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略語一覧 

 

αMR ：alpha monoglucosyl rutin, アルファモノグルコシルルチン 

CVD ：cardiovascular disease, 心血管疾患 

DAD ：ダイオードアレイ検出器 

FASN ：fatty acid synthase, 脂肪酸合成酵素 

GIP ：gastric inhibitory polypeptide, 消化管抑制ペプチド 

HDL ：high-density lipoprotein, 高密度リポタンパク質 

HFD ：high-fat diet, 高脂肪食 

HPLC ：high-performance liquid chromatography, 高速液体クロマトグラフィー 

IL-6 ：interleukin 6, インターロイキン-6 

LFD ：low-fat diet, 低脂肪食 

MCP-1 ：monocyte chemoattractant protein 1, 単球走化性タンパク質-1 

ME ：malic enzyme, リンゴ酸酵素 

PL ：phospholipid, リン脂質 

SD ：Sprague-Dawley 

SPP ：soy protein-hydrolyzed peptide, 大豆タンパク質加水分解ペプチド 

TG ：triglyceride, トリグリセライド 

TNFα ：tumor necrosis factor α, 腫瘍壊死因子-α 



 

 

2 

T-chol ：total cholesterol, 総コレステロール 

WPP ：whey protein-hydrolyzed peptide, 乳清タンパク質加水分解ペプチド 

ZT ：Zeitgeber time, ツァイトゲーバー時刻 
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序 論 

 

心血管疾患（CVD）は，心臓または血管を伴う疾患の一種であり，狭心症や心筋梗

塞などの冠動脈疾患が含まれる。 他にも，脳卒中，心不全，高血圧性心疾患，リウマ

チ性心疾患，心筋症，心臓不整脈，先天性心疾患，弁膜症，心臓炎，大動脈瘤，末梢

動脈疾患，血栓塞栓症，静脈血栓症が含まれる。CVD の発症メカニズムは症状によ

って異なるが，主要な CVD である冠状動脈疾患，脳卒中，末梢動脈疾患は，一般的

にアテローム性動脈硬化症を伴う。アテローム性動脈硬化は，損傷を受けた動脈の壁

から，特定の種類の白血球（単球および T 細胞）をその動脈の壁に引き寄せる化学物

質が放出されることで始まる。それらの白血球はその動脈の壁の中に侵入し，そこで

泡沫細胞（脂肪蓄積マクロファージ）に変化し，コレステロールやその他の脂肪性物

質を内部に蓄えるようになり，それにより動脈の壁の中で平滑筋細胞が増殖するよう

になる。やがて，脂肪性の物質を豊富に含んだ泡沫細胞が蓄積していき，それらの細

胞によって線維状の膜に覆われた沈着物（アテロームやプラーク）が形成され，それ

らは動脈の内側を覆う膜の中でまだら状に蓄積されていく。時間が経過するにつれて，

プラーク内にカルシウムが蓄積する。プラークは，太い動脈や中型の動脈の全域にわ

たって形成されるが，通常は動脈が分岐している部分から始まる。アテロームは動脈

の中で大きくなり，次第に動脈の内腔を狭めていく。アテローム性動脈硬化によって

動脈が狭くなると，その動脈から供給を受けている組織には十分な量の血液と酸素が
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送られなくなる。プラークは破裂（破綻）する可能性があり，そうなると内部の物質

が血流中に放出され，その物質は血栓の形成を誘発する。形成された血栓によって動

脈内の血流が完全に遮断されることがあり，心臓発作や脳卒中の主な原因となる。ま

た，アテローム性動脈硬化症は，高血圧，喫煙，糖尿病，運動不足，肥満，高血圧，

栄養不足，アルコールの過剰摂取などによって引き起こされる恐れがあることから，

日常の生活習慣や他の疾患との関連も重要な要因である。特に，CVD の主要な危険

因子は血中脂質量の異常高値であることが報告されており [1]，血中脂質量の上昇を

伴ったメタボリックシンドロームを患う人々では CVD の危険性が増加する [2]。 

 

 

図 1 アテローム性動脈硬化症の概念図 

 

従来は，血中脂質量が高値を示す症状は高脂血症と呼ばれていたが，2007 年に日

本動脈硬化学会が診断名を脂質異常症に改定した。脂質異常症の診断基準（空腹時採

血）は， 

単球 

酸化 LDL マクロファージ アテロームプラーク 
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・LDL コレステロールが 140 mg/dL 以上（高 LDL コレステロール血症） 

・HDL コレステロールが 40 mg/dL 未満（低 HDL コレステロール血症） 

・トリグリセライドが 150 mg/dL 以上（高トリグリセライド血症） 

であり，血中のコレステロール（Chol）やトリグリセライド（TG；中性脂肪）の濃

度が高すぎる状態あるいは低すぎる状態が脂質異常症である。つまり，「従来は高脂

血症と呼ばれていた病態も，脂質異常症の一部に含まれている」と考えれば良い。脂

質異常症の要因は遺伝的，環境的，またはその両方である可能性がある。一般的に，

遺伝的症候群の手がかりとしては非常に高い値の Chol レベルや TG レベル，キサン

トーマ，家族性の高脂血症または CVD 等が挙げられる。環境的要因としては，特に

食習慣が重要な因子だと考えられている。豚肉や牛肉などの肉類に含まれる動物由来

の脂質やタンパク質は血中脂質を上昇させるとの報告があることから，食生活の欧米

化への変化が一因とされている。なお，日本を含む先進国では，脂質異常症の多くは

脂質量が上昇する状態であり，血中脂質量上昇が CVD の危険性を高めることから，

本学位論文内では，「高脂血症」を「血中の脂質量が上昇した状態を示す症状」として

用いる。 

 

CVD に起因する死亡率はここ数十年で大幅に低下しているものの，未だに日本を

含む経済協力開発機構（OECD）諸国の主要な死因のひとつである [3]。近年，多く

の研究グループが，CVD 発症を予防するために血中脂質量を調節するための適切な
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栄養療法および食事療法を調査している。 例えば，食用の鳥の巣は，ラットの高脂

肪食誘発高コレステロール血症を改善できる [4]。 穀物食物繊維の摂取は，高脂肪食

を与えたマウスにおける肝臓の脂肪毒性および脂質異常症を予防する [5]。一方，肉・

乳・卵など動物由来タンパク質は，血中脂質量を上昇させ，高脂血症ひいては動脈硬

化症を誘発することが示唆されている。しかしながら，動物性タンパク質が及ぼす影

響はその種類によって異なり，乳清には，抗酸化作用や抗原毒性作用 [6]などの生物

学的機能に対する機能性があり，インスリン抵抗性や筋肉タンパク質合成の刺激を改

善する [7, 8, 9]など，有益な成分を含むものもある。さらに，乳清タンパク質の摂取

が生理学的脂質代謝を調節することも示唆されている [10]。すなわち，乳清タンパ

ク質を含んだ飼料をラットに与えると，カゼイン飼料を与えられたラットと比較して，

リンゴ酸酵素（ME）および脂肪酸合成酵素（FASN）を含む肝臓脂質生成酵素活性の

低下により血清 TG を有意に減少させる。また，他の動物性タンパク質源とは異なり，

大豆タンパク質のように乳清タンパク質も肝臓中性脂質量を減少させることが報告

されている [11]。これらは，乳清タンパク質が脂質異常症の予防を目的とした食事

療法において有益な成分である可能性を示している。 

 

