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緒論

金と健醸の現状

1 . 肥満の現状

欧米先進国のみだけではなく経済発展途上においても過剰摂取力口リヘ特に高脂肪食

事による肥満が広がっており、これら肥満と共に引き続くメタボリツクシンド口一ムの患者が

増加しているのが食と健醸の世界的な現状である [1]0

これらの最新の食事国子と健康への影響の科学的背景や研究の成果を概説してみると、

過剰の脂肪摂取と運動不足による遊離脂肪酸の利用低下により、余剰の遊離脂肪酸は、

内臓脂肪で、脂肪合成に関わる酵素群(1)ポジェニックエンザイム)を賦活化し、中性脂肪とし

て蓄積される [2]。一方この時、内臓脂肪は、リポリシス(脂肪の分解により遊離脂肪酸の

放出)活性が冗進しており、非脂肪細砲(肝臓、骨格筋、陣p細胞)(こ遊離脂肪酸を持続的に

供給するソースとなる。従って、内臓肥満患者では、内臓周囲の脂肪細胞に過剰の遊離脂

肪酸が中性脂肪として蓄積している。リポリシスは、インスリンが主にホルモン感受性リホ。

ーゼ、活性を介して調節しているが、内臓脂肪、皮下脂肪、骨格筋脂肪でそれぞれ活性が異

なり、内臓脂肪でリポリシスは最も克進しているニとが知られている [3]0

かつて先進国に多く見られた肥満だが、最近では発展途上国においても肥満が急増して

いる。世界保健機関(WHO)は、 60億人余りの世界の人口のうち10億人以上が肥満とな

っており、このまま増加を続ければ2015年までに15億人に達するとの調査を発表した。経

済協力開発機構(OECD)の資料によると、ヂータのある加盟国すべてで肥満率が増加して

いる (Table1四 1)問。世界的に肥満が増加した大きな要因として、脂肪や糖分の多い高力

回リー摂取の欧米型食生活が世界中に広まったことがあげられる。 油脂分と糖分を一緒に

摂取すると、糖分の影響でインスリンが分泌され、吸収された油脂分はエネルギーとして使

われるよりも、体脂肪として蓄積される。肥満は、糖原病、高脂血症、高血庄など生活習慣

病の原因となり、健蔵寿命を脅かす最大の危険因子である。脂肪組織は、蓄積される部位

によって、皮下脂肪と内臓脂肪とに分けられるが、特に内臓脂肪型肥満が生活習慣病に

密接に関連している。最近では、内臓脂肪の蓄積によって様々な病気が引起された状態を

1 



メタボリツクシンド口一ム(metabolicsyndrome)と呼び、治療の対象となっている [5]0

韓関においても、食生活と生活習慣の変化などで肥満人口は増加しており、園民健鹿栄

養調査によると、成人肥満人臼が2001年30.60/0で2005年32.00/orこ増加したと報告してい

る。またよ肥満有病率の増加を適用すると2020年には全人口の500
/0が肥満になると予想

している [6]02002年の韓国の統計省の調査によると、韓国人の死亡原因の順位は癌、

脳血管、心臓、糖尿病および肝疾患の順で、あった。特に、心血管疾患、脳血管疾患、動脈

硬化症などの循環器疾患が主要死亡原因で知られ、その中約42弘が肥満であるニとが報

告されている [7]0

τabl日小1.Obesity Rates .in OECD Countries (0/0 of 

population with BMI1>30) [4] 

1980 .1990 2003 

Australia 8.3 10.8 21.7 

Canada 14.3 

France 5.8 9.4 

Japan 2 2.3 3.2 

Korea 3.2 

New Zealand 11.1 20.9 

Spain 6.8 13.1 

United Kingdom ア 13.0 23.0 

U n ited States 15 23.3 30.6 

1BMI=Body Mass Index defined as weight in kgs 

divide by height meters squared. 

t 肥満によるインスリン鋸抗性惹趨メカニズム

肥満がインスリン抵抗性を基盤として糖尿病、高脂肪症、高血圧といった生活習慣病を

惹起することは多くの研究からよく知られているが、肥満がインス1)ン抵抗性を惹起するメ

カニズムは、まだ充分明らかにされていなし、。

肥満は、インスリン抵抗性を増悪化させ、糖尿病の発症を促進させるoBody mass 

index (臥~I) 24kg/m2程度からすでに糖原病のリスクが存在し (BMI 25kg/m2 以上が
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肥満と定義されている)、 BMI24.0田 24.9kg/m2 の群でもBMI22kg/m2 以下に比べ糖尿

病発症相対危険度は、約5倍とされる。また、日本人の2型糖原病について、 Homeostasis

mod日Iassessment insulin resistance(HOMA回 IR)を用いて、インスリン抵抗性に関連す

る因子を検討したところ、 BMIと血清中性脂肪値(血清丁G1直)が重要な国子であり、その関

はBMIが27.0kg/m2以上、または21.5kg/m2未満の群で、 BMIが21.5kg/m2 以

上27.0kg/m2 未満の群で、はTGがインスリン抵抗性に大きく関与していることが分かった

問。

腹部脂肪を、皮下脂肪と腹腔内内臓脂肪に分けて検討したAbateらの米国人の報告で

ri..インスリン抵抗性の指標は皮下脂肪と内臓脂肪の和と最もよく相関しているニとが示さ

れている [9]0

1 租内分沸器官としての脂肪組織

脂肪組織は余剰のエネルギーを中性脂肪の形で貯蔵するという従来から知られている機

能に加えて、レフチンを筆頭に tumornecrosis factor-α(TNF-α)、レジスチン、 free

fatty acid(FFA)や plasminogenactivator inhibitor-1 (PAI-1)、アンジオチンシノーゲンな

ど種々の生理活性分子“アヂィポサイトカインCadipocytokine)"を分泌する内分泌器官とし

ての機能を有することが知られるようになり、非常に注目を集めている [10]。ニれらのアヂ

ィポサイト力インの中でも、アヂィポネクチンCadiponectin)の機能は、最も注目されている

[1小14]。肥満の研究の成果から‘肥大した脂肪細胞からはTNF-a、レジスチン、 FFAが多

量に産生鰯分泌され、骨格筋や肝臓でインスリンの情報伝達を阻害して、インスリン抵抗性

を惹起することが明らかとなってきたい5，16]0

官4 メタボ1) ド回一ム

最近、急速な経済成長と共に食生活の欧米化とうイフスタイルの変化によって、疾病の

状態も急激に変化している。肥満、動脈硬化症、糖尿病、癌などは栄養過剰または、栄養

不均衡が原国となっている慢性疾患が増加する傾向にある。生活習慣の変化による肥満

者の急増により、いわゆる生活習慣病である高血圧、糖尿病、高脂血症および動脈硬化

3 



症の権合的状態はメタボリツクシンド口一ムと去われる。メタボリツクシンド口ームは、血庄上

昇や耐糖能の異常が、高血圧や糖尿病の基準に達しない、いわゆる“境界域"の状態であ

っても、それらの病態が霊積すると心血管イベントのリスクが高くなるニとに注目した概念

である (Fig.ト1)[17]0 

¥ ど

一

Adipose tissue dysfuc~ion 

Ad伊酬 回 予 i 噂町向叩事務

HY附 Iyc…ia. 1 ，…土ー 1__~yperte_~Sion I 

ごiウゾ

Fig. 1イ. Definition of Metabolic Syndrome [17]. 

11)血管疾患の増加は、動脈磁化の増加を意味していることは疑いの余地はないが、その

基盤には多様な要因がリスクファクターとして関わっていることが明らかとなっている O 従来、

最も強いリスクファクターとして一般に認識されているのは、高コレスチロール車症であるが、

実際、主要因と考えられるケースはそんなに多いものではなく、高トリグリセリド血症、高血

糖、高血庄、肥満のうち五つ以上の因子が童穫すると、危険因子を全くもたない群と比較

して約36倍発症危険度が上昇することが明らかとなっている [18]。すなわち、多くのリスク

ファクターが霊捜する病態、いわゆるマルチブルリスクファクター症候群が動脈硬化性疾患

の背景として大きな位置を占めていることが確認されている [19]0高コレステ口ール血症を

代表とする単一のファクターに集点を絞った動脈硬化危険因子の概念の中に、スタンプオ-
4 



ド大学のReavenによって“シンドロームXペテキサス大学のKaplanrこよって“死の四重

としヴ症候群が新たに提唱された [20，21]。そして最近になって、米国では米国立衛生

研究所のcardiovasculardisease preventionのグルーフが、 NationalCholesterol Ed 

ucation Program's Adult Treatment Panel 置(NCEP-ATP置)において、高コレスチ口

一ル車症の治療指針の中で、また、欧州|ではWHO諮問会議が糖尿病の診断基準に盛り込

む形でメタボリツクシンド口ームを、 Table1之のように定義している。

Table ト2.Comparison of the various criteria for metabolic syndrome [22-24] 

WHO consultation‘ (1998) 

Diabetes of impaired 

Glucose tolerance of IR 

+2 or more of the following 

NCEP回 ATPrn (2001) 

3 or more of the fo"~wing 

1. Obesity : 1. Central obesity: 

日MI>30kg/lilor waist/hip ration>O.9(M)， .Waist circumfer日nce>102c.m(M)，

>0.85(F) >88cm(F) 

2. Dyslipidemia 

TG>150mg/dL(1.7mmoIlL) or 

HDL-CくO.35mg/dL(0.9mmoIlL)(M)

くO.39mg/dL(1.0mmoIlL)(F)

3. Hypertension 

BP>140/90mm Hg or medication 

4. Microalbuminuria 

albumin excretion>20μg/min or albumin: 

creatinine ratio>30mg/g 

2. Hypertriglyceridaemia 

triglycerides>150mg/dL(1.7mmoIlL) 

3. Low HDL-C 

く40mg/dL(1.03mmoI/L)(M)，

く50mg/dL(1.29mmoIlL)(F)

4.トIyp母rtension

BP>130/85mm Hg or medication 

5. FPG>110mg/dし(6.1mmollし)

BMI: Body mass index; BP: blood pressure; DP: Diastolic blood pressure; 

FPG:Fasting plasma glucose; TG: Triglycerides; HDL-C: High density lipoprotein 

cholesterol， M:male， F:female. 

