
ミク賓濃縮物臨時が却系マ iます影響

1節高コレス宇臼ール食餌条件における伊糊P接取がC57BL/6J系マウスの脂質

代謝iこ及iます影響

最近、生活水準の向上、食習慣の欧米化に伴い、脂肪接取量の増加、運動不足な

どにより循環器疾患が増加している。その原因として高コレステ口一ル劇症が挙げら

れている [94，95]。一般的に、脂質代謝異常症と診断されるのは、中性脂肪値150m

g/dL以上、 LDL-:::Jレステ口一ル値140mg/dL以上、 HDL-:::Jレスチ口一jレ40mgldL未満

のいずれかを満たす場合である [96]0

高コレス宇口一ル劇症は、特に自覚症状がなく、車液の粘度、血小板の凝集力を増

加と血液循環障害および微細循環不全を発症させ、アテ口一ム動脈硬化症、虚血性

心疾患~脳梗塞、高血圧、肥満、糖尿病などの要因となる [97]0 高コレスチ口一jレ血

症の原因が、遺伝子要国であるニとも無視できないが [98]、それ以外の食事因子な

どの生活習慣が原因となるニとも多く認められている [99]。ニのような疾患は、血清

脂質濃度と棺関関係があることが知られている [99]。血清脂質濃度に影響を及ぼす

食事因子の中で注目されている成分として、タンパク質が挙げられる。冠状動脈硬化

症と動物性タンパク質の間には相関関係があり，植物性タンパク質の間には逆相関

僚があると報告されている [100イ02]。一般に、動物性タンパク質は、植物性タンパ

ク質と比較して、血築コレスチロール濃度を上昇させるといわれている [103]。代表的

な動物性タンパク質であるカゼインは、血紫コレステ口-}レ濃度を高めるニとは広く知

られている [104]。大豆タンパク質を他のタンパク質の替わりに摸取した実験では、 L

DLーコレスチ口一ルが3弘減少も見られた [105]。また、ソパタンパク質をうツトに与える

と、血中3レス苧口一jレ濃度が低下する結果も報告されている [106]。及JlIは、日本
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産キピのタンパク質の摂取が、高脂肪、高コレステ口一ル血症を引き起こしたハムスタ

ーの出築総コレスチ回一ル濃度、しDL-コレスチ口一jレを速やかに減少させ、文、血柴ト

1)グリセリド濃度も減少させることを示した [107]。また、キピタンパク質濃縮物中には、

難消化性の食物繊維が含まれていると考えられるニとから、糞中への胆汁酸の排油

量の増加も期侍される。

しかし、韓国産キピの脂質代謝を研究した報告はない。そこで、本節では正常食舘

条件で¥高コレス宇口一ル血症を起こす目的として1.0%コレステ口一jレを添加した高コ

レスチ口ール食餌条件で、キピタンパク質濃縮物摂取がC57日L/6J系マウスの脂質代

謝に及ぼす影響について検討することを目的として、カゼインと比較して検討した。
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飼料の調製

実験試料!忠商ble3イに示した。実験飼料は第2輩、第2節で、調製したキピタンパ

ク質をタンパク質源として添加した銅料を調製した。コレステ口一ル添加食群は、飼料

にこヨレスチ口一jレ1.0%、コール酸ナトリウム0.25%を涼加したものである。キピ飼料を

調製する際、タンパク質以外の組成はAIN-76組成に従って調製したい08]。ただし、

キピ飼料は、キピタンパク質中に合まれている脂質、タンパク質や糖質を考慮し、飼

料調整時のコーン油、セルロースや:J-ンスターチの添加量を調整した。今回実験に用

いたキピタンパク質のタンパク質合荷量は、 54.4%で、あった。

以降、正常食のコント口一jレ飼料群をG群、キピ飼料群をPM群、コレステ臼ール添加

食のコント口一jレ飼料群をCC群、キピ餌料群をCPM群と略して表記した。

実験動物投び銅蕎方法

6週齢のC57BL/6J系オスマウス(日本エスエルシー;東京)24頭を使用した。マウス

は個別のスチンレスケージに入れて飼帯した。動物室は、温度22土1
0
C、湿度45-55%

に調節し、明暗サイクルは午前6時と午後6時!こ12時間おきに切り換え、午前6時から

午後6s寺と明期とした。購入後5日聞は予備飼青期間とし、AIN-76組成カゼ、イン飼料

と水を自由摂取させ、 6日目!こ各群6頭ずつの計4群!こ群分けし、Table3-1の飼料で

21日間飼背し、飼料摂取量と体重変化を測定した。飼青開始日と一週間ごとに6時

間の絶食の後、罵静脈凪より血糖値の測定を行った。飼育最終日に、採血前!こ6時

間の絶食を行い、ジエチルエーテル麻酔下で解剖した。 O.1M EDTAで、処理したシリン

ジを使用し、下大静脈から採血し、血液は試験管に移し、4
0
C、3，000X gで、15分間の

遠心分離を行い、血築を分離した。肝臓は、生理食埴71<で還流した後に採取し、重量



を測定した。精巣周囲脂肪組織を採取し重量を測定した。分離した血紫、肝臓は、

分析時までるOOcで保存したo

Table 3ぺ.Diet compositions (gパOOg)