生命保険データの分析では，2 型糖尿病や CVD などの健康への悪影響のリスクが

肥満に深く関わっており，肥満と死亡率の関係が明らかになっている [12, 13]。肥満

は，過体重（BMI≧25.0 kg / m2）と重度肥満（BMI≧30.0 kg / m2）のいずれかに分
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類することができる。NCD Risk Factor Collaboration の推計によると，2025 年には，

先進国の肥満者の割合は，男性 18％超，女性で 21％超，重度肥満は男性 6％，女性

9％を超えると予想されている [14]。肥満関連疾患の経済的負担は，米国では約

48~660 億ドル/年，2030 年までには英国では 19 億 2000 万ポンド/年と試算される 

[15]。したがって，高脂血症に加えて，過剰な体重増加と肥満の予防対策も優先研究

課題である。 

 

体重増加は，エネルギー消費がエネルギー摂取量よりも低いときに生じる，慢性の

正のエネルギーバランスから生じる。従って，日々の食物消費の管理は体重を制御す

るために重要である。近年の研究では，我々が日常口にする食品が，脂質の吸収と蓄

積を阻害したり，エネルギーの燃焼を促進したりして，肥満を予防するいくつかの成

分を含んでいる可能性があると報告されている。例えば，緑茶カテキン，カカオオリ

ゴマープロシアニジンおよびグルコマンナンは，脂質吸収を抑制することが報告され

ている [16, 17, 18, 19]。また，果実に見られる天然のポリフェノール化合物であるレ

スベラトロールは，ゼブラフィッシュにおいて AMP 活性化プロテインキナーゼ α

（AMPKα），サーチュイン 1，およびペルオキシソーム増殖剤応答性受容体 γ

（PPARγ）を介して脂質代謝を調節することが示されている [20]。 さらに，チリ

ペッパーカプサイシンは，褐色脂肪組織を活性化することによって transient receptor 

potential cation channel subfamily V（TRPV1）を活性化し，エネルギー消費を減少さ
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せることが報告されている [21]。これらのデータは，このような化合物が豊富な食

品の日常的な摂取が，体重増加の予防に寄与することを示唆している。 

 

本学位論文では，乳清タンパク質加水分解ペプチド（WPP）とケルセチン配糖体（α

-モノグルコシルルチン）に着目し，第１章では，血中脂質量の上昇を抑制する効果を

介して高脂血症の予防効果が期待できる候補成分（WPP）について，また第２章では，

食事誘発性肥満の予防効果が期待できる候補成分（α-モノグルコシルルチン）につい

て，それぞれ動物モデルを用いて評価した。 
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乳清タンパク質加水分解物ペプチドは高スクロース食を 

摂食したラットの肝臓脂質量を低下させる 
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sucrose Diets, Food Science and Technology Research, 2016, 22, 631-638 
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1.1 緒 論 

 

 前述の通り，一般的に肉・乳・卵など動物由来タンパク質は，血中脂質量を上昇さ

せ，高脂血症ひいては動脈硬化症を誘発させる可能性が指摘されているが，一部の動

物由来タンパク質，例えば乳清タンパク質には，抗酸化作用や抗遺伝毒性作用 [6]な

どの有益な機能性を発揮するものもある。さらに，加工することで作用が異なる場合

もある。例えば，牛乳からカゼインを除去するチーズ製造時に生じる副産物である乳

清を加水分解した乳清タンパク質加水分解物は，乳清タンパク質とは異なった挙動を

示す。具体的には，乳清タンパク質加水分解物をラットに経口投与すると，投与 7 分

後に最大血漿アミノ酸濃度に達し，総タンパク質は投与後 30 分で同様のレベルに達

する [22]。これは，乳清タンパク質を経口投与した場合よりも早い。乳清タンパク質

を加水分解することで消化性が高まり，その結果，タンパク質よりも吸収されやすい

ことによると考えられている。さらに，加水分解物によって生じるいくつかのペプチ

ドは強力なラジカル消去活性を示すこと [23]，結腸腫瘍発生の予防においてより有

効であることも示されている [24]。また，加水分解物は優れた筋肉タンパク質の合

成も示している [25]。このように，動物由来タンパク質は種類だけでなく，加水分解

などの処理によっても機能性が異なる。しかしながら，脂質異常症の調節に対する乳

清タンパク質加水分解物の日常的な摂取の影響に関する情報は限られている。 
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本章では，血清，肝臓脂質濃度，肝臓中脂質生成酵素活性に対する乳清タンパク質

加水分解ペプチド（WPP）の影響について，ラットモデルを用いて評価した。また，

摂取時刻の影響についても比較測定した。近年のラットやマウスなどのげっ歯類を用

いた動物実験では，AIN-93 組成に準じた精製食が使用される場合が多い。AIN-93 の

組成は，実験齧歯類の正常な成⾧ために必要な栄養素の組成を American Institute of 

Nutrition（AIN）が公表したものである [26]。一方，AIN-93 精製食が公表される以

前は，組成が異なる AIN-76 精製食が用いられていた。AIN-76 精製食と AIN-93 精

製食の主な相違点は，スクロースの含量にある。具体的には，AIN-76 精製食のスク

ロース含量は 50％であったのに対し，AIN-93 精製食ではスクロースの含量を 10％

に減らし，その減分をコーンスターチで置き換えている。食餌中のスクロース含量が

高いと，高脂血症および脂肪肝を含むいくつかの代謝合併症を誘起する可能性が高い 

[27, 28]，すなわち，健康な成⾧を阻害する可能性がある示唆されたために変更され

た。本研究では，この特徴を「食事由来の軽度な高脂血症状を誘導する食餌」として

利用した。 
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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 WPP は，雪印メグミルク株式会社（東京）から提供された HW-

3 を用いた。タンパク質類の平均分子量は約 400Da であり，主成分はジおよびトリペ

プチドである。その主要なアミノ酸は，分枝鎖アミノ酸（バリン，ロイシン，イソロ

イシン）およびリシンである（表 1-1）。大豆タンパク質加水分解ペプチド（SPP）は

不二製油株式会社（大阪）から購入した。SPP は，100g 当たり 4.2g の水分，81.01g

のタンパク質，0.2g の脂質，4.1g のミネラル，および 10.5g の炭水化物からなる。セ

ルロース，β-コーンスターチ，スクロース，ビタミン混合物（AIN-76），ミネラル混

合物（AIN-76）およびニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸（nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate, NADPH）をオリエンタル酵母工業株式会社（東京）

から購入した。カゼイン，コーン油，DL-メチオニン，および重酒石酸コリンを和光

純薬工業株式会社（大阪）から入手した。 マロニル-CoA は，シグマアルドリッチ（ミ

ズーリ州，米国）から入手した。その他の試薬はすべて試薬特級グレードを使用した。 
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表 1-1. 乳清タンパク質加水分解ペプチドおよび大豆タンパク質加水分解ペプチドのア

ミノ酸組成 (%) 

アミノ酸 
乳清タンパク質 

加水分解ペプチド (WPP) 

大豆タンパク質 

加水分解ペプチド (SPP) 

イソロイシン 5.7 3.9 

ロイシン 12.3 6.7 

リシン 9.8 6.7 

メチオニン 2.2 0.9 

シスチン 2.5 1.2 

フェニルアラニン 3.7 4.6 

チロシン 3.5 3.5 

スレオニン 5 3.8 

トリプトファン 2 0.7 

バリン 5.4 4.2 

ヒスチジン 1.9 2.6 

アルギニン 2.7 8.5 

アラニン 5.2 4.2 

アスパラギン酸 10.6 12.5 

グルタミン酸 17.4 21.7 

グリシン 1.8 4.3 

プロリン 3.6 4.6 

セリン 4.9 5.4 
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1.2.2 実験動物，飼料および方法 

