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Insulin resistance associated with visceral fat obesity has been suggested to be the pathological basis of metabolic

syndrome. Many studies have demonstrated increased oxidant stress in diabetic patients and animal models of diabetes

mellitus. In this study, the eŠect of liver hydrolysate administration on the blood glucose was examined in SHR/NDmcr-

cp (SHR-cp) rats that show spontaneously occurring metabolic syndrome-like abnormalities. The SHR-cp rats were fed

diets containing 5％ liver hydrolysate for 12 weeks, and the fasting blood glucose and HbA1c were determined every 3

weeks. After administration of the liver hydrolysate-containing feed for 12 weeks, an oral glucose tolerance test was con-

ducted and the plasma angiotensin II (AngII) concentrations were determined. The liver hydrolysate administration had

no eŠect on the blood insulin levels in the oral glucose tolerance test, but signiˆcantly inhibited the d-glucose-induced in-

creases of the blood glucose levels. Furthermore, the liver hydrolysate had almost no eŠect on the fasting blood glucose

level, but tended to inhibit the increase of HbA1c. The plasma AngII concentration after the 12-week administration of

liver hydrolysate remained signiˆcantly lower than that in the control group. These results indicate that a component of

liver hydrolysate inhibits d-glucose-induced increase of the blood glucose level, and may improve insulin resistance. The

angiotensin converting enzyme (ACE)-inhibiting eŠect and antioxidant eŠect of liver hydrolysate may be involved in

this eŠect.

Key words―liver hydrolysate; insulin resistance; angiotensin converting enzyme inhibition; angiotensin II; antioxida-

tion; SHR/NDmcr-cp rat

緒 言

生活様式の欧米化に伴い，高血圧，糖尿病，脂質

異常症等の生活習慣病が大きな社会問題となってい

る．厚生労働省による平成 19 年の国民健康・栄養

調査1)によれば，「糖尿病が強く疑われる人」及び

「糖尿病の可能性が否定できない人」の推計は約

2210 万人とわが国の総人口の約 17.5％を占めてお

り，年々増加の一途をたどっている．

インスリン抵抗性は，インスリン分泌低下ととも

に 2 型糖尿病発症の重要な因子である．2) 内臓脂肪

型肥満に伴って生じるインスリン抵抗性は，高血
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Table 1. Nutritional Composition of the Diets Used in the
Present Study

Ingredients Control diet
(％)

Liver hydrolysate diet
(％)

Moisture 7.2 7.0

Crude protein 23.7 26.3

Crude fat 5.2 4.9

Crude ˆber 2.7 2.6

Ash content 5.8 5.8

Carbohydrate 55.4 53.4

Total 100 100
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圧，高血糖，脂質異常症が同一患者に重複し，心筋

梗塞，狭心症等，冠動脈疾患等の発症率が増大する

メタボリックシンドロームの病態基盤であると指摘

されている．3,4) 非糖尿病患者の心筋梗塞発症率は初

発が 3.5％，再発が 18.8％であるのに対し，糖尿病

患者では初発であっても 20.2％の高率となり，再

発では 45.0％に達すると報告されている．5) また，

インスリン抵抗性は糖尿病の発症に先行する病態と

考えられており，2) メタボリックシンドロームを有

する者は新規に糖尿病を発症するリスクが約 215

倍高くなることが報告されている．6)

肝臓水解物は，哺乳類の肝臓を酵素と熱処理によ

って加水分解したものであり，低分子ペプチドを主

成分として各種アミノ酸，ヌクレオチド，ビタミ

ン，ミネラル等を含む．肝臓水解物は，古くより，

肝臓機能障害を起こした患者に肝臓の成分を補うこ

とを目的とした肝臓疾患の治療薬として使用されて

いる．7－9) 肝臓水解物の作用として，肝再生促進作

用，10) 色素排泄の促進作用，11) 抗肝線維化作用，12)