NCEPでは、メタボリツクシンド口一ムは、高コレステ口一ル、高LDL回コレスチ口一ル血症以

外、五つの困守このうち五つ以上が重なる病態と定義されており、一方WHOの基準は、まさ

に糖尿病回耐糖能異常の基盤の上に他の因子が重なる病態とされている (Tableト2)。



これらの概念の確立(j:..これまで動脈硬化の危険因子のとらえ方として、コレステ口一ルを

中心とした個々の単一因子の評価に止まっていたものを、リスクの重複の観点に大きくシ

トさせたニとになり、その意味では高く評価できる。すなわち、メタボ1)ツクシンド口一ム[志

Fig. 1-1に示したように、耐糖能異常、脂質代謝異常、高血圧、肥満が単に偶然、一個体

に重なった状態で、はなく、内臓脂肪というキープレーヤーがリスクの重綾の上流に存在して

発症すると考えられている。 動脈硬化の発症も、リスクが重なることの単純な効果だけで

はなく、脂肪細胞の機能異常、特にアヂィポサイト力インの分泌異常が直接血管障害を引

き起ニすメカニズムが存在することにより、きわめて強い動脈硬化惹起性 Catherogenicity)

を有する病態となる [22-24]0

メタボ1) ド口 糖尿病

メタボリツクシンド口一ムでは、個々の危険因子は重症ではない場合においても、危険因

子は重援することにより、従来と比較してコレスチロールに富む、柔らかい動脈硬化ブラーク

が形成されやすい。最近では、メタボ1)ツクシンド口一ムは、糖尿病発症の重大なリスクとさ

れ、診療ターゲ、ツトは動脈硬化性疾患のみならず糖尿病発症予防も重要な因子になってい

る。報告によれば、メタボリツクシンド口一ムにより心血管イベントのリスクは約3倍増加し、

糖尿病発症はふ10倍増加するニとが分かっている (Table小3)[25]。

糖尿病では、高畠糖のみならず危険因子が複数存在する場合が多く、動脈硬化症は早

期から発症することが一般的であり、 LDL蓄積を促進する因子が多いのみならず¥しばし

ば各危険国子がより重篤な場合が多いことによる。危険因子が楼数蒋在するメタボ1)ツク

シンド口一ムは糖尿病発症、心臨管病のハイリスク病態で、あるニとから、境界型高血糖の

時期からのメタボ1)ツクシンド口一ムの管理が重要となる。境界型の段階から、食事療法や

運動療法を開始するべきであると推奨されている。従って、メタボ1)ツクシンド口ーム、糖尿

病を改善する食事因子の研究が強く望まれている [26]0
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τable小3.Significance of metabolic syndrome [25] 

Risk factor Rate of hazard 

。(10.80/0)
1 (32.2%) 

2(30.8%) 

3(20.8010) 

4/5(5.40/0) 

Cardiovascular abnormality 

1.00 

1.79(1.11-2.89) 

2.25(1.40-3.60) 

3.19(1.95回 5.12)

3.65(2.11-6.33) 

7 

Diabetes mellitus 

1.00 

2.36(0.71問 7.93)

4.50(1.39田 14.6)

7.26(2.25-23.4 ) 

24.40(7.53回 79.6)



脂肪縮臨の機能一

脂肪細胞とアヂィポサイトカイン

脂肪細臨は、体内エネルギーの貯蔵源としての脂肪の産生、貯蔵、分解代謝を行うだけ

でなく、刺激に応じてサイトカイン、ホルモンを産生 a分浴する組織として機能しており、それ

らの機能異常は把満、糖原病、高脂血症などの代謝患者の発症と密接に関連することか

ら、脂肪細胞の機能が、特に注目されている。従って、脂肪細砲の多様な機能が明らかに

なるについて、脂肪細胞の分化あるいはその脂質、糖質代謝の制御における薬剤、食品

の役割を解明することが望まれている [27]0

脂肪細胞は、様々な生理活性物質を分泌する内分泌細胞としての役割を果たしているが、

脂肪細胞から分泌されるニれらの生理活性物質を総称して、アヂィポサイト力インという O

アディポサイト力インは、脂肪細胞としヴ意味の“adipo"と、組組から分泌され、自分と他の

細胞の機能に影響を与える物質を指称する“cytokine"の合成語で.."adipokine'lともいう O

アヂィポサイト力インには、善アディポサイトカイン(アヂィポネクチン(adiponectin)やレ

ブチン(Ieptin)など)と悪アヂ、ィポサイト力イン(PAI皿 1やTNF-α、interleukin(IL)など)が

ある (Fig.1-2) [28]。健康な状態では、これら善玉ー悪韮アヂ、ィポサイト力インの分泌は、

バランスよく保たれている。しかし、内臓脂肪が蓄積した状態では、そのバうンスが崩れた

り、善韮アヂ、ィポサイト力インが本来の役割を果たせなくなったりしてしまうので、血栓がで

きやすくなったり、出庄が上昇する。ニの分泌の苦しれが生活習慣病やその進展に大きく関

わっていると考えられる [29]0

アヂィポネクチンは、ヒト脂肪組織遺佳子うイブラリーに高顔度に出現し、脂肪組織特異

的に発見した遺佳子、 adiposemost abundant gene transcript (apM)ぺの産物で、

244アミノ酸からなる分泌タンパク質で、ある [30]0アヂィポネクチンの発見は、同時にアヂ

ィポネクチンのマウスホモ口グとしてACRP30、AdipoQが、独立した研涜グループから報告

された [31，32]。また、ゼラチンアフィニティーク口マトグラフィーを用いてヒト血柴から単離さ
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れたGBP28も、アヂィポネクチンと間ーの分子で、あった [33]0

IGF由 I

IGFBP 

R記sistin

TGF-s 
FGF Fat匂iacids 

Lysophospholipid 

Lactate 

Adenosi出

Glut紅出n詰

Bone morphogl記nicprotein 

UnknO¥間島ctors

Adipsin CRP 

Agouti protein 

問
問

時

ん

中

G
 

…
出

Fig. 1回 2.Factors secreted by adipose tissue [28]. 

Adipose tissue is a source of many proinflammatory and proatherogenic factors. 

ANG回 II= angiotensin II; ASP= acyl剥iorトstimulatingprotein; CRP= C四 reactive

protein; FGF= fibroblast growth factor; IGF= Insulin-like growth factor; IGFBP= 

insulirトlikegrowth factor binding protein; IL-6= interleukin 6; PAI= plasminogen 

activator inhibitor; TGF= transforming growth factor; TNF-α. 

本分子の構造は、分泌タンパク質に共通してみられるシグナル配列に続き、 N末端部は

66アミノ酸からなるコラーゲン様繊維状ドメイン、。末端部は補体C1q様球状ドメインからな

る。結晶構解析からは、その生体構造は、 TNF-aに相同性が高いニとが報告されている0

3うーゲンドメインを中心とした五量体を形成し、更に多量体を形成して血築中に拝在して

いることが、明らかになってきた。ニのような多量体を形成にはコラーゲンドメイン内のシス

テイン残期(Cys39)が重要であるニとが恭されている。また、 3ラーゲ、ンドメインと球体ドメイ

ンとの聞で切断されるニとが報告されているが、血中でどのような機序で切断させるのか

はまだ明らかではない。アヂィポネクチンは糖鎖による修飾も受けていることが明らかとな

り、タンパク質としての機能を考える上で、興味深い。
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アヂィポネクチンは、正常ヒト血中!こら20悶 Imlとしヴ高濃度で、循環している。レブチン、