 すべての動物の維持管理および実験は，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 2008-007-6）。本研究では，以下の２つのプロトコールに従

って試験を行った。 

 

【プロトコール 1】 

17 匹の SD 雄性ラット（4 週齢，九動株式会社，佐賀）を室温 23±1℃，相対

湿度 55±5％の部屋で，個々のステンレス製ケージで飼育した。市販の飼料（CE-

2，日本クレア株式会社，東京）および脱イオン水を自由飲水させ，明期開始を 7:00

すなわち Zeitgeber Time（ZT）0 および暗期開始を 19:00（ZT12）とした。 1 週

間順化させた後，動物を以下の 3 つの群に無作為に分けた。第 1 群は AIN-76 [29]

組成に準じた精製粉末飼料を摂食させた。他の 2 つのグループは，表 1-2 に示さ

れるように，WPP10％または 20％含有食餌を摂食させた。 2 週間後，非絶食下

の ZT2 にてペントバルビタールナトリウム（30mg / kg 体重）を用いた麻酔下で

腹部静脈から血液を採取した。30 分間室温で静置した後，1000×g で 20 分間遠

心分離することによって血清を分離した。肝臓は摘出して重量を測定した。その

後の分析のために，すべての試料を–80℃で保存した。 
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表 1-2. AIN-76 に準じた飼料組成 

成分 Control 
(AIN-76) WPP10 WPP20 SPP20 

 (%) 

タンパク質源     

カゼイン 20 10 - - 

WPP - 10 20 - 

SPP - - - 20 

スクロース 50 50 50 50 

β-コーンスターチ 15 15 15 15 

コーン油 5 5 5 5 

セルロース 5 5 5 5 

ミネラル混合物 3.5 3.5 3.5 3.5 

ビタミン混合物 1 1 1 1 

DL-メチオニン 0.3 0.3 0.3 0.3 

重酒石酸コリン 0.2 0.2 0.2 0.2 

WPP：乳清タンパク質加水分解ペプチド，SPP：大豆タンパク質加水分解ペプチド 
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【プロトコール 2】 

摂食パターンを 12 時間の暗明サイクルを通して 2 時間間隔で測定した（図 1-

1）。自由摂食条件下では，明期（休眠期）の摂食量は少なく，暗期（ZT12）の開

始直前に劇的に増加した。活発な食物消費は，暗期の始めと終わりに 2 つのピー

クを示した。これらの結果は，以前に発表された報告 [30]と同様であった。空気

および温度調節された部屋のステンレススチール製ケージに，4 匹の雄 SD ラッ

ト（4 週齢，日本エスエルシー，静岡）を CE-2 飼料および脱イオン水を自由に摂

取させた。1 週間の順化後，CE-2 飼料を使用してさらに 1 週間の時間制限給餌順

応期間を設けた。続いて，動物を AIN-76 ベースの精製粉末飼料（コントロール），

20％WPP 含有食（WPP20），および 20％大豆タンパク質加水分解ペプチド（SPP）

含有食（SPP20）の 3 つのグループに無作為に分けた。それぞれの群に，有効食

物摂取期間（ZT23-1 および ZT11-13）に対応した 2 時間，2 回給餌した。 WPP20

および SPP20 群は，この期間中，個々の食事を自由に摂取できた。しかし，対照

群には，Stevanovic ら [31]によって報告された改変された方法に従って，WPP20

および SPP20 群における前日の平均摂取量に基づいた，AIN-76 ベースの食物の

一定量が与えられた。 14 日間の摂食試験の後，10 時間の絶食に続いて ZT23 に

てペントバルビタールナトリウム（30mg / kg 体重）による麻酔下で尾静脈から

血液を採取した。血清をプロトコール 1 のように 1000×g で 20 分間遠心分離し，

分析まで-80℃で保存した。 
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図 1- 1. Sprague-Dawley ラットの摂食パターン 
20 匹のラットを，12時間の明暗サイクルの下で，温度および湿度制御された室内（温度 23±1℃，
相対湿度 55±5％）の個々のステンレス製ケージにて飼育した。AIN-76 に準じたの精製粉末食餌
および脱イオン水を自由摂取させ，摂食量を 2時間間隔で 36 時間測定した。値は平均値±標準誤
差（n = 20）として表した。 

 

 

  

時間 
(ZT) 
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1.2.3 血液分析 

TG，総コレステロール（T-chol）およびリン脂質（PL）を含む 3 つの血清脂質パ

ラメーターを，それぞれのＥ-テストワコー（和光純薬工業株式会社，大阪）を用いて

分析した。  

 

1.2.4 肝臓脂質分析 

肝臓脂質は，Folch ら [32]の方法によって抽出した後，一定量のヘキサンに溶解し

た。この抽出液を用いて Sperry and Webb [33]の方法に記載されているように，T-

chol 量を測定した。TG および PL 量は，以前に報告されている方法を用いて分析し

た [34, 35]。 

 

1.2.5 酵素活性分析 

Graham [36]により記載された改変された方法を用いて，肝臓組織からサイトゾル

画分を調製した。 すなわち，0.25mol / L のスクロース，0.01mol / L の Tris-HCl

（pH7.4）および 1μmol/ L の EDTA-2Na を含む緩衝液 10 容量中に肝臓組織を入

れ，4℃でホモジナイズした。 ホモジネートを 4℃，700×g で 10 分間遠心分離し，

上清をさらに遠心分離した（10,000×g，4℃，10 分）。 最後に，126,000×g，4℃で

60 分間遠心分離することによってサイトゾル画分を得た。 FASN および ME の酵素

活性を，Kelley ら [37]および Ochoa [38]の方法に従ってそれぞれ測定した。 サイト
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ゾル画分中のタンパク質含量は，Protein Assay Kit（Bio-Rad Laboratories，米国）を

用いて定量した。 

 

1.2.6 遺伝子発現分析 

 Chomczynski ら [39]の改変された方法に従って，各肝臓組織（各 100mg）からト

ータル RNA を抽出した。 RNA の吸光度を 260nm および 280nm で測定して核酸純

度を評価し，トータル RNA 濃度を 260nm での吸光度に基づいて決定した。トータル

RNA クオリティーは，28S および 18S rRNA によって求めた。High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits（Applied Biosystems，米国）を製造元の指示に従って，最

終容量 10μL 中で 200μg のトータル RNA を逆転写した。TaqMan Universal PCR 

Master Mix（10μL，Applied Biosystems），DNase / RNase フリー水（8μL），ハウ

スキーピングまたは個々のターゲットプライマー（1μL）を含む PCR 混合液 19μL

に 1μL の cDNA 溶液を加えた。本研究で使用したすべてのプライマーは，Applied 

Biosystems から次のように得た。18s：Hs_99999901_s1，Cyp7a1：Rn00564065_m1，

Fasn：Rn00569117_m1，Srebf1：Rn01495769_m1，Srebf2：Rn01502638_m1，Hmgcr：

Rn00565598_m1。定量的 RT-PCR を MiniOpticon リアルタイム PCR 検出システム

（Bio-Rad Laboratories）で行った。標的遺伝子の相対発現レベルは，キャリブレータ

として 18s を用いた比較自動閾値サイクル法によって算出した。 群間の発現レベル

の相対的差異は，AIN-76 に準じた精製食を摂取しているコントロール群を 100 とし，
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サイクルタイム（Ct）値および相対的増加として表される群間の相対差を用いて表し