アルコール代謝促進作用13)等が実験的に明らかにさ

れている．

また，肝臓水解物はアンギオテンシン変換酵素

（angiotensin converting enzyme; ACE）阻害活性を

有し，高血圧自然発症ラットの血圧を低下させるこ

とが確認されている．14) また，肝臓水解物は抗酸化

活性を有することが報告されている．15) 加えて，糖

尿病を併発した慢性肝疾患患者において，肝臓水解

物製剤の投与により，肝機能改善に加え，血糖値の

低下傾向が示されたとの報告もある．16)

レニンアンギオテンシン系とインスリン抵抗性

との関連が明らかにされてきており，降圧剤である

ACE 阻害薬やアンギオテンシン II 受容体拮抗薬

（angiotensin II receptor blocker; ARB）が糖尿病の

新規発症を抑制することが報告されている．1719) さ

らに，酸化ストレスは，糖尿病の発症・進展の一因

であることが知られている．20,21)

そこで本研究では，メタボリックシンドローム様

の異常を自然発症するモデル動物である SHR/

NDmcr-cp（SHR-cp）ラットを用いて，肝臓水解

物投与の血糖に及ぼす影響について検討した．

材 料 と 方 法

1. 実験動物 8 週齢雄性の SHR-cp ラットを

日本エスエルシー株より購入し，1 週間予備飼育し

た後に実験に使用した．SHR-cp ラットは 1 匹/

ケージで飼育し，予備飼育期間中は固形飼料

（CRF-1，日本チャールス・リバー株）を，実験期

間中は粉末飼料（MF，オリエンタル酵母工業株）

を与えた．室温 23±1°C，相対湿度 50±10％，照明

時間 12 時間/日の条件下で飼育し，水道水及び飼料

は自由摂取させた．本研究は，宮崎大学の動物実験

委員会によって定められた宮崎大学動物実験規則に

従い，承認を得た上で実施した．

2. 肝臓水解物の混餌飼料の調製方法 肝臓水

解物はゼリア新薬工業株より供与されたものを使用

した．肝臓水解物の混餌飼料は，粉末飼料の 5％を

肝臓水解物に代替して調製した．コントロール飼料

及び肝臓水解物混餌飼料の成分は，Table 1 に示し

た．

3. 肝臓水解物の投与プロトコル SHR-cp ラ

ットをコントロール群と肝臓水解物投与群の 2 群に

分け，各群の飼料を 12 週間与え，各実験に用いた．

4. 飼料摂取量及び体重の測定 飼育期間中，

飼料摂取量は 23 日毎に測定し，12 週間の総摂取

量を算出した．また，体重は 3 週間毎に測定した．

5. 収縮期血圧の測定 収縮期血圧は，18 時

間絶食後，非観血式血圧測定装置（BP-98A，株ソ

フトロン）を用いて尾動脈圧を測定した．収縮期血

圧の測定は 3 週間毎に行った．なお，SHR-cp ラッ

トは，測定前に 15 分間保温（37°C）した．

6. 空腹時血糖値及び糖化ヘモグロビン（glycat-

ed hemoglobin A1c; HbA1c）値の測定 空腹時血

糖値及び HbA1c 値は，18 時間絶食後，ラット尾静

脈への穿刺による採血を行い，それぞれ自己検査用
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Fig. 1. EŠect of Liver Hydrolysate on the Body Weigh in
SHR/NDmcr-cp Rat

The liver hydrolysate-treated group was given diet supplemented with 5

％ liver hydrolysate for 12 weeks. Each column represents the mean±S.D.

of six rats.

Table 2. Total Food Intake during the Experiment

Total food intake (g)

Control diet 2601.0±76.2

Liver hydrolysate diet 2560.2±122.4

Each value represents the mean±S.D.
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グルコース測定器（メディセーフミニ，テルモ株）及