PAI国 1やTNαといったアヂィポサイト力インは、その血中濃度がBMIと正相関するのに

対して、アヂィポネクチンは脂肪組織に特異的に発見しているにもかかわらず、 BMIと逆棺

関することが大きな特徴である [34]。また、血中アヂィポネクチン濃度は内臓脂肪蓄積に

伴って、低下することも明らかになっている。ニの現象は、ヒト及び肥満糖尿病モヂルマウ

スでも確認されている。インスリン抵抗性惹起因子の一つであるTNF目 αは、アヂィポネク

の遺伝子発現を転写レベルで抑制しており、肥満における血中アディポネクチン低下

の機序のーっとして、このTNF回 αのアヂィポネクチン抑制作用を挙げることができる。しか

し、他の因子の影響や肥大した脂肪細胞におけるアヂィポサイト力イン分泌の変化も考え

られている [35]0

アヂィポネクチンの抗動脈硬化作用

アヂィポネクチンは正常出管内皮下にはその効果が認められないが、バルーン傷害数

時間後のうット頚動脈血管内皮下には効果が強く認められ、血流中のアヂィポネクチンが

障害血管内皮下に浸入すると考えられている [36]。アヂィポネクチンは、血管内皮細胞に

おいてTNF-α依存性に上昇する接着分子vascularcell adhesion molecule (VCAM)ぺ、

intercellular adhesion molecule (ICAM円、 Eーセレクチンの発現を抑制し、血管内皮細

抱と単球との接着を阻害する [37]。またアヂィポネクチンは、マク口ファージの浩沫化を抑

制し [3旬、更に、種々の増殖因子による血管平滑筋細胞の増殖を抑制する作用も持つこ

とがわかった [39]。従って、アヂィポネクチンは、抗動脈硬化ホルモンであることは明らか

である(Adゆかvascularaxis). (Fig.1田 3)。

アヂィポネクチンの抗糖J7R病作用(インスリン感受性増強作用)

ヒト、サル、マウスにおいて、血中アヂィポネクチン濃度は、全身のインスリン感受性と強

く相関し、アヂィポネクチンがインスリン感受性増強ホルモンであることが明自となっている

[11回 14]0アヂィポネクチンは、筋肉細砲に{動いて、 IRSペシグナル伝達を介したP13-キナ

ーゼの活性および糖輸送を上昇させ、インスリン感受性を増強させる。吏に、アディポネク
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i立、脂肪酸輸送タンパク質1型(fattyacid transport protein (FATP)-1)の遺伝子発

現の増強を介して脂肪酸の酸化およびクリアランスを高め、インスリン感受性を高める[13]0

また、脂肪蓄積で脂肪組織より過分泌されるアヂィポサイトカインであるTNF-α は、これら

同じ経路に作用してアヂィポネクチンと逆の作用をする。一方、アディポネクチンとTNFーα

iふお互いの作用を抑制しあうだけでなく、その産生場所である脂肪組織において転写レ

ベルでの調節によりお宜いの産生を抑制しあうことがわかった (Fig.1回 4)。つまり、アヂィ

ポネクチンは、インスリン抵抗性惹起因子であるTN手 αの産生と機能を抑制する。実際、

糖尿病モヂルマウスにアヂィポネクチンを補充すると血糖値が下がるニとが報告されてい

る [40]。吏!こYamauchiらにより、これらアヂィポネクチンのインスリン抵抗性改善作用は、

骨格筋、肝臓で脂肪酸酸化に重要な働きをしているAMPキナーゼ (AMドactivated

prot日inkinase)を介したもので、あることが明らかにされた [41]0 

C:> Monocyte 
主災主主Macrophage

仁三2JEndothelial cell 

管 VCAMイ， ICAM-1
Oxidized LDL 

o Hb-EGF 

Fig. 1-3. Adipo回 vascularaxis and paracrine loop of theadipose tissue [37回 39].

11 



FATP-1 

e
 

s
 

m

A

4

 

b且
H
I
l
l
T
1

3
i
i
U
 

E
卜

I
L

P

G

 
凸

u

f

副H
u
 

n

M問
。a 

A
U
 

E
E
W
M
 o

 
a
 

C
E
 

Insulin sensitivity Clearance of fatty acid 

Fig. 1-4. Adipo四 muscularaxis [40]. 

アヂィポネクチンによる細胞内情報伝達経路として、 AMPキナーゼ¥p38mitogen 

activated protein kinase (MAPIく)およびperoxisomeproliferatoトactivatedreceptor 

(PPAR)一αが活性化されて、糖取り込みゃ脂肪酸燃焼が促進され、糖新生が抑制されるこ

とが報告されている (Fig.1固め。ニれらアヂィポネクチン作用を、 AdipoR1とAdipoR2が伝

達しているかどうかを検討する目的に、 AdipoR1とAdipoR2の過剰発現や遺伝子ノックダ

ウンを行い、アヂィポネクチンとの結合や作用について検討を行った結果、 AdipoR1もしく

はAdipoR2の培養細胞への発現は、球状アヂ、イポネクチンおよび全長アヂィポネクチンの

特異的結合を増加させ、アヂィポネクチンによるAMPIく、 p38 MAPKおよび、PPARαの活

性化を増強し、脂肪酸燃焼および糖取り込みの促進を増強するニとが明らかにされた[42]0
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アヂィポネ によるAdipoRを介した脂肪酸燃焼および糖取り込みの促進作用は、優

性抑制型AMPKあるいは戸38 MAPKの特異的阻害斉IJによって、部分的はであるが抑制さ

れる。これらの結果より、アヂィポネクチンiまAdipoRを介したAMPKおよびp38MAPKの活

性化によって少なくとも一部、脂肪酸燃焼および糖取り込みを促進していることが未唆され

た [43]0
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Fig. 1回 5.The mechanisms by which adiponectin ameliorates diabetes and ather 

osclerosis via activation of adiponectin receptor and down回 streamsignaling [42]. 

α 

TNF-α は、単球包マク口ブアージのほか、活性化Tリンパ球、好中球、繊維芽細胞、脂肪

細砲などからも産生される分子量1.7万のサイト力インである。 TNF-α は分子量と組織分

布が異なる2つのTNF受容体(TNFR1とTNFR2)を介して、腫蕩細胞4血管内皮、繊維芽細

胞、免疫系細胞、神経系細脂、肝細砲および脂肪細胞などに結合して細砲傷害、細胞増
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殖、免疫制御、発熱、食欲抑制、糖新生抑制、脂肪分解など多彩な作用を表す [44]0

慢性炎症や肥満においては、 TNF-αはインスリン抵抗性を惹起し、 2型糖尿病のリス

クを高めるニとが知られている。特に、肥満ではインスリン抵抗性、高血庄、脂質代謝異常

などが併存しやすく、それらの誘導分子として、マク口ファージが産生する了NF田 αが注目さ

れている。肥満に伴うインスリン抵抗性の起源も、炎症と同様にマク口ファージ由来のTNF四

αと考えられており、メタボリツクシンド口一ムも広い意味で、脂肪組織の炎症と考えるニとが

できる。 TNF同 αは、筋肉細胞や脂肪細砲に作用してインス1)ン抵抗性を誘導するが、そ

の機序として、インスリン情報伝達の抑制、 GLUT4遺佳子発現の抑制、車中遊離脂肪酸

の増加、 PPARy遺{去子発現の抑制、アヂィポネクチン産生の抑制、レジスチン産生の促進

など、複数の機序が報告されている (Fig.ト4)[40]。

リガンド応答性の核内受容体型の転写因子であるPPARyは、チアゾリジン誘導体をリガ

ドとする。 臨床的には、チアゾリジン誘導体は、低下した血中アヂィポネクチンを上昇させ

る薬剤として重要視されている。 PPARyアゴ、ニストが、耐糖能異常患者の車中アヂィポネ

クチン濃度を上昇させ、このことが糖代謝異常の改善とリンクしていることが見出されてい

る [45]。この説明として、動物実験、培養細砲、アヂィポネクチン遺伝子フ口モーターを用い

た実験で、 PPARyアゴ、ニストがアヂィポネクチンの産生毘分泌を直接上昇させること、脂肪

細胞におけるPPARyアゴニストによるアヂィポネクチン転写増強には才一ファン核内受容

体の一つで、あるliverreceptor homologue (LRH)田 1が、アヂィポネクチンブ口モーター上の

LRH response element (LRH RE)を認識することが明らか!こされている。同じく、核内受

容体型転写因子であるretinoidX receptor (RXR)とヘチ口ダイマーを形成して、 direct

repeat (DR)-1タイブの認識配列であるperoxisomeproliferator response element 

(PPRE)(こ結合する。このことから、 PPAR/RXRヘテ口ダイマー!こPPARもしくはRXRのアゴ

ー吋トが結合すると、コリブレッサーの解離とCBPなどのコアクチベーターの会合が起こり、

転主主活性化能を有するようになり、かつ、 PPARyの活性化機構に直接作用して、 PPARyア

ゴニストによるアヂィポネクチン遺伝子転写を増強させることが証明されている (Fig.1-6)

[45]0 
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Fig.1-6. Transcription regulation of adiponectin by PPARyand LRHぺ[45]

IL圃信

IL-6は、脂肪細胞はじめ多くの紹砲で産生される炎症性サイトカインである。 IL-6は、炎

症の急性期反応に与る最も重要な因子の一つであるが、血中IL-6の30%が脂肪組織由

来であるとされ、肝臓、筋肉からも分泌されて全身のエネルギー代謝に関わると考えられて

いる。 IL-6も、TNF-aと並んで代表的な炎症性サイトカインであり、肥満、インスリン抵抗

性の惹起因子の候補として捉えられてきた。肥満、 2型糖尿病などのインスリン抵抗性状

態で血中 IL-6が上昇しているニと、実際にIL-6が分子レベルでインスリン抵抗性を惹起す

ることが報告されている [46]'0IL-6の血中濃度は、組満幸ヂルマウス及び肥満鍾インスリン
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抵抗性患者において上昇している [47，48]。また、 IL-6による刺激は、マウス初代培養肝