た。各実験は二重でおこなった。 

 

1.2.7 統計解析 

 統計解析は，ソフトウェアプログラム Stat View for Windows（Version 5.0，SAS 

Institute，米国）を用いておこなった。 対照群と処置群との間の差異の統計的分析を，

one-way ANOVA，続いて Williams または Tukey の多重比較をおこない，有意水準

5％で検定した。 
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1.3 結 果 お よ び 考 察  

 

1.3.1 WPP 含有飼料の自由摂食試験 

 本研究では，WPP がラット血清および肝臓脂質レベル，ならびに肝臓の脂質生成

酵素活性に及ぼす影響を評価した。 雄性 SD ラットに，20％カゼイン食（AIN-76 精

製，コントロール群），10％WPP + 10％カゼイン食（WPP10 群）または 20％WPP

食（WPP20 群）を 14 日間自由摂食させた。 カゼインや大豆タンパク質などの他の

タンパク質源と比較して，乳清タンパク質を豊富に含む食餌を与えたラットは，体重

変化には変化がないものの食餌摂食量を減少させることが報告されている [10, 40]。

しかしながら，本研究において WPP 含有食は，食物摂取全体に影響を与えないよう

であった（表 1-3）。この相違は，乳清タンパク質と比較して WPP の消化率および吸

収が良好であることに起因する可能性がある [22]。さらに，体重および肝臓重量は

変化がなかった（表 1-3）。 

 

表 1-3. 乳性タンパク加水分解ペプチドの自由摂食が生物学的パラメーターに及ぼす影響 

 Control WPP10 WPP20 

 体重(g)    

初体重 (day 0) 134.1±2.4 133.9±1.9 133.8±1.8 

終体重 (day 14) 243.0±5.6 240.4±8.8 240.0±5.7 

摂食量 (g/day) 21.3±0.6 22.3±1.0 21.2±0.4 

肝臓重量 (g) 14.4±0.6 13.9±0.9 14.4±0.8 

ラットに，それぞれの食事を 14 日間自由摂食させた。 
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WPP10 または WPP20 群ラットの非絶食下における TG，T-chol および PL の血

清レベルは，コントロール群と比較して減少した（図 1-2A～C）。特に，WPP20 群の

血清 T-chol および PL レベルはコントロール群と比較して有意に低下した。WPP10

および WPP20 群の肝臓 TG は，コントロール群より有意に低かった（図 1-2D）。肝

臓の T-chol は用量依存的に減少し，WPP20 群で有意に減少した（図 1E）。逆に，肝

臓 PL レベルは WPP の摂取の影響を受けなかった（図 1-2F）。これらの結果は，肝 z

臓脂質レベルを分析しなかったが，3 時間の絶食期間の SD ラットで血清 TG レベル

が低下（カゼインベースの食餌では 182mg / dL からホエータンパク質ベースの食餌

では 150mg / dL まで）することを報告した Morifuji ら [10]と一致している。また

Morifuji らは，タンパク質源としてのカゼインと比較して，乳清タンパク質を与えた

ラットにおける肝臓脂質生成酵素 FASN および ME の活性および遺伝子発現の有意

な減少を報告した。本研究では，WPP の自由摂食は，より少ない量の WPP を含有す

る WPP10 群においてさえ，肝臓の FASN および ME 活性を有意に阻害した（図 1-

3）。 

 さらに，WPP 群における Fasn の肝臓中遺伝子発現は，コントロール群と比較して

用量依存的に減少した（図 1-4A）。さらに，コレステロール生合成の律速段階の触媒

作用を担う Srebf1，Srebf2 および Hmgcr [41]の肝臓中遺伝子発現は，有意またはわ

ずかな減少を示した（図 1-4B～D）。AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）の活

性化は，乳清ペプチド含有する食餌を摂食するマウスから採取した筋肉で観察される
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ことが報告されている [42]。 AMPK の活性化は，SREBF1c 活性を低下させる [43]。

さらに Fasn 発現は，Fasn のプロモーター領域に結合し，それを活性化する転写因子

SREBF1c の発現または核成熟の調節によって影響を受けることが報告されている 

[44]。したがってこれらの結果は，WPP 含有食が，AMPK 経路を介して Fasn など

の TG およびコレステロールの生合成に関与する遺伝子の発現を抑制し，結果として

肝臓や血液の総脂質レベルを低下させることを示している。 

 

図 1-2. 乳清タンパク質加水分解ペプチドの自由摂食が血清および肝臓脂質レベルに及ぼす影響 
ラットに 14 日間コントロール食（AIN-76），10％または 20％の WPP を含有した食事を自由摂食さ
せた。未絶食下で血清および肝臓サンプルを採取し，脂質レベルを分析した。（A）血清 TG，（B）
血清 T-chol，（C）血清 PL，（D）肝臓 TG，（E）肝臓 T-chol，（F）肝臓 PL。値は平均±標準誤差（n 
= 6）で示した。#P <0.05 対コントロール群（William’s test）。 
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図 1-3. 脂肪酸合成関連酵素活性に及ぼす乳性タンパク質加水分解ペプチドの自由摂食の影響 
ラットに 14 日間コントロール食（AIN-76），10％または 20％の WPP を含有した食事を自由摂食さ
せた。未絶食下で血清および肝臓サンプルを採取し，酵素活性を分析した。(A)脂肪酸合成酵素
（FASN）および（B）リンゴ酸酵素（ME）。値は平均±標準誤差（n = 6）で示した。#P <0.05 対コ
ントロール群（William’s test）。 
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図 1-4. ラット肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現に及ぼす乳性タンパク加水分解ペプチドの
自由摂食の影響 
ラットに 14 日間コントロール食（AIN-76），10％または 20％の WPP を含有した食事を自由摂食さ
せた。未絶食下で血清および肝臓サンプルを採取し，遺伝子発現を分析した。(A) Fasn, (B) 
Srebpf1c, (C) Srebpf2, (D) Hmgcr and (E) Cyp7a1. 値は平均±標準誤差（n = 6）で示した。
#P <0.05 対コントロール群（William’s test）。 
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1.3.2 WPP 含有飼料の時間制限給餌試験 

ラットに高炭水化物，無脂肪食を 28 日間与えた非アルコール性脂肪性肝疾患

（NAFLD）のモデルを用いて，Hamad らは 1 日 1 回 0.15g /日/ラットの乳清タンパ

ク質加水分解物の経口投与が，有意に血清 T-chol および肝臓 TG レベルの低下させ

ることを報告した [45]。プロトコール 1 では，ラットに自由摂食させた。さらに，

プロトコール 2 では摂食時間を制限する時間制限給餌における WPP 含有飼料の脂質

レベルに対する影響を評価した。 

 

 雄性 SD ラットに 14 日間 20％カゼイン食（AIN-76 精製食，コントロール群），

20％WPP 食（WPP20 群），または 20％SPP 食（SPP20 群）を与えた。上記のよう

に，ラットは，ラットに食物に自由に接近した時間（ZT11-13 および ZT23-1 にそれ

ぞれ対応する）の暗期の始めおよび終わりに活性給餌期間の 2 つのピークを示した

（図 1-1）。14 日間の摂食後，10 時間の絶食条件下の ZT23 に対照群から収集した血

清中の TG および T-chol レベルは，それぞれ 102mg / dL および 99mg / dL であっ

た（図 1-5）。興味深いことに，AIN-93G のような正常な食事を与えた絶食下雄性 SD

ラット（10 週未満）からの TG および T-chol レベルは，30～50mg / dL と 60～90mg 

/ dL との間であった [46]。本研究では，コーンスターチをスクロース（表 1-2）に置

換した AIN-76 飼料を使用して，軽度の脂質異常症を誘発した [27, 28]。結果として，

絶食したコントロール群ラットにおいて観察された血清 TG および T-chol レベルは，
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高スクロース含有飼料での時間制限給餌において，軽度の異常脂質血症を誘発するこ