びグリコヘモグロビン A1c キット（DCA2000HbA1c

カートリッジ，バイエルメディカル株）を用いて測

定した．空腹時血糖値及び HbA1c 値の測定は 3 週

間毎に行った．

7. 経口糖負荷試験における血糖値及び血中イン

スリン値の測定 12 週間飼育した SHR-cp ラッ

トに d-グルコース溶液（0.75 g/mL）を 2 mL/kg

の用量で経口投与した．血糖値及び血中インスリン

値は，d-グルコース投与前及び投与 30，60，90，

120 分後に測定した．血糖値の測定方法は空腹時血

糖値の測定と同様に行った．血中インスリン値は，

超高感度ラットインスリン測定キット（株森永生科

学研究所）を用いて ELISA 法により測定した．

SHR-cp ラットは経口糖負荷試験の 18 時間前から

絶食させた．

8. 血漿中のアンギオテンシン II（AngII）濃度

の測定 12 週間飼育後の SHR-cp ラットの血液

を採取し，血漿中 AngII 濃度を Angiotensin II

(Human, Rat, Mouse, Canine)-EIA kit (Phoenix

Pharmaceuticals, Inc.) を用いて ELISA 法により測

定した．

9. 統計学的解析 得られた実験値はすべて平

均値±標準偏差（mean±S.D.）で示した．同一個

体で反復測定を行った測定値に対しては次の統計学

的検討を行った．測定時間あるいは測定時期の要因

に対応のある二要因の分散分析を行い，有意な測定

時間あるいは測定時期×群の交互作用が認められた

場合には，測定時間毎あるいは測定時期毎に 2 群に

ついて分散分析を行い比較した．その他の測定値に

対しては 2 群間の検定には Student の t 検定を行っ

た．統計学的有意性は危険率 5％を基準として判定

した．

結 果

1. 肝臓水解物の体重及び総摂取量に及ぼす影響

　 3 週間毎に測定した体重推移を Fig. 1 に示し

た．コントロール群及び肝臓水解物投与群は加齢と

ともに体重は増加した．体重に対して，測定時期の

要因に対応のある二要因の分散分析を行った結果，

有意な測定時期×群の交互作用は認められなかっ

た．飼料の総摂取量も両群に有意な差は認められな

かった（Table 2）．

2. 肝臓水解物の収縮期血圧に及ぼす影響 3

週間毎に測定した収縮期血圧の結果を Fig. 2 に示

した．収縮期血圧に対して，測定時期の要因に対応

のある二要因の分散分析を行った結果，有意な測定

時期×群の交互作用は認められなかった．

3. 肝臓水解物の空腹時血糖値及び HbA1c 値に

及ぼす影響 3 週間毎に測定した空腹時血糖値及

び HbA1c 値の結果を Fig. 3 に示した．空腹時血糖

値及び HbA1c 値に対して，それぞれ，測定時期の

要因に対応のある二要因の分散分析を行った結果，

HbA1c 値に対して，有意な測定時期×群の交互作

用が認められた（p＜0.01）．そのため，HbA1c 値

に対して測定時期毎に分散分析を行ったが，いずれ

の時期においても有意差は認められなかった．

4. 肝臓水解物の経口糖負荷試験における血糖値

及び血中インスリン値に及ぼす影響 12 週間混

餌投与後の SHR-cp ラットの経口糖負荷試験におけ

る血糖値及び血中インスリン値の測定を行った

（Fig. 4）．血糖値及び血中インスリン値に対して，

それぞれ，測定時間の要因に対応のある二要因の分
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Fig. 2. EŠect of Liver Hydrolysate on Systolic Blood Pres-
sure in SHR/NDmcr-cp Rat

The liver hydrolysate-treated group was given diet supplemented with 5

％ liver hydrolysate for 12 weeks. Each point represents the mean±S.D. of

six rats.

Fig. 3. EŠect of Liver Hydrolysate on Fasting Blood Glucose
(a) and Fasting Serum HbA1c Levels (b) in SHR/NDmcr-
cp Rat

The liver hydrolysate-treated group was given diet supplemented with 5

％ liver hydrolysate for 12 weeks. Each column represents the mean±S.D.

of six rats. Repeated-measures ANOVA revealed a signiˆcant treatment×

time interaction for serum HbA1c levels (p＜0.01).