細胞およびヒト肝細胞系培養細胞においてIRSイのチ口シンリン酸化を減弱化させ、インス

1)ン抵抗性を惹起するほか [49ト脂肪細組系の培養細胞においてもIRS-1の発現を低下

させることが報告されている [46]。このように、 IL-6などの炎症性サイトカインがインスリン

抵抗性を惹起するメカニズムとして、 suppressorof cytokine signaling (SOCS)回 3の関

与が提唱されている。 Signaltransducer anq activator of transcription (STAT)四 3は、

IL-6により活性化される代表的な転写悶子であり、 STAT31こよって発見が上昇するSOCS-

3はIL-6受容体およびJanuskinase (JAJく)田2rこ結合することで、負のフィードバック制御に

与るが、 SOCS-3はインスリン受容体の自己リン酸化を減弱化するとともに、 IRSのこ工ピキ

チン化を介してインスリン抵抗性を惹起しうるニとが報告されている [50]。また、 IL-6欠損

マウスは、肥満を呈することが報告されており、中枢においてIL-6がエネルギー代謝に促進

的な役割を果たしている可能性が示唆されている [51]。またIL-6は、脂肪酸合成促進の

鍵分子で、ある転写因子sterolregulatory element binding protein (SREBP)1 cの発現

を低下させ、脂肪肝の形成を抑制することなどが最近相次いで報告されている [50]。アヂ

ィポサイト力インとしてのIL-6が、単純にインスリン抵抗性の惹起因子と考えられるかどうか

は、今後のさらなる検討が必要である。

16 



雑穀の

食品の成分特性から、機能へと発想の転換が行われ、ニの食品機能は王つに分類する

ことができる。一次機能は身体に対する必須栄養素の働き、ニ次機能!ま感覚器官に対す

る香昧成分の{動きを意味する。私たちは、食品から栄養素と番目未物質などの晴好成分だ

けをとっているのではなく、食品中には、これらとは別の生理活性物質ともいうべき種々の

成分が存在していて、これらは摂取された後、私たちの体内の免疫系、内分泌系、神経系、

循環茶、消化系などといった生理系統を調節して、健蔵の維持(病気の予防)や健康回獲

(病気の治癒)rこ効果を及ぼしている実能が明らか!こされてきている。そこで食品には一次、

ニ次機能のほかに、第五の機能(五次機能、生体調節機能)が存在することになる。

最近、食事内容の変化に伴う疾病の多発など生体機能の低下が報告されるようになり、

食品の生体恒常性の維持、生体調節、および増進の働きをする王次機能が、特に注目さ

れている。生体の免疫系や消化機能、循環系などのいろいろな系統を特異的に調節する

食品成分の発見から調節メカニズムの分子レベルでの解明などの研究成果が報告されて

いる。更に、何よりもニの生体調節機能を有効に発現させ、それによって病気の発症を未

然に防ぐよう設計された新しい食品、すなわち機能性食品の創出に向けた開発研君、商品

化がなされている。例えば、アレルギー低減化、カルシウム吸収促進、腸内細菌の調節(ピ

フィズス菌増強)、血圧降下、また、車中コレステ口一ルレベルの低下などを目的とした機能

性食品が商品化されている [52]0

食品タンパク質が、末梢組織のインスリン感受性に及ぼす影響について検討した研究は

ごく限られている。大タンパク質やタラタンパク質の摂取が血築中ク、ルコース、インスリ

濃度を低下、また、アヂィポネクチン濃度を増加させインスリン感受性を高めることが報告

されている [53，54]。また、大草タンパク質の摂取は下肢濯流実験幸子、jレラットの骨格筋に

おけるインスリン感受性を増加させるニとを示し [55]、大里ペフチドはOLETFラットにおけ

るエネルギー消費率を増加させ、肥満の進展を軽減させる効果をもっニとを明らかにしたが

[5句、これには褐色指肪組織における熱産生の冗進が関与している可能性があると思わ

れる。一方原らは、 Wistar系ラットを用いた研究で¥大聖タンパク質は、高ショ糖食や対照

食では属甲簡褐色脂肪組織の脱共役タンパク質合量を増加させたが、高脂肪食において

は先々増加している脱共役タンパク質合量を棺加的に増加させなかったことを報告してい
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る [57]。しかし、食品タンパク質と血糖値制御やアヂィポネクチン濃度、また、アヂィポネク

チン遺倍子発現に及ぼす影響については、まだ充分には、明らかにされていなし王。

ごコムギ、トウモ口コシの重要穀物以外に、小粒の雑穀は、アジア、アフリ力を中1むとし

て、人の食糧として多く消費されている。穀物の食品機能の観点から、最近注目されるの

が雑穀である。

農業の分野では様々な雑穀をいくつかの類型に分けて取り扱う。古い分類では、主穀、

雑穀、萩穀、擬穀に分けられる。主穀は、コメ(イネ)、ムギを指す。狭い意味の雑穀には、七

二五やアワなどの小粒の種子を付けるイネ科の作物が含まれる [58]。イネ科穀物では、主

穀と雑穀、マメ科穀物ではマメと雑草のように、対象物を“主"とそれ以外の“雑"とに類型す

る認識は、主食(ご飯)と副食(おかず)を識別するのと問じ行為である。中国の漢民族や韓

国では、決してr~飯Jを f食事jの意味には使わない。肉や野菜が食事の中 Il;で、ある食文

化では、コメや穀物は食事の主役で、はなく、逆に副食的あるいは並列的存在である。アジ

アだけを見ても「ご飯Jを主食とする地域は、稲作文化を主とするごく限られた国々にすぎ

ない O

雑穀は、英語で、 milletと言うo 雑穀に含まれる穀類はその定義によるが、小さい結果を

つけ、主に夏雨型の気候、熱帯または亜熱帯のサバンナ的生態条件や温帯モンスーン気

候の地域で栽堵化され、夏作物として栽培される一群のイネ科穀類と定義できる [58，59]0

日本においては、雑穀とはイネ科作物やマメ科作物、ソバなどのうち主要作物で、あるコム

ギ¥オオムギ、コメ、大室、あずきなどを除いたものを意味し、農業統計では車科を除いて

雑穀類として分類されており、ソバその他の区分に含まれる [5.9，60]0

世界には種々多様な雑穀が知られているが、それらの主要な起源地域はユーうシアとア

フリ力である。ニ工ーラシア起源の体表的な雑穀は、アワ、キピ、ヒエであり、アフリカ起源のも

のとしては、司王口コシ、シコクピ工、トウジンピエおよびテフが挙げられる。雑穀の生産量は

少ないと思われるが、世界の主要穀物であるこコムギ、コ人トウモ目立シそれぞれ約6億トン

に対して、雑穀はおよそ1億トン生産されている (Tableト4)[61]0 

雑穀類の歴史は非常に古い。又一ドルは、中国人、イタリア人またはアラビア人のどれが

それらを最初に発明したかどうか討論の余地があるが、 2000年間、世界に普及された主

食である [62]。最近、北西中国の新石器時代の遺跡の土器からヌ一ドルが発見された。そ

の分析の結果、 4000年前のキピを材料として作ったものであることが分かったため、キピ
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の栽培歴史は4000年以上前で、あると推測された。この論文の最後の記述には、人類が最

初に食べた穀物食品は雑穀であると記している [63]。人類が現在の主要作物を世界規模

で栽堵し始めたのは人類の歴史から言えばごく最近のニとである。 世界における穀物は、

600属、 8000種とされているが、栽塘の歴史のある作物は300種ほどであり、作物として定

着しているものはわずか20属、 35種とも吉われている。雑穀類は世界の食用穀類生産の

10/0ほどである [64]0

Table 1四 4.C日realstatistics; area， yield and production in 2000 [61] 

Crop Are臼 Yield Production 

(Mi"ion ha) (kg/ha) (Million tones) 

World Asia World Asia World Asia 

Cereals 675.631 301.8 3049 3093 2059.8 983.8 

Wheat 215.180 96.8 2706 2566 582.2 248.3 

Rice(paddy) 153.458 137.3 3863 3930 592.9 540.0 

Coarse grains 306.996 84.1 2882 2326 884.7 195.5 

Barley 55.698 12.6 2440 1669 135.9 20.9 

Maize 137.549 41.2 4336 3492 596.4 143.9 

Rye 9.896 0.7 2075 1502 20.5 1.1 

Oats 14.416 0.8 1811 1774 26.1 1.3 

Mi"et 36.161 14.5 752 812 27.2 11.8 

Sorghum 42.805 12.5 1391 1055 59.536 

キピ(prosomillet; Panicum miliaceum L.)の野生種の起漉ははっきりしていないが、

栽培は中国東北部で、始まったようで、ある。現在でもキピは中国北西部のいくつかの場所で

の主要作物であり、口シア、ボルガ沿い、力ザフスタンなどでも栽培されている。インドにお

いても栽培がみられ、東ヨ一口ツJ効、ら日本にかけてはわずかながら見られるoFig. 1-7rこ、

これらのイネ科作物としての分類上の位置を恭した。これらはキピ族の一年生草木であり、

キピはキピ鹿(Panicum)2n口 36の4倍体である [58，59]0 

雑穀の特徴としては、土壌や気候条件の悪い地域でも栽培可能であることが挙げられ、

土壌が肥沃でない場所や雨量が少ない極端に乾燥した気候でも抵抗性が強い。
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Fig. 1-7. Genetic relationships of cereal grains [58，59]. 
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また、栽培期間中に病気や害虫によって害を受けることが比較的少なく、穂の状態で束ね