とを確認した。 しかしながら，WPP 含有飼料を与えたラットは，血清 TG レベルが 

64mg / dL，T-chol レベルが 77mg / dL と，コントロール群と比較して有意に減少し

（図 1-5），WPP の血清 TG および T-chol 低下効果は SPP [47]と同様であることが

示唆された。 体重および肝臓重量，ならびに摂食量は，実験期間中の WPP および

SPP 含有飼料摂食の影響を受けなかった（表 1-3）。さらに，10 時間絶食後に得られ

た結果ということを鑑みると，これらの効果が脂質吸収阻害によるものではない可能

性を示している。 

ラクトスタチンは，牛乳中のβ-ラクトグロブリン由来のペンタペプチド（イソロイ

シン - イソロイシン - アラニン - グルタミン酸 - リシン）である。 Nagaoka ら 

[48]は β-ラクトグロブリンのトリプシン加水分解物が低コレステロール血症活性を

発揮することを報告している。本研究で使用した WPP の有効成分を同定することは

できなかったが，WPP の主成分がジおよびトリペプチド分子量（400Da）であった

ため，ラクトスタチンが血液および肝臓の脂質レベルを低下させる有効成分であると

は考えにくい。興味深いことに，結合したリン脂質を有する SPP は，完全な SPP よ

りも高いコレステロール低下作用を示すことが報告されている [49]。 SPP の低分子

量画分は，低および高分子量画分混合物よりも高い血清 TG および T-chol 低下効果

を示した [47]。したがって，肝臓脂質代謝を調節する活性ペプチドの探索を含む，乳

清タンパク質加水分解ペプチド中に存在する個々のペプチドやアミノ酸の役割を明
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らかにするためにさらなる研究が必要である。 
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図 1-5. 乳清および大豆タンパク質加水分解ペプチドの時間制限給餌が血清脂質レベルに及ぼす
影響 
ラットには，ZT23-1 および ZT11-13 中に 14日間毎日，食餌を含むコントロール食（AIN-76），20％
乳清または大豆タンパク質加水分解ペプチドを含む食餌を与えた。また全ての群の摂食量を均質
化した。10時間の絶食後に血清試料を ZT23 で採取し，脂質レベルを分析した。（A）血清 TG，（B）
血清 T-chol。値は平均±標準誤差（コントロール群：n = 7，WPP20 群：n = 7，SPP20 群：n = 8）
を示し，異なるアルファベット間で有意差を示す（P <0.05，Tukey’s test）。 

 

 

 

 

表 1-3. 乳清および大豆タンパク質加水分解ペプチドの時間制限給餌が生物学的パラメータ

ーに及ぼす影響. 

 Control WPP20 SPP20 

体重 (g)    

初体重 (day 0) 189.6±4.3 189.2±3.3 189.3±4.5 

終体重 (day 14) 250.8±5.5 249.0±6.9 247.7±9.4 

摂食量 (g/day) 16.5±0.1 16.8±0.2 17.0±0.2 

肝臓重量 (g) 8.4±0.3 8.5±0.4 7.9±0.5 

ラットには，14 日間，ZT23-1 および ZT11-13 で毎日同量の給餌をおこなった。 
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第2章  

モノグルコシルルチンの日常的な摂取は， 

マウスの消化管抑制ペプチド分泌を抑制することによって， 

高脂肪食誘発性肥満を予防する 

 

 

 

 

 

 

 

 

This chapter is based mainly on: 

Yokoyama D., Tanaka W., Hashizume Y., Tandia M., Sakono M., Shimoi K. and Sakakibara H., 

Daily consumption of monoglucosyl-rutin prevents high-fat diet-induced obesity by suppressing 

gastric inhibitory polypeptide secretion in mice, Functional Foods in Health and Disease, 2018, 

8(7), 353-371 
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2.1 諸 論 

 

主要なフラボノイドの 1 つであるケルセチン（図 2-1A）は，抗糖尿病，抗肥満活

性を示し，また脂質代謝を調節することが報告されている [50, 51, 52]。ケルセチン

の大部分は，植物において O-グリコシドでのみ存在し，アグリコンで存在すること

は少ない [53]。従って，ケルセチンの影響に関する研究は，アグリコン体に加えてグ

ルコシドについても評価すべきである。 

 

ルチン（quercetin-3-O-rutinoside，図 2-1B）は主要なケルセチン配糖体の 1 つで

あり，そば種子，コリアンダー，モロヘイヤなどの植物食品に広く分布している [53, 

54]。しかしながら，その生物学的利用能はケルセチンアグリコンより低いと報告さ

れている [55]。このような中で，近年，グリコシルトランスフェラーゼを用いてルチ

ン に グ ル コ ー ス １ 分 子 を 結 合 さ せ た α モ ノ グ ル コ シ ル ル チ ン （ 4G-α-D-

glucopyranosyl rutin，αMR，図 2-1C）が，ルチン類似物として注目されている [56]。

興味深いことに，ラットにおける αMR の吸収速度は，アグリコン体の約 4.5 倍早く 

[57]，また，アグリコン体より強い放射線防護特性を発揮することが in vitro 試験で

確認されている [58]。さらに，αMR は，ラットのアゾキシメタン誘発結腸発がん予

防，抗酸化防御機構の活性化，糖化の抑制も報告されている [59, 60, 61]。 

このように，多様な機能を有する可能性を有するαMR であるが，その生理機能に
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関するデータはいまだ不十分である。 本章では，αMR がマウスの食餌誘発性体重

増加に及ぼす影響を調べた。 さらに，抗肥満効果の根底にある機構を解明するため

に，インシュリン，レプチン，インターロイキン 6（IL-6），レジスチン，腫瘍壊死因

子 α（TNFα），胃抑制性ポリペプチド（GIP），グレリンおよびグルカゴンの変化を

評価した。 

 

 

 

 

図 2-1. (A)ケルセチン，(B)ルチンおよび(C)α-モノグルコシルルチンの構造  

 

 

  

CH2O

OHOH

OH

OH

O

OH

OH

OH

OH

O

O

OH

CH3

OO

OH

CH2OH

O

O

OH

OH

CH2O

OHOH

OH

OH

O

OH

OH

OH

OH

O

O

OH

CH3

OO

OH

OH

OH

OH

OH

O

O

(A) (C)(B)



 

 

35

2.2 実 験 方 法 

 

2.2.1 試薬類 

αMR は東洋精糖株式会社（東京）より供与された。 Material Safety Data Sheet

（MSDS）-Europe による αMR の毒物学的情報は，LD50 経口（マウス），> 42,000mg 

/ kg，皮膚および目の刺激はなしである。 ケルセチンはシグマアルドリッチ（米国）

から入手した。 コントロール低脂肪食（LFD）は実験室用飼料（MF，オリエンタル

酵母工業株式会社，東京）を用いた。 また，MF 系高脂肪食（HFD），0.5％αMR 含

有 LFD および HFD の作製は，オリエンタル酵母工業株式会社（場所）に委託した。

試験に供した各食餌の組成を表 2-1 に示す。その他の試薬はすべて試薬特級のものを

使用した。 

 