Normal diet Cholesterol diet 

Casein PMP Casein PMP 

(C) (PM) (CC) (CPM) 

Casein1 22.9 22.9 

PMP 36.2 36.2 

AIN皿76Salt mixture2 3.5 3.5 3.5 3.5 

AIN-76 Vitamin mixture2 1.0 1町O 1.0 1.0 

Corn oil 5.0 2.6 5.0 2.6 

Choline bitartrate3 0.2 0.2 0.2 0.2 

Cellulose1 5.0 0.5 5.0 0.5 

Cornstarch 1 62.1 55.7 60.9 54.4 

0， L-Met4 0.3 0.3 0.3 0.3 

Cholesterol3 1.0 1.0 

Cholic acid3 0.25 0.25 

10riental yeast， Tokyo， Japan 

2AIN-76 diet composition 

3Wako Pure Chemicallndustries， Osaka， Japan 

4Ajinomoto， Tokyo， Japan 
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畠糖値の測定

血糖値の測定は、ム口ターゼ、グルコースオキシダーゼ法によるグjレこコース測定用キ

ット(グルコース CIIーテストワコヘ和光純薬工業(株)町大阪)を用いて行った。

中、組織成分分析方法

血築の分析

1)血柴中の総コ 日ール濃度の測定

自柴中の総コレスチロール濃度の測定は、こ3レステ口一ルオキシダーゼ.DAOS):去に

よる総コレステ口一ル測定用キット(:::Jレステ回一ル ιテストワコ一、和光純薬工業

(株))を用いて行った。

2)車紫中のHDL-:::J 日-}1/濃度の測定

出築中のHDL-コレスチ口一ル濃度の測定は、リンタングスチン酸 mマグネシウム塩

沈殿j去によるHDL目立レスチ口一ル測定用キット(HDL目立レスチ口一jレE叩テストワコ一、

和光純薬工業(株))を用いて行った。ニれはリンタングステン酸、マグネシウム塩を含

んだ試薬を加えるとHDL-コレスチ口一jレ以外のリボタンパク質だけ選択的に沈殿する

ことを利用し、上清中のコレステ回一jレ量を測定する方法である。

3)血築中のトリグリセリド濃度の測定

血紫中のト1)グリセ1)~'濃度の測定は、酵素法(GPO"DAOS法)によるトリグリセリド

測定用キット(トリグリセリドトチストワコ一、和光純薬工業(株))を用いて行った。
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肝臓の脂鷺分析

吋肝臓指貫の抽出 [109]

肝臓0.2gを、あらかじめ冷やしておいたク口口ホルム:メタノール=2:1 (v/v)混合液4

mしを入れた遠心分離管に計り取った。ポリト口ンホモジナイザー(KinematicaGmbH 

Steinhofhalde;Switzerland)にてホモジナイズした。ニの液を4
0C、16，000x 9で20分

間遠心分離し、上清を分液口一トに移した。沈殿物にはもう一度ク日日ホルム:メタノー

ル混合液4mLを加えてホモジナイズし、 16，000x 9で、20分間遠心分離して、上清を分

液口ートに移した。上清を集めた分液口ート!こ0.880/0塩化力リウムを2mL加えて撹持、

放置した。下層のク口口ホルム層を抽出液として10mLメスフラスコに集めて、ク田口

ホルムを加えてフィルアッフした。ニれをネジ口試験管に移して、分析時まで冷暗所に

保存した。

肝臓中のコレス宇田ール濃度の測定

肝臓の脂質抽出液を試験管に取り、 80
0
Cのブ、口ックヒーターで、完全にク口口ホルムを

蒸発させた。蒸発乾固物中のコレスチ口一ルの定量は、血紫総コレスチ口一ル濃度の

測定と同様の方法で

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定

肝臓の脂質抽出液を試験管に取り、 800Cのブ、悶ツクヒーターで、完全にク口口ホルムを

蒸発させた。蒸発乾固物中のトリグリセリドの定量は、血祭トリグリセリド濃度の測定

と同様の方法で、行った。値は、肝臓19中のトリグ内リセリド量に換算して求めた。

中脂鷺の抽出、胆汁駿排?世量の定量
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す)糞中の脂鷺の抽出 [110]