て納崖に貯蔵しても害虫があまりつかずに畏期間の保存がきく。更に、無農薬でも栽堵可

能というニとが挙がられる。そのため現悲でも、アジアやアフリカの重要な食糧源である。

雑穀は、栄養的な観点から見ると、こ3メ、コムギ¥オオムギと比較して遜色なく、むしろミネ

ラjレ、食物繊維含有量において雑穀のほうが優れているものが多い [64]。しかし、雑穀の

健康機能を調べた研究は少なしも。

雑穀の健康機能の研究として、 Nishizawaらは、キピタンパク質をタンパク質j原とした飼

料を摂取させたうツト及びマウスの血築中の善王立レステ口一jレ(HDL目立レスチ口一ル)濃度

が、力ゼインをタンパク質源とした餌料を摂取させたものと比較して有意に上昇するニとを

報告している [65，66]。蔓!こShimanukiらは、このHDL-::Jレスチ口一ル濃度の上昇が、主

!こHDLサブフラクションのHDL2サブフラクションの増加によるもので、あることを示した [67]0

このHDL2サブ、フラクションが、主に動脈硬化症を防ぐ霊要な働きがあることが分かってい

る。また、島貫はうツトを用いてキピタンパク質濃縮物が、血禁中HDL-::Jレステ口一ルのみ

ならず、その主要構成アポリボタンパク質であるapoA-1濃度を上昇させるニとを報告して

いる [68]。また、 Nishizawaらは最近、ヒエタンパク質の摂取により、 2型糖尿病モヂjレKK

-AYマウスで、血糖値の低下や、血築中HDL-::Jレステ口一ル及びアヂィポネクチンレベルが

高まることを報告している [69]0

韓国における雑穀の栽靖、消費についての情報は意外と知られていなし¥0 韓国では、

雑穀が日本より生産され消費されており、古くからを雑穀が重要な穀物として栽培している

ことから、栽培歴史が古いと考えるが、伝来経緯は明らかではない。韓国の雑穀栽培面積

(j:.. 1960年代は20.7万haが栽培されていたが、 1970年代には10万ha、1990年代は3万

ha、2001年には2万3千haまで、減少し続けている [70]。しかし、最近は、主穀作物の補助

作物としての価値、農業環境の多様性、機能性健康補助食品での活用度の増加などで、

栽培面積が増えてきている。韓国人は菜食の伝統的な食習慣によって、西欧人に比べて

食餌繊維を多く取っていると考えられるが 1969田 1990年国民栄養調査報告書の“食品別

1日1人当り摂取量"の資料と日本人常用食品分析を土台とした結果によると、韓国国民

の1人平均食物繊維摂取量は1969年で、は全国平均24.4gだったが小幅の増減を繰り返し

て漸次的に減少を見せていたが、 20年聞にわたり食物繊維の摂取量は、約300
/0もの減少

を示している [71]0 
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Choiら!立、韓国産アワタンパク質濃縮物をKK-AYマウスに摂食させるニとによって、血築

中HDL-コレステ口ール及びアヂィポネクチンレベルの増加、また、インスリン濃度を低下す

ることを示した [72]0 現在韓国においては、アワ，キピ，査などの雑穀は昔から庶民の食

生活の貰任負う穀として重要視されたが、最近健蔵への関心と栄養知識が深まることに

より、その消費が増えてきている。従って、韓国の雑穀の機能性研究を行うことは、穀類を

用いた機能性食品および健康補助食品の開発を促進する効果がある。しかし、韓国産キ

ピの健凍機能の研究は行われていなし¥0

そこで本論文では、上述の1節、 2節の食と健蔵の現状や現在メタボリツクシンド口一ムの

予防や改善、更にその治療薬剤の開発で注目されているアディポサイトカイン、とりわけア

ヂィポネクチンの機能の研究成果の知見に注目して、韓国の南部の沿海部に位置する麗

水が産地となっているキピの糖質、脂質代謝およびインスリン、アヂィポネクチン、遺伝子

発現に及ぼす影響を検討した。

本論文は、次の内容で構成した。

1章緒論

第2章キピ材料の調製

第3章キピタンパク質濃縮物CPMP)がC57BL/6Jマウスの血糖値制御及び脂質代謝に及

ぼす影響

第4章キピタンパク質濃縮物CPMP)が肥満型2型糖尿病モデルKK-AY系マウスの血糖値

制御、脂質代謝、アヂィポネクチン、インスリンレベル及び脂肪組織での遺伝子発現に及

!ます影響

第5章キピヂンブン画分CPMS)が肥満型2型糖原病モヂjレKK-AY系マウスの由糖値制御、

脂質代謝及びアヂ、ィポネクチン、インスリンレベル、脂肪組織での遺伝子発現に及ぼす

影響

第6章高脂肪食餌条件におけるキピブ口ラミンCPMPr)摂取が肥満2型糖原病モデjレKK-

AY系マウスの血糖値制御、脂質代~~1及びアヂィポネクチン、インスリンレベル、脂肪組織

での遺佳子発現に及ぼす影響

第7主主総合考察

22 



なお、本論文中では、韓国産キピを、単にキピと称する。
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材料の調製

キピは、イネ科キピ亜科キビ属の一年生革本で、アジア、北アフリカ、および南

口ッパにおいて、有史以前から栽培されていたものである [73]。韓国でのキピは種実

が小さいため小粒雑穀類に含まれており、モチゴメ、小室、ヒこ亡、アワなどとともに車

穀ご飯で欠かせない雑穀である O

キピの主成分は炭水化物で、精白粒中!こ71.7%含まれている。タンパク質は全粒中

に120
/0、精白粒中に10.60

/0含まれており米の含量のおよそ倍含まれているが [74]、

品種によって8.56イ7.94010と変動が大きい [64]0

そこで本研究では、精白キピ、キピタンパク質、キピヂンブン画分およびキピブ口

ミン圏分が糖質、脂質代謝改善機能の可能性を検討する前段階として、精白キピと

キピタンパク質の濃縮、キピヂンブン画分およびキピブ口ラミン額分の調製、またその

成分分析の検討を行った O

しかし、タンパク質は金粒中!こ12%程度と低いため、キピを動物実験のタンパク質源

として用いるために精自キピをアミラーゼとグルコアミラーゼによってヂンブンを加水分

解してタンパク質の濃縮を行った。
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1節キピの一鍛成分の定量

キピ試料

キピは、 2005年に韓国麗水市で生産された精白キピを用いた。精白キピを、穀物

用粉砕機(rやまびこ号L型J、園光社(株);愛知)で粉砕してキピ粉末を得た。ニの粉

末に、ヘキサン(一級、和光純薬工業(株);大阪)約10倍を加えて撹持して脱脂し、 3時

間後にj慮紙(500mm、ADVANTEC;東京)で、鴻過した。脱脂の操作を5回繰り返した

後、粉末を風乾して試料とした。

一般成分の定量

脱脂してない精自キピを、以下に述べる方法によって、水分、粗タンパク質、粗脂肪、

粗灰分、食物繊維を定量した。

1) 水分舎量の測定

水分は常庄乾燥法によって測定したo

f方法j

アルミ秤量皿を、フタを取った状態で、電気乾燥器(FC回 410、ADVANTEC;東京)中に

1050C、2時間乾燥した後、フタをしてヂシケーター中で、30分間放冷して精秤した。ニの

操作を数回繰り還し、精秤{穫が土0.2mg以下になったときにニの値を秤量皿のi国量と

した。恒量となった秤量皿に試料を約0.5g精秤して同様にi恒量を測定し、試料重量の

減少量から試料中の水分霊を求めた。
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2)粗タンパク質の定量

粗タンパク質は、セミーミク口ケルダーjレj去によって試料中のN量を定量し、 N定量{直

に皇室素ータンパク質換算係数6.25を乗じて求めた。

f方法j

z 窒素舎量

試料約50mgをパラフィン紙に精秤して住み込み、パうフィン紙ごと50mlの分解ビン

に入れた。 混合触媒約200mgを濃硫酸約2mLrこ加え、分解ピンを軽く<i披辰り内容物を

j混毘ぜぜ、Tたニ後、電熱式ミク口ケjルレダ一づjルレ窒素分解器(促巨日日L閉開閉開正胴閉閉'潤'

科学器械工業(株);東京)で加熱したO 内容物緑色透明になったことを確認した後、買

に30分間沸騰させて加熱を終了した。放冷した分解液は、水蒸気蒸留装置中で、30%

水酸化ナトリウム約10mLを反応、させた。遊離したアンモニアを、混合指示薬1滴を加

えた2%ホウ酸約10mしで、ホウ酸アンモニウムとして補集した。ニのホウ酸アンモニウ

ムはあらかじめ力価を求めておいた0.02N塩酸で中和滴定した。 0.02N境酸の力価、

滴定量から窒素含量を算出した。

-粗タンパク質含量

窒素含量に窒素ータンパク質換算係数を乗じて粗タンパク質合量を求めた。キピ、

力ゼインの窒素ータンパク質換算係数は、それぞれ6.25、6.38として計算した。

3)粗脂肪の定量

粗脂肪は、 Soxhlet抽出器を用い、エーテル抽出法によって定量した。
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f方法J