Fig. 4. EŠect of Liver Hydrolysate on Blood Glucose Levels
(a) and Blood Insulin Levels (b) after Glucose Loading in
SHR/NDmcr-cp Rat

The liver hydrolysate-treated group was given diet supplemented with 5

％ liver hydrolysate for 12 weeks. After 18 h fast, 1.5 g/kg body weight of d-

glucose was administered orally. A small amount of blood was collected at 0,

30, 60, 90 and 120 min after administration of d-glucose. Each point

represents the mean±S.D. of six rats. Repeated-measures ANOVA revealed

a signiˆcant treatment×time interaction for blood glucose levels (p＜0.05).

p＜0.05, signiˆcant diŠerence from the control groups (post-hoc one-way

ANOVA at 12 week).
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散分析を行った結果，血糖値に対して有意な測定時

間×群の交互作用が認められた（p＜0.05）．そのた

め，血糖値に対して測定時間毎に分散分析を行っ

た．その結果，投与 120 分後において群間の有意差

が認められた（p＜0.05）．

5. 肝臓水解物の血漿中 AngII 濃度に及ぼす影響

　 12 週間混餌投与後の SHR-cp ラットの血漿中

AngII 濃度を測定した（Fig. 5）．その結果，肝臓水

解物投与群の血漿中 AngII 濃度は，コントロール

群の血漿中 AngII 濃度と比較して有意に低値を示

した（p＜0.05）．
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Fig. 5. EŠect of 12-Weeks Treatment with Liver Hydrolysate
on Plasma Angiotensin II Level in SHR/NDmcr-cp Rat

The liver hydrolysate-treated group was given diet supplemented with 5

％ liver hydrolysate for 12 weeks. Each column represents the mean±S.D.