 

表 2-1. 飼料組成 

成分 LFD LFD+αMR HFD HFD+αMR 

 (%) 

水分 7.9 7.9 7.9 7.9 

粗タンパク質 23.1 23.1 23.1 23.1 

粗脂質 5.1 5.1 30.0 30.0 

粗灰分 5.8 5.8 5.8 5.8 

粗繊維 2.8 2.8 2.8 2.8 

可溶性無窒素物 55.3 54.8 30.4 29.9 

αMR —  0.5 —  0.5 
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エネルギー (kcal/g)1 359.5 357.5 484.0 482.0 
αMR：α-モノグルコシルルチン，LFD：低脂肪食（コントロール），HFD：高脂肪食 
1 エネルギー値はアトウォーター係数を用いて算出した。可溶性無窒素物および粗タンパク質
については 4kcal / g，粗脂質については 9kcal / g であった。 
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2.2.2 実験動物および方法 

雄性 C57BL / 6J マウス（日本エスエルシー株式会社，静岡）を，室温 23±1℃，相

対湿度 55±5％の部屋で飼育した。明期開始を 7:00（ZT0），暗期開始を 19:00（ZT12）

とし，実験室用飼料と脱イオン水を自由摂取させた。 1 週間の順化後，以下のプロト

コールに従って 2 つの実験に供した。すべての動物の維持管理および実験は，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 2014-005-4）。 

 

【プロトコール 1】 

5 週齢のマウス 96 匹を無作為に LFD，LFD + 0.5％αMR，HFD，HFD + 0.5％

αMR の 4 つの群に分けた（表 2-1）。さらに各グループを 2 つのサブグループに

分けた。4 週間後に最初のサブグループを解剖し，13 週間後，残りのサブグルー

プを解剖した。マウスは ZT11～ZT13 間にイソフルランによる麻酔をおこなっ

た。本研究では，サブグループあたり 6 匹のマウスを 6 時間の絶食下で解剖し，

残り 6 匹のマウスを非絶食下で解剖した。麻酔下で，血液サンプルを腹部静脈か

ら血清 Capiject チューブ（Terumo Medical Corporation，米国）に採取した。室

温で 30 分間放置した後，遠心分離（3,500×g，90 秒）により血清画分を分取し，

分析まで-80℃で保存した。肝臓，腎臓，胸腺，脾臓，および内臓脂肪の一部の重

量を測定した。肝臓切片を液体窒素中で急速凍結後に脂質分析のために-80℃で保

存した。 
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【プロトコール 2】 

8 週齢のマウス 6 匹を無作為に 3 群に分け，ケルセチン（500μmol/ 10mL / kg

体重），αMR（500μmol/ 10mL / kg 体重）または溶媒（脱イオン水，10mL / kg

体重） [62]を経口投与した。1 時間後，イソフルラン麻酔下マウスを断頭し，ヘ

パリン処理した Capiject 管に血液を採取した。血漿画分を 3500×g で 90 秒間の

遠心分離によって分離し，1mL の血漿に 15μL のギ酸を加えて酸性化した。5μL

の 100mM アスコルビン酸を加えた後，血漿を分析に供するまで-80℃で保存し

た。 

 

2.2.3 血液分析 

E-テストワコー（和光純薬工業株式会社，大阪）を用いて，血清生化学パラメータ

ー（TG，T-chol，高密度リポタンパク質[HDL]コレステロール，遊離コレステロー

ル，PL および非エステル化脂肪酸）を分析した。non-HDL コレステロール量は，以

下の式を使用して算出した。 

non-HDL コレステロール=T-chol-HDL コレステロール 

 

2.2.4 肝臓脂質分析 

肝臓試料からの脂質は，以前に報告された改変方法 [32, 63, 64]（Folch ら，1957，
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Horiuchi ら，2007，Kudo ら，2007）に従って抽出した。肝臓試料の 200mg を 1mL

の 50mM 酢酸ナトリウムでホモジナイズした。 次いで，6mL のクロロホルムメタノ

ール混合液（2：1 [vol / vol]）を加え，混合物を 40℃で 30 分間インキュベートした。 

500μL 分量の有機相を遠心濃縮器（CC-105，株式会社トミー精工，東京）で乾固さ

せた。 残渣を 10％Triton X-100 含有イソプロピルアルコール 200μL に溶解し，TG，

T-chol および PL レベルを，E-テストワコーを用いて分析した。 

 

2.2.5 血中ホルモンおよびサイトカイン分析 

標的タンパク質に特異的なモノクローナル抗体を有する活性微粒子色素を含むマ

ルチプレックスバイオメトリック酵素結合免疫吸着アッセイに基づく免疫測定法を，

製造元の指示に従って使用した。GIP，IL-6，インスリン，レプチン，単球走化性タ

ンパク質 1（MCP-1），レジスチン，TNFα，グレリンおよびグルカゴンの同時検出

および定量にマウス代謝ホルモンパネル（MMHMAG-44KK-9，Millipore，米国）お

よび，マウスアディポネクチン Single Plex パネル（MADPNMAG-70K-1，Millipore）

を使用した。 多検体プロファイルおよび MAGPIX システム（Millipore）を用いて，

サイトカインレベルを評価した。 

 

2.2.6 血漿からのケルセチン代謝物の抽出 

抽出は，以前に報告された方法 [62]にいくつかの変更を加えて実施した。2 匹のマ
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ウス由来の凍結血漿サンプル（800μL）を 0.01M シュウ酸で平衡化した Bond Elut 

Plexa（30mg）抽出カートリッジ（Agilent Technologies，Santa Clara，CA，米国）

に負荷した。カートリッジを 2mL の 0.01mM シュウ酸で洗浄した後，ケルセチン代

謝産物を 0.5％トリフルオロ酢酸含有メタノール 1mL で溶出した。濃縮遠心分離機を

用いて溶出液を乾固させた。残渣を 0.5％トリフルオロ酢酸含有メタノール 100μL

に溶解し，0.2μm メンブレンフィルター（Millex-LG，Millipore）でろ過した後に高

速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分析した。 

 

2.2.7 HPLC ダイオードアレイ検出器（DAD） 

ケルセチン，αMR およびそれらの代謝産物を，以前の報告 [53]に記載されている

ように，DAD と組み合わせて HPLC で分析した。HPLC システムは，ChromNAV

クロマトグラフィーデータステーション，PU-2089 Plus ポンプ，AS-2057 Plus オー

トサンプラー，CO-2060 Plus カラムオーブン，および 200-600nm の波⾧をモニタリ

ングする MD-2018 Plus DAD システムを備えた JASCO LC-NetII/ADC システムを

使用した。カラム，Capcell Pak UG120（3.0mm i.d.×150mm，3μm，資生堂株式会

社，東京）を 40℃で使用した。 直線勾配溶離は，50mM リン酸ナトリウム（pH3.3）

および 10％メタノールからなる溶液 A，70％メタノールからなる溶液 B を用いて，

0.4mL /分の流速で次のように送った。最初に 100％の溶液 A，70％A で 10 分間， 

65％A で 15 分間，60％A5 分間，50％A5 分間，さらに 10 分間 0％A，0％A で 20 分



 

 

41

間維持した。抽出液の注入量は 4μL であった。 

 

2.2.8 統計解析 

統計解析は，StatView for Windows（バージョン 5.0，SAS Institute，Cary，NC，米

国）を用い，One-way ANOVA をおこなった。 Tukey-Kramer 法をグループ間の多

重比較に適用し，有意確率 5％で検定した。 
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2.3 結 果 