脂肪定量ピン(受器)を電気乾燥器中で1050C、2時間乾燥した後、フタをしたデシケ

中で30分間放冷し、精秤した。これを数回繰り悲し、精秤{直が土0.2mg以下にな

ったときに、ニの{直を受器の恒量とした。円筒j慮紙(No.84)に試料約2gを精秤し、脱脂

綿を円筒;慮紙の上端に軽く3重につめ、そのまま電気乾燥機中で105
0
，仏 2時間乾燥

した。放冷後、ソックスレー抽出器に入れ、恒量受器、抽出管にエーテルを入れ、冷却

管、抽出管、受器を接続し、 65
0

C湯浴(ConstantTemperature Bath Type日A田位、

ヤマト科学(株);東京)中に受器の鹿が浸る程度につけて加熱した。 1分間80滴程度

になるように更に温度を調節し、 8時間抽出を続けた後、抽出管内の円筒j慮紙を取り

出した。受器中のエーテルを回収した後、更にエーテルを完全に気散させ、電気乾燥

機の1050Cで乾燥させてi国量を求めた。慣量は、減少しつつある受器の重量が脂肪

酸化のため再び増加し最低値を取るため、まず1時間乾燥させて重量を測定し、その

後30分毎に重量を測定し、最低{直を慣量とした。

4) 組成分の定量

粗灰分は、灰分による試料重量の減少量から定量した。

f方法j

ルツボを、フタを取った状態で、マッフル炉中で、5500C、2時間乾燥した後、フタをして

ヂシケーター中で30分間放冷して精秤した。ニの操作を数回繰り返し、精秤{直が:1:0.2

mg 以下になった時にこの値をjレツボの恒量とした。恒量となったルツボに試料を約

19精秤して、 1050Cで1時間予備乾燥した後、 5500Cで乾燥してt国量を測定した。試

料重量の減少量から試料中の粗灰分と求めた。
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5)食物繊維の定量

キピ精白中の食物繊維の定量は、日本食品分析センター!こ分析を依頼した。水溶

性食物繊維と不溶性食物繊維に分間して定量するProsky変法 [75]により舎有量を

求めたO

6)炭水化物の定量

炭水化物の定量は、水分、粗タンパク質、粗脂肪、粗灰分、食物繊維含有量の合計

を100%から差し引きした値で示した。

ア塁ノ酸分析

脱脂粉砕したキピ試料を塩酸によって加水分解し、ニンヒドリン比色法で定量した。

しかし、この方法ではシステイン、メチオニン、トリフトファン分析はで、きない。従って、

酸によって破壊されるシスチインやトリフトファン、脱気が不十分だと酸化されるメチ才

一、は{鹿児Ijに定量した。

1) 駿加水分解によるアミノ駿の分析

タンパク質濃度200悶/mLの加水分解物試料を1mL以上調製した。試料10mgをパ

イレックス肉厚試験管(1.2x16cm、肉厚2mm)lこ精秤した。ニれ!こ6N塩酸1mしまた

消泡斉IJとして件オクタノールを1滴加えた。ドライアイスエタノーjレ1¥ス(EYEしAECS闇

80，東京理化器械(株);東京)で凍結し、真空ポンプで脱気した後、試験管を封管し

た。これをアルミブ口ックパス内に入れ、 1100
Cで24時間加水分解を行った。加水分

解後に開管し、五酸化ニ1)ンと水酸化ナトリウム存在下の真空ヂシケーターに試験管

を2日間入れて埴駿を除いた。肉厚試験管中で、乾園した試料を適当量のpH2.2のク

エン酸緩衝液1mL溶解した後、6，200x 9で10分間遠心分離(HimacCR-150， Hita由
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chi Co.， Ltd.;東京)した。上清をタンパク質濃度200悶 /mL濃度で、製造して、フィルタ

ー(0.45jJm、ADVANτEC;東京)をつけたシリンジで、鴻過しアミノ酸分析用試料パイア

ルに入れ、分析を行った。

2) 加水分解物のアミノ駿分析(アミノ酸自動分析機)

加水分解物のアミノ酸分析には、イオン交換ク口マトグラフィー!こより分離、溶出され

たアミノ酸をニンヒドリン発色により比色定量するアミノ酸自動分析機(JEOLJLC回

500、日本電子;東京)を用いた。

「方法J

"アミノ酸基準試薬の製造

全分析のための標準試料はアミノ酸自動分析用アミノ酸標準液H型(和光純薬工

業(株);大阪)を希釈液で25倍に希釈し、 100nmol/mLrこ製造したものを用いた。含流

アミノ酸分析のための標準試料は、アミノ酸標準液H型、システイン酸2.5mol/mL、メ

チオニンスルホン2.5mol/mしを1mLず、つ25mLメスフラスコに取って希釈液でつィルア

ッブし、アミノ酸濃度100nmol/mLとなるように調整し、これをアミノ酸標準試料とした。

園希釈j夜の調製

アミノ酸自動分析器で用いる第1緩衝液を濃塩酸で戸H2.2rこ調整したものを用いた。

3)舎硫アミノ酸の分析 [76]

埠酸によるタンパク質の加水分解を行った場合、システインは破壊されて定量で宮、

ない。また、メチオニンも脱気が不十分な場合、一部がメチオンニンスルホキシドやメ

チオニンスルホンに酸化され低くなる。そのためシス苧インやメチオニン等の舎硫アミ
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ノ酸の定量を行う場合、あらかじめシステインおよびメチオニンを過ギ酸で酸化して安

定化した後、システイン酸、メチオニンスjレホンに変化させ測定する必要がある。

、l
J

d
a目
E

，，E
‘、

「方法J

試料10mgをパイレックス肉厚試験管(1.2x16cm、肉厚2mm)rこ精科した。ニれに氷

中で過ギ酸1mL加え、氷上で一晩インキュベーションし、含硫アミノ酸の過ギ酸酸化を

行った。インキュベーション後、 47010臭化水素酸0.1'5mL加え、過剰の過ギ酸を分解し

た。この反応が終了した後、試験管をタイゴンチューブで、白ータリーエパポレーター

(EYE日日日日L個幽幽幽阻λ.圃幽幽幽幽幽幽白

水酸化ナトドiリjウム存在下の真空ヂヂ、シケ一タ一に試験管を2臼間入れて過ギ酸を除いた O

過ギギ、酸駿化した試料に速やか!にこ6N塩目酸愛1mL加えて減庄封管後、アルミブ、口ックパス

内に入れ1100Cで、24時間加水分解を行った。加水分解後に開管し、五酸化ニリンと

水酸化ナトリウム存在下の真空ヂシケーターに試験管を2日聞入れて塩酸を除いた。

肉厚試験管菜中で乾回した試料を適当量のpH2.2のクヱン酸緩衝液1mLで、溶解した

後、 6，200x 9で10分間遠心分離(HimacCR田 150)した上清をタンパク質濃度200悶/

mLの濃度で製造して、フィルターCO.45jJm、AOVAト打EC;東京)をつけたシリンジでj慮

過しアミノ酸分析用試料パイアルに入れ、分析を行った。

4)トリブトファンの測定 ド [77] 

塩酸によりタンパク質の加水分解を行った場合、トリフトファンは、そのほとんどが

破壊されるため定量するニとが不可能で、ある。そのため、タンパク質をアル力リで加

水分解した後、 pジメチルアミノベンズラウヂヒド(p-DMBA)法により、トリブトファンの
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濃度の測定を行った。