採取した糞を凍結乾燥して乾燥重量を測定した後、糞を乳鉢にて粉砕した。糞を約

19をま角フラスコに精秤し、そニにあらかじめ加温した96%エタノール25mしを加えた 0

60-75
0
Cで、2時間インキヰベーションした後、吸引j慮過(ろ紙:ADVAN丁正C、No.4A55 

mm)を行った。 25mLメスフラスコに回収し、 96%エタノールでフィルアップした。このう

ち5mしを試語食管!こ採取し、アスピレーター(IWAKIASPIRATOR ASP~13、イワキ)及

び口ータリーエバポレーター(在YELA、東京理科器械)を用いて減庄乾固した。その試験

管にイソブ口ピルアルコーjレ2mしを加え、これを糞中脂質抽出液として、測定時まで

-80
0
Cで暗所に保存した。

糞中のこヨレス宇田ール濃度の測定

糞中のコレステ口一ルの定量は、血紫総コレスチ臼ール濃度の測定と同様の方法で、

行っTこ。

3)糞中のトリグリセリド濃度の測定

糞中のトリグリセリド定量は、血築中トリグリセリド濃度の測定と同様の方法で行っ

た。

糞中の阻j十自金量の測定

糞中の阻汁酸の測定は、酵素比色法による総胆汁酸測定用キット(総胆汁酸回チス

トワコヘ和光純薬工業(株))を用いて行った。測定は、一つのサンフルにつき本検と

盲検を用意して行った。糞中脂質抽出液0.2mしを試験管に取り、本検には本検用酵

素液を、菌検には盲検問酵素j疫を0;5mLず、つ加えて混合した。 37
0

Cで正確に10分間

インキュベーションした後、皮te:、停止液を0.5mL加えて反応を停止した。皮応、液は波
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長560口mで、吸光度を;RIJ定した。スタンダードとしてキット中の標準液を用い、ブ、ランク

には蒸留水を用いて同様の操作を行った。

統計処理

本実験で得られたヂータの計算および整理には、 MacintoぬのMicrosoftoffice 

2001 Microsoft Excel、KaleidaGraph3.0を使用した。ヂータは、平均値と標準備基

で、表した。また、異なる群聞で有意差があるかどうかを検討するために、 InstatVer. 

3.0を使用し、 One田wayANOVAで検定した。有意差が認められた場合、 Student目

Newman-~くeulsにより、どの群聞に有意差があるかを検定した。有意水準は、

p<0.05とした。
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結

マウス!こPMPをタンパク質源とした正常食を摂取させることで、以下のように車中

の総コレスチロール、 HDL-::Jレス宇口一ル濃度の上昇、肝臓および糞中トリグリセリド

の濃度の減少が明らかとなゥた。しかし、高コレスチ口一ル食を与えたマウスには有意

な蓋が認められなかった。

、銅料摂取量、組織重量、議乾鰻重量

21日間の飼宵による解剖時の体重と総飼料摂取量、組織重量をTable3-2.1こ示し

た。

21日間の飼育の結果、体重増加量は、 C群で2.88::tO. 98g、PM群で2.82::t1.4旬、

CC群で1.95:1:1.8旬、CPM群で1.70土1.59gと4群問者意な蓋は認められなかった。飼

料摂取量に関しては、C群で66.2土13.2g、PM群で66.2土12.9g、CC群で、69.3::t14.2g、

CPM群で、59.8土7.2gと4群間有意な差は認められなかった。

体重100g中肝臓重量liC群で、3.83:1:0.35g、PM群で4.18:1:0.48g、CC群で5.02土

0.34g、CPM群で6.27::tO.63gと高コレステ口一jレ食を与えた群で、脊意に高値を示した

(p<0.05)。

腎臓重量はC群で1.11土0.0句、PM群で1.15土0.0句、CC群で1.05:1:0.0旬、CPM群

で1.19::tO.09gとCPM群で、有意に高値を恭した (p<0.05)。体重100g中精巣周囲脂

肪組織重量、腎臓周囲脂肪組織重量、腸間膜脂肪組織重量はそれぞれC群で2.12土

0.36g、0.66土0.11g、1.45土0.33g、PM群で1.41土0.38g、0.39土0.14g、1.32:1:0.32g、

CC群で1.38土0.19g、0.42::tO.17g、1.31土0.27g、CPM群で1.27:1:0.41g、0.38士0.15

9、1.14:1:0.22gと精巣周囲脂肪組織重量はC群が他の3群と比べて有意に高値を示

した。腎臓周囲脂肪組織重量はPMP摂取群で有意に低値を示したが、腸間膜脂肪



組織重量には4群で有意な差は認められなかったo

また、糞乾燥重量はC群で0.90士0.1旬、 PM群で1.08:1:0.07g、CC群で1.01土0.10g、

CPM群で1.02士0.05gと4群間有意な謹は認められなかったが、 C群と比べて他の3群

で上昇する傾向が見られた。

鹿糖値経時変化、車中グルコース濃度

銅背期間中の血糖値の経時変化と、館育終了日の血中グルコース濃度をFig.3-1 

に示した。

飼育1..2.. 3週間の血糖値(Fig.3回 1A)fま、 C群で125.6士13.7mg/dL..134β土16.1

mg/dL、121.8:1:9.5mg/dL.. PM群で112.8土14.6mg/dL、127.0土12.0mg/dL..126.8土

7.2mg/dL.. CC若手で113.5:t10.9mg/dL..106.0士16.8mg/dL、102.0土5.3mg/dL..CPM 

群で、84.7土7.8mg/dL..89.3土6.5mg/dL..100.2土15.7mg/dしで、あり、2週間と3週間(Fig.