of six rats. p＜0.05, signiˆcantly diŠerent from the control group,

(Student's t test).
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考 察

本研究では，レプチン受容体遺伝子変異による過

食と遺伝的高血圧により，肥満，高血圧，高血糖，

高脂血症，高インスリン血症，インスリン抵抗性と

いったメタボリックシンドローム様の異常を自然発

症する SHR-cp ラット22)を用いて，ACE 阻害作用

及び抗酸化作用を有すると報告されている肝臓水解

物投与の血糖に及ぼす影響について検討した．

SHR-cp ラットに 5％肝臓水解物 12 週間摂取後に

d-グルコース経口投与による糖負荷試験を行った結

果，肝臓水解物投与は，血中インスリン値に影響を

及ぼさなかったものの，糖負荷後の血糖上昇を有意

に抑制した．空腹時血糖値に対しては，肝臓水解物

投与は影響を及ぼさなかった．したがって，肝臓水

解物は SHR-cp ラットのインスリン感受性を改善し

たと考えられる．

最近の臨床試験である FISIC 研究23)において，

ACE 阻害薬のイミダプリルの投与は，高血圧以外

に 1 つ以上の心血管疾患危険因子を有する軽症～中

等症の高血圧患者のインスリン抵抗性を改善させた

が，空腹時血糖値及び血中インスリン濃度には影響

を与えなかったとの結果が得られている．ACE 阻

害薬あるいは ARB は，他の臨床試験24,25)及び各種

のモデルラット（KK-Ay マウス，26,27) OLETF ラッ

ト，28) Zucker ラット，29) フルクトース負荷高血圧モ

デルラット30)）において，糖負荷時の血糖上昇の亢

進を抑制することが報告されている．AngII は，血

管平滑筋細胞31)や心筋32)において，インスリンによ

る IRS-1 や PI3 キナーゼ等の細胞内シグナル伝達

系の活性化を抑制することが報告されており，An-

gII の生成を抑制する ACE 阻害薬及び AngII の受

容体を遮断する ARB は，骨格筋及び脂肪細胞にお

いて IRS-1 のチロシンリン酸化，IRS-1 と PI3 キ

ナーゼの結合，PI3 キナーゼ活性の促進及び

GLUT4 の細胞膜への移行増加27)を示し，骨格筋へ

のグルコースの取り込みを促進すること26,29)が明ら

かにされている．骨格筋への糖の取り込みは，糖負

荷によって増加した血糖値を低下させる役目を果た

すため，ACE 阻害薬による骨格筋のインスリン抵

抗性の改善は，糖負荷後の血糖値上昇の亢進に対す

る改善効果に関与するものと考えられる．本研究に

おいて，肝臓水解物を 12 週間投与した群では血漿

中 AngII 濃度はコントロール群に比べ低値を示し

た．肝臓水解物は ACE 阻害活性を有するペプチド

を含有する可能性が示されている14)ことから，本研

究における糖負荷後の血糖値抑制効果は，肝臓水解

物に含まれる ACE 阻害ペプチドによってインスリ

ン抵抗性が改善し，骨格筋や脂肪細胞への糖の取り

込みを促進させたことにより示された可能性が考え

られる．

肝臓水解物を 12 週間投与した群では血漿中 An-

gII 濃度はコントロール群に比べ低値を示したが，

収縮期血圧はコントロール群に比べ低下傾向がみら

れたものの有意差は認められなかった．SHR ラッ

トを用いた試験33)において，血漿中 AngII 濃度が

16.5 pg/mL のときの血圧が前の週の血圧より上昇

しているという結果が得られていることから，肝臓

水解物投与群の血漿中 AngII 濃度が約 115 pg/mL

である本研究においても血圧の低下が認められなか

った可能性が考えられる．正常血圧のインスリン依

存性糖尿病患者に低用量のカプトプリルを 4 年間投

与したところ，糖尿病性腎症の進展が予防されたと

の報告34)があり，血圧が低下しなくとも血中の An-

gII 濃度を低く抑えることは，糖尿病患者にとって

重要なことと考えられる．
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SHR-cp ラットは 14 週齢まで収縮期血圧の上昇

が認められ，それ以降 44 週齢までほぼ定常状態で

あり，あまり上昇していない．35) 本研究に用いた

SHR-cp ラットの収縮期血圧は，両群ともに 6 週目

（15 週齢）から 9 週目（18 週齢）にかけて低下して

いるようにみえるが，SHR-cp ラットの収縮期血圧

は 14 週齢以降，あまり上昇しないことから，6 週

目から 9 週目にかけて低下しているようにみえるの

は，バラツキによるものと考えられる．

SHR-cp ラットおいて，抗酸化活性を有するアス

タキサンチン（50 mg/kg/d，22 週間投与）がイン

スリン抵抗性を改善すること36)が報告されている．

また，C57BL/6J マウスへの脂肪持続注入により骨

格筋のインスリン抵抗性を誘発させるモデルにおい

て，グルタチオン（100 mmol/kg/h，4 時間注入）

及び抗酸化剤であるテンポール（16 mmol/kg/min，

4 時間注入）の併用投与はインスリン抵抗性の発現

を抑制すること，37) フルクトース負荷高血圧モデル

ラットにおいて，抗酸化活性を有するタウリン

（300 mg/kg/d，35 日間投与）がインスリン抵抗性

を改善すること38)等，インスリン抵抗性改善と抗酸

化作用との関連性が報告されている．肝臓水解物は

抗酸化性のペプチドを有する可能性が示されてお

り，14) 本研究で認められた糖負荷後の血糖値抑制効

果には，肝臓水解物の抗酸化性ペプチドに基づくイ

ンスリン抵抗性の改善が関与している可能性も考え

られる．

本研究において，肝臓水解物は空腹時血糖値に対

してはほとんど影響を及ぼさなかったが，HbA1c

値の上昇を抑制させる傾向が認められた．この

HbA1c 値の抑制傾向は，肝臓水解物による食後の

血糖値の低下を反映した効果であると考えられる．

2 型糖尿病患者において，空腹時血糖値よりも食後

血糖値が心血管イベント発生のリスク因子であるこ

とが報告されている．39) また，インスリン抵抗性は

糖尿病の発症に先行する病態と考えられており，

ACE 阻害作用及び抗酸化作用を有する肝臓水解物

あるいはその精製物は，肝疾患のみならず，インス

リン抵抗性を改善し糖尿病の新規発症抑制に寄与す

る可能性が考えられる．

以上，本研究により，肝臓水解物がメタボリック

シンドロームモデル動物である SHR-cp ラットにお

いて糖負荷後の血糖上昇の亢進を抑制する効果が示

され，肝臓水解物がインスリン抵抗性を改善する可

能性が示唆された．
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