 

2.3.1 摂食量，体重および組織重量 

6 週間後，HFD 群は LFD 群より有意に高い体重増加を示した（図 2-2）。 10 週目

および 13 週目に，HFD +αMR 群の体重増加は HFD 群の体重増加よりも有意に低

く，LFD 群との差はなかった。 試験期間中，HFD および HFD +αMR 群のマウス

の摂取エネルギーは同量（それぞれ 1 日当たり 12.7，13.0kcal /マウス）であった。

一方これらの群と比較して，LFD 群（1 日当たり 11.1kcal /マウス）での摂取エネル

ギーは低かった（表 2-2）。 内臓脂肪重量は，第 4 週および第 13 週に HFD 群で有意

に増加した（表 2-2）。 αMR の添加によって 13 週目に内臓脂肪重量を減少させた

が，この効果は 4 週目には観察されなかった。 
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図 2-2. α-モノグルコシルルチン（αMR）がマウスの体重増加に及ぼす影響 
○：LFD，◇：LFD+αMR，●：HFD，◆：HFD+αMR 
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表 2-2. α-モノグルコシルルチン（αMR）がマウスの体重，摂食量および臓器重量に及ぼす影響 

 LFD LFD+αMR  HFD HFD+αMR 

 体重 (g)1      

 初期 (week 0) 17.4±0.2a 17.4±0.2a  18.1±0.3a 17.8±0.3a 

 中間 (Week 4) 22.2±0.3a 22.9±0.3a  23.3±0.4a 22.8±0.4a 

 最終 (week 13) 29.1±0.5a 29.5±0.7a  33.8±0.8b 31.2±0.6a 

摂食量 

 kcal/マウス/日 11.1±0.7a 11.4±1.0a  12.7±0.4b 13.0±1.0b 

相対臓器重量 (g/100 g 体重) 

中間 (week 4)      

 肝臓 4.95±0.29a 4.80±0.17ab  4.43±0.24ab 4.08±0.15b 

 腎臓 1.27±0.09a 1.23±0.06a  1.33±0.07a 1.19±0.04a 

 脾臓 0.24±0.01a 0.25±0.01a  0.35±0.05a 0.27±0.01a 

 内臓脂肪 1.29±0.11a 1.52±0.10a  2.76±0.34b 2.67±0.27b 

最終 (week 13)      

 肝臓 3.92±0.17ac 4.17±0.13a  3.24±0.05bc 3.48±0.06c 

 腎臓 1.17±0.03a 1.10±0.02a  0.93±0.02b 1.06±0.06ab 

 脾臓 0.26±0.01ab 0.25±0.01ab  0.19±0.01a 0.28±0.03b 

 内臓脂肪 1.37±0.10a 1.81±0.17ac  4.76±0.23b 3.09±0.65cd 
LFD：低脂肪食，HFD：高脂肪食。データは平均値±標準誤差を示す。  
1 初期（week 0）および中期（week 4）の群はそれぞれ 24 匹のマウスからなり，最終（week 13）の
群はそれぞれ 12 匹のマウスからなる。異なる文字間は有意差を示す（p <0.05，Tukey’s test）。 
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2.3.2 血中脂質パラメーター 

4 週目および 13 週目の両方で，T-chol，HDL コレステロール，遊離コレステロー

ル，および PL レベルは，解剖前絶食の有無にかかわらず，LFD 群よりも HFD 群マ

ウスで有意に高かった（図 2-3A～D）。non-HDL コレステロールおよび TG レベル

もまた，非絶食条件下の HFD マウスにおいて 13 週目で有意に高かった（図 2-3E，

F）。 T-chol および non-HDL コレステロールレベルの増加は，第 13 週には αMR

の添加によって抑制されたが，内臓脂肪重量同様に 4 週目の段階では抑制されなかっ

た。 

 

2.3.3 肝臓中脂質レベル 

TG，T-chol，および PL のような主要な肝臓脂質を評価した。 肝臓中の TG レベ

ルのみが，13 週目に未絶食条件下の HFD 群マウスにおいて有意に増加し（図 2-4A）， 

αMR の添加はこの増加を抑制した。T-chol，PL レベルは，LFD と HFD 群間で差

はなかった（図 2-4B，C）。 

 

2.3.4 血中メタボリックホルモンおよびサイトカインレベル 

試験食餌の 13 週間の非絶食条件下で，マウスのアディポネクチン，GIP，IL-6，イ

ンスリン，レプチン，MCP-1，レジスチン，TNFα，グレリンおよびグルカゴンの血

清レベルを分析した。 グレリンおよびグルカゴン値は検出限界以下であった。 
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血清 GIP およびレプチンレベルは，HFD 群において有意に増加したが（図 2-5A，

B），αMR を添加することでこの増加を抑制する傾向があった。他の 6 つのホルモン

およびサイトカインのレベルは，LFD および HFD グループ間で差はなかった（図 2-

5C～H）。 
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図 2-3. α-モノグルコシルルチン（αMR）がマウスの血中生化学的パラメーターに及ぼす影響 
マウスを，低脂肪食（LFD），LFD + 0.5％αMR，高脂肪食（HFD），および HFD + 0.5％αMR の 4つ
のグループに分けた。各群から 12匹のマウスを 4週目に解剖し，残りの 12匹のマウスを 13 週目
に解剖した（6時間の絶食または未絶食のいずれか）。データは血清脂質レベルを示す（平均±標
準誤差，n = 6）。（A）T-chol，（B）高密度リポタンパク質（HDL）chol，（C）遊離コレステロール，
（D）PL，（E）非 HDL chol，（F）TG。異なる文字間は有意差を示す（p <0.05，Tukey’s test）。 
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図 2-4. α-モノグルコシルルチン（αMR）がマウスの肝臓脂質レベルに及ぼす影響 
マウスを，低脂肪食（LFD），LFD + 0.5％αMR，高脂肪食（HFD），および HFD + 0.5％αMR の 4つ
のグループに分けた。各群から 12匹のマウスを 4週目に解剖し，残りの 12匹のマウスを 13 週目
に解剖した（6時間の絶食または未絶食のいずれか）。データは肝臓脂質レベルを示す（平均±標
準誤差，n = 6）。(A) TG，(B) T-chol，(C) PL。異なる文字間は有意差を示す（p <0.05，Tukey’s 
test）。 
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図 2-5. α-モノグルコシルルチン（αMR）がマウスの血中パラメーターに及ぼす影響 
低脂肪食（LFD），αMR を添加した LFD，高脂肪食（HFD），またはαMRを添加した HFD を用いた 13
週間の摂食試験の血中ホルモンおよびサイトカインレベル。（A）アディポネクチン，（B）消化管
抑制ペプチド（GIP），（C）インターロイキン 6（IL-6），（D）インスリン，（E）レプチン，（F）単
球走化性タンパク質 1（MCP-1），（G）レジスチン，（H）腫瘍壊死因子 α（TNFα）。データは平均
±標準誤差（n = 6）で示し，異なる文字間は有意差を示す（p <0.05，Tukey’s test）。 
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2.3.5 αMR の吸収 