3-1 B)に、 C群、 PM群、 CC群と比較してCPM群で有意な血糖値の上昇抑制が認め

られた(p<0.05)。また、飼育終了日の車中グルコース濃度は、 C群で121.8土9.5mgl

dL、PM群で126.8土7.2mg/dL、CC群で102.0土5.3mg/dL..CPM若手で100.2土15.7mgl

dしであり、コレスチ口一jレ無添加群間及び添加群聞で、有意な差はなかった (Fig.3-1 

B)。
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Table 3-2. Effects of dietary PMP on body叩weightgain， food intake， tissue and 

d ried feces w日ightsin C57BL/6J mice fed with or without cholesterol diet 

c PM CC CPM 

Initial weight (g) 20.04士0.92 19.65士2.07 19.82土1.52 19:80土1.81

Final weight (g) 22.92土0.69 22.47土0.69 21.77:t0.99 21.50土0.54

Weight gain (g/21 d) 2.88土0.98 2.82:t1.46 1.95日.81 1.70土1.59

Food intake (g/21d) ，66.2土13.2 66.2土1.2.9 69.3士14.2 59.8土7.2

Liver weight (g) 0.87土0.07 0.94土0.12 1.09土0.09 1.34土0.12

Kidneys weight (g) 0.25:t0.01 ab 0.25:t0.01 ab 0.22土O.01a 0.25士0.02b

Adipose tissue weight (g) : 

Epididymal 

Perirenal 

0.48土0.07a 0.31士0.08b 0.30土0.04b 0.27土0.09b

0.15土0.02a 0.09:t0.03b 0.09土0.03b 0.08土0.03b

Mesenteric 0.33土0.07a 0.29土0.07a 0.28土0.06a 0.24:t0.05b 

Dried feces (g) 0.90土0.18 1.08土0.07 1.01 :tO.1 0 1.02土0.05

Tissue weight/100g body weight (g): 

しiver

Kidneys 

Adipose tissue : 

3.83土0.35a 4.18:t0.48a 5.02土0.34b 6.27土0.63C

1.11:t0.08ab 1.15士0.05ab 1.05土0.06a 1.19土0.09b

Epididymal 

Perirenal 

Mesenteric 

2.12土0.36a

0.66士O.11a

1.45士0.33

Value are means土SDfor 6 mice. 

1.41士0.38b

0.39:t0.14b 

1.32土0.32

1.38:t0.19b 1.27土0.41b

0.42:t0.17ab 0.38:t0.15b 

1.31土0.27 1.14:t0.22 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

See Table 3-1 for details of dietary groups. 

59 



A 
Tir判官-Courseof the Blood Glucose 

日
日loodGlucose 

(mg/dL) (mg/dL) 

160 

140 

160 120 
140 

100 
120 
100 80 

80 ゲ百一 60 
60 C 40 
40 一犠-PM

20 
甲骨蝿幽CC 20 
吋←CPM。 O 。 7 14 21 

days 
PM CC CPM 

Fig. 3-1. Effect of dietary PMP on blood glucose levels in C57BL/6J mice fed 

with or without cholesterol diet. 

Values are means土SDfor 6 mice. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

See Table3イfordetails of dietary groups. 

車築中脂質濃度

血築中の各脂質濃度を測定した結果を、 Fig.3-2rこ示した。

総コレスチロール濃度(Fig.3-2A)f~上、 C群で、83.03土12.26mg/dL.. PM群で108.63土

3.00mg/dL.. CC群で141.47士24.67mg/dL..CPM群で135.58土14.16mg/dしと、高コレ

口一ル群で、有意に高値を示した(p<0.05)0 HDL-::Jレスチ口一ル濃度(Fig.3-28) 

も同様に、。群で26.15土4.58mg/dしに対してPM群で、31.85土1.33mg/dしと有意に高い
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{車を示した。コレスチ口一ル添加群のCC群で15.43土3.50mg/dL..CPM群で12.35土

1.20mg/dしと、正常食群に比べて有意に低い{直を示した(p<0.05)0トリグリセリド濃

度(Fig.3-2C)は同様!こ、 C群で70.96士24.16mg/dL.. PM群で~73.08土29 .40mg/dL.. 