「方法j

a 試料の調製

試料を10mgパイレックス肉厚試験管(1.2x16cm、肉厚2mm)rこ精秤した。ニれに

5N水酸化ナトリウム2mしを少量ずつ加え、更に消j包剤としてnーオクタノーjレを1滴加

えた。ドライアイスエタノールパスで凍結しない程度に冷却し、真空ポンプで税気した

後、封管し、アルミブ口ックパス内に入れ1100Cで、24時間加水分解した。開管してパス

ツールピペットを用いて8N塩酸を少量ずつ加えて中和した。 pH試験紙で慎重に中和

を確認し、中和点付近は4N境酸で調整した。 3，550x 9で10分間遠心分離(Himac

CR-15D)した後、上青を10N水酸化ナトリウム1mLの入れた10mLメスフラスコ!こ移し

た。同様の操作を計3回行った後、水で10mLrこフィルアッフした。ニれをトリブトファン

分析用試料とし、 p-DMBA5:去によりトリフトファン濃度を測定した。

窃 p出 DMBA5:去

上記の要領で調整しTたニトリフトフアン分析用試料1mη叫1札Llにこp-陣雌.畠0白

硫酸を4.5mL力加gえ~よくj混毘合しTたこ後、 250
Cで90分間光放置しTたニO 次に、 O.β045%亜硝

酸ナトリウム50ロし加えてよく撹梓、した後、 250Cで、30分光放置した。分光光度計で波

長590nmにおける吸光度を測定し、トリフトファン濃度を求めた。ブランクとして1N水

酸化ナトリウムを用い、あらかじめ作成した検量線からトリブトファン濃度を求めた。ト

リブトファン検量線は、次のように作成した。トリフトファンを1N水酸化ナトリウムで溶

解し、ふ30悶 /mLのトリフトファン溶液を調製した。ニの溶液を上記の方法で測定し、

検量線を作成した。
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くク質組成の分析

くク質の抽出

キピタンパク質のタンパク質の組成を調べるために、次のようにタンパク質を溶媒抽

出した。脱脂粉砕したキピ試料はLandry-Moureaux [78]による溶媒分画に基づ昔、

5薗分のタンパク賓として、次の様に抽出した。

試料の101'音量の0.5MNaCIを加えて4
0
C、1時間撹搾抽出した後、 15，600x 9で、遠

心分離(LC四 230、トミー精工(株);東京)してよ層を得た。更に残j査に同量の水を加えて

4
0
C、1時間撹祥拍出し、遠心分離により上清を回収した。以上で得られた水溶性画

分を脱塩した後、凍結乾燥した。

2) ブ口

アルブミン aグ口ブ、1)ンの抽出残;査に101'音量の70%(v/v)イソフ口パノール(特級、和

光純薬工業(株);大阪)を加えて室温で1時間撹件、抽出した後、遠心分離により上清

を回収し、日ータリーエパポレーターに減庄乾闇した。

3) ブ口うミン棟タンパク質

プ口うミンの抽出残澄!こ0.6%のメルカフトエタノーjレ(2同 ME)(和光純薬工業(株);大

阪)を含む70%(v/v)イソプ口パノーjレを同量の水を加えて室温で30分撹持抽出した後、

、上清をj成庄乾国した。

ヰ)グル宇1)
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ラミン様タンパク質の抽出残溢!こ0.6%の名M圧を含む0.1Mホウ酸緩衝液(pH

10)を間容量加えて室温で1時間抽出した後、遠心分離により上清を回収し、透析し

た後《凍結乾燥した。

5) 

グルテリン様タンパク質の抽出残澄!こ0.6%の2-MEを含む0.1Mホウ酸緩衝液

(pH10)(こsosを0.5%となるように加えたものを抽出溶媒とし、霊室温でグルチリン様タ

ンパク質の抽出残濯を1時間撹持、抽出した後、透析し、凍結乾燥した。

粗タンパク質の

タンパク質拍出物中の粗タンパク質の定量は、キピ精白粗タンパク質の定量と同様

で行った。
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ミク鷺濃縮物の調製および一般成分の定量

ミク賀の調製

試料は、 2005年に韓国麗水市で、生産された精白キピを用いた。精白キピを超遠心

粉砕機(rやまびこ号L型J)で粉砕して、キピ粉末と得た。キビ粉末400g当たり蒸留水

4しを加え、 90
0
0で1時間加熱して糊化した。試料の温度が600

0まで、下がった後、グル

コアミラーゼ(エンチ口ン GA-4、洛東北成工業(株);滋賀)1.4mLと蒸留水に溶解させ

たαーアミうーゼ (ラクターゼ SR-40、エンチ口ン GA回 4、洛東北成工業(株))340mgを

同時に加えて撹梓した。 60
0
0で24時間保温し、ヂンブンのα四 1，4、α四 1，6グリコシド結

合を加水分解した。反応、物を7，700x 9で、8分間遠心分離(LC聞 230)して得られた沈殿

物を凍結乾燥機(RLE1I -103、共和真空技術(株);靖韮)で凍結乾燥した。乾燥後の

粉末にヘキサン約2.5しを加えて撹持して脱脂し、 3時間後に鴻紙(500mm、ADVAN-

TEC;東京)で漉過した。脱脂の操作を5回繰り返した後、残j査を風乾して、キピタンパ

ク質濃縮物を得た。ニのキピタンパク質濃縮物をprosomillet protein concentrate 

(円~P)と表記するO

一般成分の定量

一般成分の定震は、第2輩、第1節と同様の方法で行った。

1)水分曾量の測定

水分金量の測定は、第2輩、第1節と同様の方法で行った。
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粗タンJ

粗タンパク質の定量は、第2輩、第1節と同様の方法で、行った。

粗脂肪の定量

粗脂肪の定量は、第2輩、第1節と同様の方法で

粗灰分の定量

粗灰分の定量は、第2章、第1節と同様の方法で、行った。

金物繊維の定量

食物繊維の定量は、第2章、第1節と同様の方法で、行った。

告}炭水化物の定量

炭水化物の定量は、 第2章、第1節と同様の方法で

アミノ酸分析

アミノ酸分析は、第2輩、第1節と向様の方法で行った。

す}酸加水分解によるアミノ駿の分析

酸加水分解によるアミノ酸の分析は、第2章、第1節と同様の方法で、行った。

加水分解物のア塁ノ酸分析{ア塁ノ酸自動分析機}

加水分解物のアミノ酸分析には、第2章、第1節と間様の方法で行った。
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曾硫アミノ駿の分析

塩酸による合硫アミノ酸の分析は、第2輩、第1節と同様の方法で行った。

シスチインやメチオニン分析は、第2章、第1節と同様の方法で行った。

ト1)ブトファンの測定{静岡ジメチルアミノベンズラウデヒド{時国日醐 [77]

トリブトファンの濃度の測定は、第2章、第1節と同様の方法で

くク賀組成の分析

くク質の抽出

タンパク質の抽出は、第2章、第1節と同様の方法で、行った。

官}アルブ、ミン圏

アルブミン・グ口ブリンの抽出は、第2輩、第1節と同様の方法で

ブ口うミンの抽出は、第2輩、第1節と同様の方法で

3) 

ブ口うミン様タンパク質の抽出は、第2輩、第1節と同様の方法で行った。

ン棟タンパク質
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グルテリン様タンパク質の抽出は、第2輩、第1節と間様の方法で、行った。

グルテリンの抽出は、第2輩、第1節と同様の方法で、行った。

ミク鷺の

タンパク質抽出物中の粗タンパク質の定量は、第2章、第1節と問様の方法で行っ

た。
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ヂンブン圏分の調製

キピの機能成分を調べるために、次のようにキピデンプン固分を調製した。試料は、

第2章、第1節と同様のキピを用いた。キピヂンブン国分は、人工消化率の測定法

[79]を応用して精白キピのタンパク質を酸性条件下で、ペプシンにより分解し、遠心分

離して得られた沈殿物をキピヂンフン国分とした。ニのキピヂンブン固分を proso四

millet starch preparation (PMS)と表記する。

「方法」

精白キピを穀物用粉砕機 (rやまびニ号L型J)で粉砕してキピ粉末を得た。キピ粉

末400g当たり0.075NHCIを4L加え、ペフシンをキピ粉末のタンパク質含量の約

1.0010となるように加え370Cで、24時間反応させた。上清を捨てた後、 3，000x 9で5分

間遠心分離(LC-230)して得られた沈殿物をMQ水に洗浄するという作業を中性にな

るまで繰り返し、反応物を8，000x 9で、10分間遠心分離して得られた沈殿物を凍結乾

燥(RLEIIイ旬、共和真空技術(株);埼王)してキピヂンフン闇分を調製した。

キピ 器官劇的の定量 [80]

Resistant starchはResistantstarch assay kit (MEGAZYME; Wicklow， Ire-

land)を用いて測定を行った。ニれはかアミラーゼとアミ口グjレコシダーゼ!こより non

resistant starchを分解、可溶化し、 resistantstarchを沈殿として回収し、これを

KOHで可溶化させ、アミ口グルコシダーゼ、で、加水分化して生成したグルコースを比色

定量するものである。
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「方法J

試料を50mg精秤し、 α回アミラーゼとアミ口グjレコシダーゼを2mL加えて、 370
Cで16時

間インキニェベートし、 3，500x 9で105)遠心した。上清を捨て500
/0エタノーjレを加えて再

度、遠11)し上清を捨てた後、沈殿!こ2MKOH 1mL加え再懸濁し、 1.2M酢酸ナトリウ

ム緩衝液4mしとアミ口ク、jレコシダーゼ50mL加え、 500Cで、30分インキュベーションした0

3，500 x 9で10分遠心し、上清を試験管!こ50mL取り、グルコースオキシダーゼ/ペル

オキシダーゼ試薬を1.5mL加え、 500Cで20分インキュベーションし、 510nmの吸光度

を測定した。スタンダードとしてキットの標準液を用い、ブランクにはMQ水を用いた。

組タンパク賓の定最

タンパク質抽出物中の粗タンパク質の定量は、第2章、第1節と同様の方法で行っ

た。
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キピブ口ラミン覇分の銅製 [81] 

