼 毅､六車 三治男 :H機 留金鼠 100, 216-223

(2005)

6) 六車 三治男､河原 聡､丸山鼻杉､久寿米木 -裕､菱沼 毅､中村豊郎 :脱脂粉乳を利

用した機能性みそのヒトによる試験について5本姦夢学会粛105射 舎房麻 声音､ PIOO

(2005)

7) 寺中毅頼､江津夷､松山惇､海老根英雄､清浄功 ;米味噌､麦味噌､および豆味噌抽出液の

アンギオテンシンⅠ変換酵素抑制効果､農化､69(9),1163-1169(1995)

8) A.Takahama,A.Iwashita,M.Matsu2:aWa.H.Takahashi,M.Nakatsuka,and S.Yahata;An ti-

hypertensivepeptidesderivedfromfermentedsoybeanpaste一miso.hl.NewsoDFaかOilsRelat.Matey.,

4,525(1993)

9) 六車 三治男､丸山鼻杉､中村豊郎､久寿米木 -裕 :｢脱脂粉乳を利用した機能性 ミル

キー ･みそ｣のヒトによる試験-アンギオテンシンⅡ抑制効果- 初 日棚 酪好冴鬼の励

暴君 鰍 ノ野すa修好夜着 ･併称静穿貴 p1161124 (2006)

- 49-



10) H.Y.T.Yang,E.G.Erdos,andY.LeVin;Adipeptidylc肝boxypeptidasethatconvertsangiotensinI

andinactivatesbradykinin,Blbchih.BjopAys.Acla,214,3741376(1970)

ll) H.Y.T.Yang,E.G.Erdos,andY.LeⅤin;Characterizationofadipeptidehydrolase(kininaseⅡ:

angiotensinIconvertingen2aime).Jjnm aooJ.Ap.m飢 177(1),291-300(1971)

12) A.G.Gomal1,C.J.Bardawiu.andM.M.David;Determinationofserumproteinbymeansofthe

bituetreaction.IBL'oJ.αen7.,177.751-766(1949)

13) D.W.Cuslm an, andH.S.Cheung;Spatrophotometricassayandpropertiesoftheangiotensin-

convertingenzym eofrabbitlung.Bubdeml'd 用m acokw,20,1637-1648 (1971)

14) 六車 三治男､森 栄裕､河原 聴,丸山鼻杉､中山建男､久寿米木 -裕､菱沼 毅､

中村豊郎 :｢脱脂粉乳を利用した機能性味噌の開発｣;食品ヱ煮 48(23),2115(2005)

15) 高加国夫､武田裕子､渥美義仁､他 :HbAl｡測定用DCA2000システムの概要と標準化-の対

応-JDSLot2変更の検証一 彪好と脚 芳 ･牒 26,485-489(2003)

16) GuidelinesSutxommitee;1999WorldHealth Organaization-htemationalS∝ietyofHypertention

guidelinesforthemanagementofhypertention.JHjP eD5.,17,151-183(1999)

17) ThesixthreportoftheJointNationalCommitteeonPrevention,Detection,Evalution,andtreatment

ofHigh BloodPressure.AzICh血lem.MA,157,241312445(1997)

18) 日本高血圧学会高血圧治療ガイ ドラン作成委員会 ;高血圧治療ガイ ドライン 2000年版

(JSH2000)日本高血圧学会.(2000)

- 50-


	Image 0001
	Image 0002
	Image 0003
	Image 0004
	Image 0005
	Image 0006
	Image 0007
	Image 0008
	Image 0009
	Image 0010
	Image 0011
	Image 0012
	Image 0013
	Image 0014
	Image 0015
	Image 0016
	Image 0017
	Image 0018
	Image 0019