CC群で44.23土10.52mg/dL、CPM群で、34.62土11.65mg/dしと正常食群に比べてコ

口一ル添加群で、有意に低い{直を恭した(p<0.05)0 逆に、 LOL目立レス宇田一jレ濃

度(Fig.3-20) l~上、 C群で、42.68:!:8.77mg/dL.. PM群で62.17土4.99mg/dL..CC群で

117.37士29.07mg/dL..CPM群で116.31:!:15.51 mg/dLと高コレスチ口一ル群で有意に

高値を示した(p<0.05)0 

肝臓中脂質濃度

肝臓中の各脂質濃度を測定した結果をFig.3-3rこ示した。

肝臓のコレス苧口一ル濃度(Fig.3-3A)は、 C群で1.57:!:0.22mg/gLiver wt、PM群

で2.02土0.75mg/gLiver wt.. CC群で31.01士3.67mg/gLiver wt.. CPM群で27.79土

2.28mg/g Liver wt、と高コレスチ口一ル群で有意に高債を示したい<0.05)0トリグリ

セリド濃度(Fig.3-38)においても、 C群で、9.99土3.03mg/gLiver wtlこ対してPM群で、

6.29土2.42mg/gしiverwtと有意に低い値を示した (p<0.05)。コレスチ口ール添加

群のCC群で19.97土0.88mg/gLiver wt、CPM群で22.76土7.30mg/gLiver wtと正

常食群に比べて高コレスチ口一ル群で有意に高値を示したい<0.01)0
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Fig. 3-2. Effect of dietary PMP on plasma lipid concentratiC)ns in C57BL/6J 

mice fed with or without cholesterol diet. 

Value are means土SDfor 6 mice. 

Means with a different leUer (a，b，c) within each diet group differ (p<O.05). 

See li自ble3・-1for details of dietary groups. 
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See Table 3イfordetails of dietary groups. 
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中脂賞濃度

糞中の各脂質濃度を測定した結果をFig.3-4rこ示した。

糞の胆汁酸濃度(Fig.3-4A) r氏。群で1.01士0.25μmol/し、 PM群で2.49:t1.57μmol

/しとキピ、タンパク質摂取群で有意に低い{直を示したいく0.05)0 ::11ノスチ悶ーjレ添加群

のCC群で1.91 土0.64~Lmol/L 、 CPM群で2.74:t1.11μmol/しと群間有意な差は認めら

れなかった。一方、糞中立レスチ口一jレ濃度(Fig.3-48)は、 C群で、5.35:t0..67mg/dL、

PM群で6.87土4.11mg/dLrこ対して、 CC群で55.04士5.64mg/dL...CPM群で37.03土

4.91mg/dしと高コレスチ口一jレ群で有意に高い値を示した(p<0.05)0 トリグリセ1)ド濃

度(Fig.3-4C)rまC群で5.67士2.77mg/dL..PM群で1.87土0.46mg/dL..CC群で9.04土

2.66mg/dL.. CPM群で5.12土1.57mg/dしとキピ、タンパク質摂取群で有意に低い値を示

した(p<0.05)
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3. 

本節では、キピタンパク質の摂取が、コレスチロール濃加飼料接取によるマウスの高コレ

口一ル由症に対して、抑制効果を有するかを検討した。その結果、飼料摂取量、最終

日体量はキピタンパク質添加群とカゼイン群閉の差は見られず、同等の成長が見られた。

レステ口一jレ血症誘導飼料の摂取により、血築中の総コレステ口一jレ、 LDLーコレスチ口

一ル濃度は有意に上昇し、高こ3レスチ口一jレ血症を誘導させるニとがで、きた。コレスチ口一ル

無添加食餌条件下のキピタンパク質を摂取群では、マウスの脂肪組織重量の低下、肝臓

中トリグリセ1)ド濃度の減少、血築中総司レステ口一ル、 LDLーコレステ口一ルの増加が見ら

れたが、 HDL-::Jレス苧口一jレ濃度は正常群と比較して、非常に高い{直を示した。これらの

結果は、キピ、タンパク質が糞中への胆汁酸排濯を促進することで引き起ニされると考えら

れる。

大草タンパク質により腸管内からの胆汁酸の再吸収が阻害された場合、糞中への胆汁

酸排j世量の増加と血築中のコレステ口一ル濃度の低下がち!き起ニされることが知られてい

る [111]。本節では、キピ、タンパク質摂取による血柴および肝臓中立レステ口一ル濃度の

有意な差はなかったが、肝臓中トリグリセリド濃度の減少がみられ、糞中への組汁酸排濯

が促進されたため、胆汁酸の再吸収が低下して腸管循環ブール内の胆汁酸量が減少、ニ

れに刺激されて肝臓での胆汁酸の合成が活性化、基質となるコレスチ口一ルの必要性が

高まり、血紫リボタンパク質の3レス宇口ールが使用されるために引き起こされると考えら

れる。

ソパタンパク質の肝臓のトリグリセリド濃度および脂肪組織の重量の減少作用は、肝臓

脂肪合成関連酵素の活性の低下および低い消化によるものと報告されているい06]。ま

た、大タンパク質によるうツトで血祭および肝臓でのト1)グリセリド濃度の減少は脂肪合

成酵素の発現の抑制によることも報告されており [112]、キピタンパク質の摂取による脂

肪組織重量の低下、肝臓中トリグリセリド濃度の減少は脂肪合成関連酵素の発現と関連

がある可能性も考えられる。以上より、コレスチ口一ル無添加食餌条件下のマウスにキピ

タンパク質を摂取することでマウス脂質代謝を改善することができる可能性が示された。

レスチ回一ルを摂取するニとにより、血柴のVLDしが増加するとともに、 HDしの主要な
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アポリボタンパク質であるapo.A四1の分泌量が減少することが報告されている。ApoA聞1の