脱脂キピ粉100g1こ0.5MNaCIを800mL加え、室温で2時間撹持し、 8，000x 9で、遠

心分離して上清を除いた。次に蒸留水を250mL加えて室温で1時間撹梓し、同様に

遠心分離して上清を除いた。もう一度蒸留水による洗浄を同様に実施した。得られた

沈殿に対して700/0イソフ口パノールを500mL加えて60
0
Cで1時間、撹持抽出した。同

様にして遠心分離し、上清をエバポレーターのj威圧下で、溶媒を除去し、残った水分を除

くために凍結乾燥したものをフ日うミン試料とした。ニのキピフ口うミン圏分をproso-

millet prolamin preparation (PMPr)と表記する。抽出したブ口ラミン試料のタンパク

質合量は第1節と同様に窒素量を測定して算出した。
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結

一般成分

精白キピ粉末、キピタンパク質濃縮物の水分、組タンパク質、粗脂肪、灰分、食物

繊維を定量した結果はTable2イに示した。また、日本食品成分表に記載されている

カゼインの{直と比車交したO

水分合量は、精白キピが11.2%)、PMPが4.2%で約2倍減少したが、粗タンパク質合

荷量は精白キピで12.40/0、円APで、iま精白キピのタンパク質を濃縮するニとにより

54.40
/0まで、高まったO

成分、粗脂質は精白キピで1.40
/0、4.40/0、PMPで2.80

/0、6.70
/0とPMP群で高い値を

した。食物繊維は、ほとんど不溶性食物繊維で、あったが、その含有量は精白キピ

で3.7%)、PMPで12.30
/0であった。精白キビとPMPlまカゼ、インより、脂肪含量は3-4

{昔前後、食物繊維含量iま与12倍前後の{直を示した。

アミノ駿組成

精白キピ粉末、キピタンパク質濃縮物のアミノ酸組成をTable2之に示した。また、

比較のため、カゼインのアミノ酸組成を未した。

全体的に精自キビとPMP聞のアミノ酸組成はほとんど基がなかった。精白キピと

PMPの主要アミノ酸はグルタミン酸、口イシン、アラニンであることが明白である。

グリシンとアラニンは力ゼインと比べて2-4倍高い{直を示したが、バリン、メチオニユン、

シン、リジンは低い{直を示した。
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Table 2-1. Composition of proso mill日tgrain， protein concentrate and 

casein (0/0) 

Component PM1 PMp2 Casein * 

Moistur日 11.2 4.2 10.6 

Protein 12.4 54.4 86.2 

Ash 1.4 2.8 1.7 

Carbohydrate3 70.6 31.9 

Fat 4.4 6.7 1.5 

Insoluble dietary fiber 3.0 11.6 

Soluble dietary fiber 0.7 0.7 

Total dietary fiber 3.7 12.3 

Values of protein， ash， moisture; carbohydrate and fat show means for 

4 measurements. 

1 Milled grain 

2Korean proso回 milletprotein concentrate 

3Non-fibrous carbohydrate by difference 

*Standard tables of food composition in J日pan，5th ed. (2001) [82]. 
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τable 2田 2.Analysis of amino acid in proso millet， protein co口centrateand casein (mg/Ng) 

Amino acid (mg/Ng) 

Asp τhr Ser Glu Gly Ala Val Cys 

PM1 443 245 320 1443 312 884 361 44 

PMp2 372 315 343 1465 236 911 268 51 

Casein官 460 270 340 14むG 120 200 440 32 

Values of amino acid show means for 3 m母asu時間ents.

1 Milled grain 

2Korean proso目的iIIetprotein concentrate 

Met 

116 

127 

200 

*Standard tables of food composition in Japan， 5
th 

ed.(2001) [82]. 
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Ile Leu 

291. 801 

208 682 

36む 620 

Tyr Phe 

166 255 

158 269 

370 340 

His Lys Arg Pro 

104 62 101 5 

130 54 123 6 

530 200 240 750 



ミク質の組成

精自キピ粉末、キピ、タンパク質濃縮物のタンパク質の構成を溶媒抽出j去によって調

べた結果を、 Table2-31こ示した。キピの主要構成タンパク質はグルチリンで、グルテ

リンとブ口ラミンを合わせて、その総量は精白キピで88.2%、PMPで、85.2%で、あった。

Table 2四 3.Analysis of protein fraction in proso millet grain， protein concent 

-rate (0/0) 

Protein fraction (%) of total protein) 

Cereal Protein Albumin- True Prolamin闇 Glutelin問

content globulin prolamin like like 

PM1 12.4 3.8 10.6 3.8 59.3 

PMp2 54.4 4.2 14.9 1.3 58.8 

Values of protein show means for3 measurements. 

1 Milled grain 

2Korean proso-millet protein concentrate 
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True 

glutelin 

14.5 

10.2 

Recovery 

92.1 

、88.8



ヂンブン間分の成分組成

キピヂンブン闇分の成分組成を調べた結果は、 Table2-4rこ恭した。キビ

国分中総スターチ含量は64.1%で、その中レジスタントスターチは約2.5%の、タンパ

ク質は2.70/0が含まれているニとを確認したO

Table 2回 4.Composition of starch in 

proso millet (0/0) 

Component PMS 1 

Total starch 64.1 

Resistant starch 2.5 

Protein 2.7 

Values of starch and protein show means 

for 3 measurements. 

1 Proso millet starch concentrate 
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本章では、今後動物実験に用いる精白キピ、キピタンパク質濃縮物、キピヂンブン

圏分およびキピフ口ラミン圏分の調製と一般成分の分析を行った。

精自キピの粗タンパク質は12.40/0と低いため、動物実験ではタンパク質濃縮物を用

いる必要がある。濃縮によって、キピタンパク質濃縮物中の粗タンパク質含量は

54.40/0で約4倍増加し、同条件で、濃縮した韓国アワおよび黒ヒエタンパク質と同等で

あった [83，84]。しかし、ニ芦キピ、のタンパク質濃縮物のタンパク質含量が73%>で、あ

ったことと、韓国キピタンパク質濃縮物中31.9010の炭水化物が分解されずに残存して

いることから、レジスタントスターチが多くは含まれている可能性も少なくはないと思わ

れる。レジスタントスターチは、 2型糖尿病患者でのインスリン抵抗性を改善 [8旬、小

腸でのこコレステ口一ル吸収を抑制し、出清中のニコレステ口一ル濃度を低下させることが

報告されている [86]0

キビタンパク質濃縮物には、食物繊維含有量は12.30/0と高い含量であったが、ほと

んどが不溶性食物繊維であった。 水溶性食物繊維は、精白キビとキピタンパク質濃

縮物間有意な差はなかった。

不溶性食物繊維の摂取は、糞中コレスチ口一ルと胆汁酸の排j世量を増加させるニと

のよるこコレスチ口ール低下効果が報告されている [87，88]。ニのニとから、キピタンパ

ク質濃縮物中の不溶性食物繊維が脂質代謝に何らかの影響を与える可能性もある

と考えられるo

キピのアミノ酸組成では、グルタミン酸、アラニンおよび口イシン舎量が、特に高い

値であった。 しかし、リジンの舎量は非常に低い値であった。一般に、穀類の必須ア

ミノ酸のうち、最も不足するアミノ酸(制限アミノ酸)はリジンである。キピのアミノ酸組

成は、 1)ジン金量が低く、四イシン、アラニンの含量が高い特位がある [89]0 ニのア
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ミノ酸組成li..アワのアミノ酸組成と類似している [72]0

必須アミノ酸のリジン舎量について、ひとつの穀類の中で、タンパク質合量とタンパ

ク質中のリジン含量との聞に負の棺闘を恭すことが知られており、雑穀についてもア

で同様の傾向が見られる。これはタンパク質の含量の増加に伴って、リジン含量

の少ないプ口ラミンの比率が増加するからであると考えられている [89]0

従って、ブ口うミンを多く含むキピ型穀類においては、窒素施肥などによってタンパ

ク質合景を高めても、そのアミノ酸組成を改善(高リジン含量)できないニとになる。

穀類のタンパク質は、その酉分タンパク質として、アルブミン(水可溶性タンパク質)、

グ口ブ1)ン(中性塩可溶性タンパク質)、グルチリン(希酸 a希アルカリ可溶性タンパク

l質)およびブ口ラミン(70-80%アルコール可溶性タンパク質)の4種類からなっている

[90]。金タンパク質中の分闇タンパク質の割合をみると、キピ型穀類ではグルチリンと

プ口ラミンがそれぞれ700
/0、150/0含まれ、ニの2つの分園タンパク質が全タンパク質

の約800
/0を占めていた。

プ口ラミンは、アルブミン、グ口ブリンと比較して、リジン、アルギニン、グリシン含量

が低く、アラニン、メチオニン、口イシンに富んでいる [91]。アミノ酸は、インスリンおよ

びグルコースのI阻常性に影響を与え、その内口イシンとイソ口イシンがインスリンとグ

ルコースの檀常性を改善させるニとが報告されている [92，93]。しかし、カゼインとキビ

タンパク質の口イシン、イソ口イシンにはほとんど差がなかったため、キピ、タンパク質

濃縮物中のアミノ酸による血築中のグルコース、またはインスリン抵抗性改善機能な

どは期待されにくいo

キピヂンブン酉分には約2.5%のレジスタントスターチと2.70/0のレジスタントタンパク

質が含まれていて、その量が微量でレジスタントスターチの影響なのかあるいはレジ

スタントタンパク質の可能性なのかについてのさらなる検討が必要だと考えられる。

以上の成分分析の結果を、第3章以後の動物実験に用いる飼料の組成に参考して、
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キピタンパク質濃縮物の摂取が、高コレステ口一ル血症を誘導した2型糖尿病モデル

マウスにおける血糖値制御、脂質代謝およびインスリン、アヂィポネクチン、遺佳子発

現に及ぼす効果を検討した。
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