図 2-6 は，溶媒，ケルセチンまたは αMR を投与したマウスから採取した 370nm

の血漿サンプルにおける HPLC クロマトグラムを示す。 主要なピークは溶媒対照群

マウスの血漿には現れなかった。ケルセチンおよび αMR で処置したマウスから収集

した血漿中に 10 以上の主要なピークが検出された。 これらのピークの保持時間は，

ケルセチンまたは αMR のものと一致しておらず，化合物がそのままの形態ではほと

んど吸収されなかったことを示している。 両方の群からの血漿中で検出されたピー

クは，典型的なフラボノイドスペクトルを示し，クロマトグラムは類似していた。 

 

図 2-6. 高速液体クロマトグラフィー（HPLC）のクロマトグラム（370nm） 
α-モノグルコシルルチンまたはケルセチンを，雄の C57BL / 6 マウスに経口投与（500μmol/ kg
体重）した。コントロール群には溶媒を与えた。1時間後，血液サンプルを採取し，血漿画分中の
ケルセチンおよびその代謝産物を HPLC ダイオードアレイ検出を用いて分析した。 
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2.4 考 察 

 

肥満は，特に先進国で世界的な懸念となっており，それに応じて重要な研究課題と

なっている。本研究では，マウスにおける食餌誘発性肥満に対する αMR の効果を評

価した。 0.1％および 0.5％の αMR を含む HFD を用いた未発表の予備研究では，

HFD によって誘導された過剰な体重増加が 0.5％αMR によって有意に阻害される

ことを見出した。0.1％αMR の摂取は体重増加を抑制したが有意ではなかった。した

がって本研究では，0.5％の αMR を用いた。 HFD 群は，6 週間後に LFD 群よりも

体重が増加した。しかしながら αMR の添加は，10，13 週目に体重増加を有意に減

少させた。HFD，HFD +αMR 群は，試験期間中に同量のエネルギーを摂取したが，

LFD 群ではより少ない傾向にあった。内臓脂肪重量は，4 週目および 13 週目の両方

において HFD 群で有意に高かった。HFD へのαMR 添加は，13 週目では内臓脂肪

重量を有意に抑制したが，4 週目ではその抑制は見られなかった。 

 

体重増加は，慢性的な正のエネルギーバランスによって引き起こされる [13]。 肥

満の主な原因はエネルギー摂取量の増加，特に脂質の高摂取である [65, 66]。脂質吸

収を阻害する機能性食品は，体重増加を遅くしたり抑制したりすることがある。本研

究では HFD の摂食後に血清コレステロール値が上昇し，αMR を添加すると 13 週

目にその増加が抑制されることを見出した。また，HFD 群で 4 週目の血清 TG レベ
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ルに対する αMR の影響を評価することはできなかったが，以前の研究でコーン油摂

取マウスの血清 TG 上昇は αMR によって抑制されなかった。さらに 13 週目におい

て，αMR が HFD を与えたマウスの血清コレステロール値と non-HDL コレステロ

ール値の上昇を抑制することを見出した。これらの変化は，体重の増加がなく内臓脂

肪蓄積が観察された初期の段階（4 週目）では明らかではなかった。従って，αMR は

過剰な体重増加が観察されていない脂質蓄積の初期段階には影響を及ぼさない可能

性が示され，αMR の日常的な摂取は，脂質蓄積を抑制し，それによって過剰な体重

増加を抑制することが示唆された。 

αMR による抗肥満効果のメカニズムの 1 つは，胃腸管における活性が考えられる。 

胃腸管は脂肪やグルコースなどの栄養素によって刺激され，十二指腸内分泌 K 細胞

から分泌される GIP のような肥満に関連するいくつかのペプチドホルモンを分泌す

るという報告がある [67]。GIP は，膵島 β 細胞を刺激し，GIP 受容体に結合するこ

とによってインスリン分泌を促進することが知られている [68]。GIP はまた，GIP

レベルの低下によって，HFD 摂食マウスにおける体重増加を制限することが示され

ているように [69]，脂質代謝に直接的な作用を示すようである。従って，GIP の作

用を減少させる食物成分は，肥満を予防するのに有効である。Fukuoka らは，米糠か

らのトリテルペンアルコールとステロールは，HFD を与えたマウスの脂質促進性の

血漿 GIP を低下させ，血漿レプチン，肝 TG および脂肪重量の調節とともに体重増

加を抑制することを報告した [70]。本研究においてαMR の添加は，ほぼコントロー
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ルレベルで血清 GIP を維持することが確認された。内臓脂肪重量，血清レプチンお

よびインスリンレベルも，Fukuoka ら [70]によって報告された結果と同様であり，

αMR が十二指腸内分泌腺 K 細胞に影響を与え，GIP 分泌を調節する可能性がある

ことを示した。 しかし，その詳細なメカニズムに関しては，さらなる研究が必要で

ある。本研究では，非絶食条件下でのみ血清メタボリックホルモンとサイトカインレ

ベルを評価した。いくつかのホルモンおよびサイトカイン分泌は，摂食時および絶食

時に異なると報告されている [71, 72]。従って，GIP に対する αMR の効果は，絶食

条件下で変化する可能性がある。 

摂取されたαMR は血中に吸収されると報告されている [55, 57]。本研究では検出

可能な量のインタクトな αMR は，血漿画分において発見されなかった。しかしなが

ら，ケルセチンアグリコンと類似のパターンを有する複数のケルセチン代謝産物が存

在した。これまでの報告によれば，ケルセチン 3,4'-ジ-O-β-グルコシド，ケルセチン

3-O-β-グルコシドおよびケルセチン 4'-O-β-グルコシド [73]が挙げられる。今後，

それらの正確な構造を同定する必要がある。本研究結果は，αMR が，AMPKα-Sirt1-

PPARγ 経路および TRPV1 経路を調節 [20, 21]することによって，循環するケルセ

チン代謝産物を介してその抗肥満効果を発揮し得ることを示した。 
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総 括 

 

世界保健機関が発表した世界保健統計（2017 年）によると，2015 年の世界の総死

亡数の多くが，脳卒中やがん，糖尿病，虚血性心疾患などの生活習慣病に関連した病

が原因で死亡している。また，このような生活習慣病の多くが脂質異常症（高脂血症）

や肥満（内臓脂肪蓄積）と関連していることが知られている。故に，高脂血症や内臓

脂肪蓄積を抑制する食品成分が広く探索されている。中でも乳清タンパク質は動物性

タンパク質源にもかかわらず，脂質量を低減させることが報告されている。しかしな

がら，その加水分解物に同様の効果があるかは未だ明らかとなっていなかった。また，

フラボノイドの一つであるケルセチンは，多様な機能を有することから注目を集めて

いる。本研究では，WPP の摂取による生体内脂質量に及ぼす影響，またケルセチン

配糖体の αMR の摂取が，食事誘発性肥満を予防すること，さらにその予防機構につ

いて評価した。 

 

第 1 章より，乳清タンパク質加水分解ペプチドの自由摂取が肝臓 TG および T-chol

レベルを有意に減少させることを初めて示した。これは，WPP が循環脂質レベルを

低減させ，その結果脂質異常症を減弱させることを示唆している。また，これらの効

果が，乳清タンパク質と同様に，TG およびコレステロール生合成に関連する肝臓遺

伝子発現の下方制御を介して発揮され得ることを示した。 
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ついで第 2 章より，αMR の毎日の摂取が，GIP 分泌を調節することにより食事誘

発性の内臓脂肪蓄積を抑制し，結果的に過剰体重増加を予防することを初めて実証し

た。 

 

したがって WPP や αMR は，生体内脂質量の低減や体重減少効果を有する潜在的

機能性食品であることが示唆された。しかしながら，これらの作用機序解明のための

さらなる研究が必要である。 
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