分減量と血柴のHDL粒子の生成量には正の相関性があるとされているため [113]、本実

験では3レスチ口一jレ過剰摂取により血策中のVLDしが増加したニとで¥HDL粒子の生成量

が減少したニとが考えられるo

動脈硬化症、とりわけ心筋槙塞や狭心症など冠状動脈疾患の危険性は、血中のしDL-::::J

口一jレの増加によって高くなるニとは良く知られている [114]。一方、 HDL-::::Jレステ

口ールは、その血柴濃度が低いほど冠状動脈疾患を増加させ高いほど改善されることを示

していてい1町、動脈硬化症に対して「防御因子jといて働いていると考えられている。また、

HDL-::::Jレスチ悶ールが低いことはしDL-::::Jレステ口一ルの上昇の有無に関わらず動脈硬化

症の危険を高めることが示唆されており、低HDLーコレスチ口ールは高しDL-::Jレステ口一ル

以上に注目すべき「危険因子Jであるといえる。これらは、 HDLーコレステ口一ルが、臓器から

肝臓ヘコレスチ口一jレを回収するコレスチ口一ル逆転送経路の役割を演ずることと関連があ

ると考えられているO

肝臓中のコレステ口ール濃度に関しては、 3レステ口一}v負荷した2群聞で、有意差は認め

られなかった CFig.3-3)。しかし、高司レステ口一ル血症誘導飼料の摂取により、肝臓中

のコレステ口一ル、トリグリセリド濃度は有意に上昇した。

コレスチ口一jレ摂取量と血中コレステ口一ル濃度は相関関係があるという研究結果もある

が [116]，食事を通じて多量のコレスチ口一jレを摂取した時、コレスチ口一ル生合成と総コレ

ステ口一jレおよびしDLーコレスチ口一ルの水準に大きく影響を受けない研捷報告もある [117，

118]0 

コレスチ口一ルは細砲膜の構成成分で、胆汁酸やスチ口イドホルモンなど生理活性物質

の前駆体である。普通食で0.2回2g穂度摂取され，体内でも条件によって変わるが1回 1.5g程

度合成される Oコレスチ口一jレ摂取量が増加するとコレステ口一jレ含量が高い力イ口ミク口

ンを形成され，肝臓に到達されるコレステ口一jレの量も増加する [119]。本研究の結果では、

高コレスチ口-)レ食を摂取した時、血中、または肝臓中のコレスチ口一ル濃度有意に増加す

る結果を示した。しかし、コレスチ悶ール無添加食群と比べて、高コレスチロール食を摂取し

た持、血中トリグリセリド濃度は有意な低下が見られたが、肝臓中のトリグリセリド濃度は

高コレスチロール食により高い値を恭した。このような結果はSR在日P-2トランスジェニック
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マウスを用いた実験で同様の結果が見られ [120]、肝臓中のSREBP之遺伝子が関係す

ると考えられるが、詳細な作用メカニズムは不明である。

軽い高コレス宇臼ーjレ血症(平均220mg/dL程度)の人!こ、 ミク質を摂取させた研

究で、大タンパク質の不消化高分子園分(HMF)が血清LDL-::]レスチ口一ルレベルを減少

させ、HDL-::]レスチ口一ルレベルを増加させること、また、糞中ス宇口イド排濯を増すことが

報告されている [121]。このメカニズムとしては、大蓋タンパク質によるコレス宇口一ルや賠

汁酸の吸収阻害が第一に考えられる。 しかし、本研買の糞中のコレス宇田一ル濃度に関

しては、HDL-::]レステ口一jしとの棺関関係が見られず、高コレステ口一jレ血症誘導飼料の

摂取により、糞中のこコレステ口ール、トリグリセリド濃度が正常食群と比べて有意に上昇し、

また、CPM群がCC群と比べて有意に低い値を示した (Fig.3-4)。

今回用いた高コレスチロール劇症誘導飼料はコレスチ口一ル、コール酸ナトリウム含量が

少ないため、キピタンパク質を摂取による血紫、肝臓中のコレステ口ール濃度の減少がはっ

きり示せなかった可能性も考えられるOまた、糞中の3レステ口一Jレ、トリグリセリド濃度が

キピタンパク質摂取群で有意に低い{直を示したことから、糞中コレス宇田一ル排濯を抑制す

るメカニズム、あるいはその成分の検討も必要があると思われる。

Choiらは、高コレステ口ール劇症誘導食餌の韓国産アワタンパク質がカゼイン群に比べ

て、コレスチ口一jレ代謝では変化が見られなかったが、出築と肝臓のトリグリセリド濃度を有

意に減少させる効果が明らかになった。しかし、同じキピ属で、ある韓国産キピ、タンパク質で、

は違い結果を示した [83]0

以上の本節の結果から、韓国産キピタンパク質は、正常食事条件下で血禁中HDLーコレ

口一ル濃度の増加作用を示し、高コレステ口一ル血症の改善効果を有するニとが示され

た。
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第2節高脂肪食餌投与のC57鴎L/6Jマウスにお

脂質代謝に及iます影響

ミク質の血糖値制御及び

肥満は、血圧、糖尿病、脂質代謝異常症などをしばしば合併し、動脈硬化症を発症する

メタボ1)ツクシンド口一ム症候群の重要な構成疾患であるo日本人の肥満は男性の約21%、

女性の約17%とされ、国民栄養調査では摂取する総力口リーはむしろ減少しているが食事

の欧米化のために詣肪摂取は増加しているのが現状で、ある [122，123]0

肥満は世界中の大きな健康課題となっており、その実能を明らかにするため、WHOにお

いて“GlobalDatabase on Body Mass I ndex"を現在構築中で、ある [124]0

米国の最近の調査によれば、 1999由2000年における年齢調整した肥満者(BMIミ;;;30:20-

74歳)の割合は30.5%であり、国を挙げての健蔵施策で、ある“HealthyPeople 2000"にお

ける最重点項目として肥満対策が挙げられていたにもかかわらず、 1988問 1994年のヂータ

(22.9%)と比べて大憶に増加している。これを、 BMI25以上の過体章者(oveトweight)とし

て見ると、 55.9%から64.5%1こ増加となっている [125]0

また、アジア諸国における韓国の状況を見るために、 1990年以降各国から報告されてい

るデータについて、 20歳以上の韓国人のBMI注25の者の割合は、男性15.80/o(BMI> 30kg 

1m2では0'.9%)、女性10.6%(同0.7%)で、あった [126]0

ニのような肥満者の増加の背景としては、食生活の変化や身体活動量の低下の影響が

大きいのではないかと予想される。しかし、摂取量に関しては、少なくとも国民栄養調査で

は国民一人当たりの総エネルギー摂取量は1975年以降一貫して減少傾向にある。同じエ

ネルギー摂取量下で、脂質からのエネルギー割合の相対的増加が、どの程度肥満の増加

をもたらすかについては未だに議論のあるところで、ある [127]0

最近、肥満人口の増加による肥満治療および改善方法として、生活習慣、食事療法、

適切な運動および薬物投与などが挙げられている。しかし、肥満治療薬物の場合、様々な

副作用が指摘されており、食事改善や運動の促進により疾患を治療、改善しようとする研

究が多くなっており、食事を通じて病気の予防、健康を増進させようとする関心が高まって

いるo

疫学研究によると、金粒穀物、果物、野菜の摂取増加が、慢性疾患を予防し、改善させ
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るニとが報告されている [128]0 全粒穀物食品の摂取は、心臓病と癌を減少させる効果、

血中脂質濃度と血糖値制御に対する効果があるとともに、インスリン抵抗性の改善や食物

繊維と微量栄養素の摂取量を高めることになる[129，130]0また水溶性繊維素が豊富な

オートムギは血中立レステ口一jレ濃度を低下させるニとが報告されている [131]0

本論文の第3章1節の正常食餌の摂取させた時、血中HDL-::Jレステロールを有意に増加

させる効果が示された。従って、植物性タンパク質で、あるキピタンパク質に賠満、糖質及び

脂質代謝に影響を与える可能性があると考えられるo

そこで本節では、高脂肪食餌条件下の餌青!こよって、肥満、高由糖、 2型糖尿病になる

C57BL/6Jマウスを用いて、肥満誘導食を3週間摂取させた時に生じる肥満、脂質代謝異

常症に及ぼすキピタンパク質の影響について検討した。
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1.万法

飼料の調製

実験食餌は、AIN-93組成に従って調製した [108]。正常群(C群)、 C群の20%タンパク質

相当量のカゼインに、ラード20%を添加したHC群、及び20%タンパク質棺当量のタンパク

質源としてPMPを添加した餌料群(HPM群)の3つの飼料群とした。

HPM群には制限アミノ酸であるリジンをカゼインのアミノ酸組成に合わせて添加した[78]0

キピタンパク質中の含まれている脂質や食物繊維を考慮、し、飼料調製時の大聖油とセル

口一スの添加量を調整した。

Table 3四 3.Diet compositions (gパOOg)

Normal diet 

Casein 

(C) 

PMP 

AIN-93 Salt mixture2 3.5 

AIN同 93Vitamin mixture2 1.0 

Soybean oil3 7.0 

Choline bitartrate3 0.2 

Cellulose1 5.0 

α四Cornstarch1 12.5 

Cornstarch 1 37.6 

しLys-HCI4

Cystine4 0.3 

Sucrose5 10.0 

Lard3 

2AIN-93G diet composition 

3Wako Pure Chemical Industries， Osa~くa
4Ajinomoto， Tokyo 

5Toyo Sugar Refining， Tokyo 
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High国fatdiet 

Casein PMP 

(HC) (HPM) 

22.9 

37.7 

4.3 4.3 

1.2 1.2 

7.0 4.5 

0.2 0.2 

6.2 1.6 

6.9 4.3 

20.9 14.5 

1.2 

0.3 

10.0 10.0 

20.0 20.0 



興験動物および館背方法

実験動物には、 5週齢のC57BL/6J系雄マウス(日本クレア;東京)21頭を使用した。購

入後3日聞は予備飼苔期間とし、AIN-93組成力ゼ、イン飼料と水を自由接収させ、各群7頭

ずつ3群に群分iナ、 Table3-3の飼料で20日間飼育し、体重変化を測定した。飼育期間の

18自白から20日目までの糞を探取し、分析時まで-20
0
Cでイ呆拝した。21日目にマウスを

8時間絶食させ、ジエチルエーテル麻酔下で次のように解剖を行った。 O.1MEDTAで処理

したシリンジを用いて、下大静脈から採血し、血液は試験管に移し、4
0
C、3000x 9で15分

間の遠心分離を行い、血築を分離した。肝臓は生理食塩水で、還流した後に接収し、重量を

測定した。更に、精巣周囲脂肪組織を採取し、重量を測定した。分離した血紫、肝臓は、分

析時まで-80
0Cで保存した。

車糖{置の測定

血糖値の測定は、第1節と同様の方法で

割luco謹告 t患$士(OGττ)

Oral glucose toleranc日 testは16時間絶食し、ゾンヂを用いてグルコース(1.5g/kg体重)

を経口投与し、尾静脈をエタノールで消毒後、メスで、数ミリカットし、出血させ血糖値測定チ

ッブ(オートヂィスクセンサヘバイオメヂィ力jレ(株)、東京)に血液をつけ、血糖値を測定し

た。グルコース負荷後、旬、 30、60、90、120分後に同様に採車を行い、血中グ、ルコース濃

度を測定した。

血中、組織成分分析方法

取紫の分析

官}血築中の総こ3 自濃度の測定
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正証築中の総コレス宇田一jレ濃度測定iふ第1節と同様の方法で

車築中のHDL-::Jレスチ口一jレ濃度の漠，IJ定

血築中のHDL-コレスチ口一jレ濃度測定iま、第1節と向様の方法で、行った。

車築中のト1) ド濃度の測定

血築中のトリグリセリド濃度測定は、第1節と同様の方法で

血築中のインスリン及びアヂィポネクチン濃度の測定

血柴中のインスリン濃度は、酵素免疫測定法(EnzymeLinked Immno田Sorbent

Assay; ELISA法)によるインスリン測定用キット(レピスインスリンーマウス丁、シバヤギ

(株);群馬)を用い、フ口トコルに従って測定した。血中アディポネクチン濃度も間様に、

ELlSA法によるアヂィポネクチン測定用キット(マウス/うツトアヂィポネクチンELISAキット、

大塚製薬(株); 東京)を用い、フ口トコルに従って測定した。

肝臓の脂費分析

旬肝臓脂質の抽出

肝臓脂質の抽出は、第1節と同様の方法で行った。

肝臓中のコ 日-)(.，濃度の測定

肝臓中のコレステ口一ル濃度の測定は、第1節と同様の方法で、行った。

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定は、第1節と同様の方法で、行った。

中脂質の抽出、臨汁駿排?費量の定量

す}糞中脂質の抽出
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糞中脂質の抽出は、第1節と同様の方法で、行った。

2) 悶レ濃度の測定

糞中のコレステ口ール濃度の測定は、第1節と同様の方法で、行った。

中 ド濃壊の測定

糞中のトリグリセリド濃度の測定iま、第1節と同様の方法で、行った。

の胆汁酸量の測

糞中の阻汁酸の測定は、第1節と同様の方法で、行った。

統計処理

本実験で得られたヂータの計算および整理は、第1節と同様の方法で
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2回

高脂肪食餌条件下で、マウス!こPMPを摂取させると、以下のように最終日血糖値の上昇

を抑制させ、車中のトリグリセリド濃度が低下することが明らかとなった。

、飼料接取量、組織麓量~

21日聞の飼育による解音IJ時の体重と総飼料摂取量、組織重量をTable与4rこ示した。

21日間の飼育の結果、体重増加量はC群で5.6土O.句、 HC群で、5.8土0.5g、HPM群で4.2土

1.1gとHPM群で有意に低い{直を示したい<0.05)0飼料摂取量に関しては、C群で50.7:t

8.2g、HC群で、53.3土4.3g、HPM群で44.8土8.8gとHPM群で、有意に低い値を示した

(p<0.05) 0 体重100g中肝臓重量、腎臓重量iまC群で、4.24土0.2句、 0.26:1:0.0旬、 HC群

で~.40土0.98g 、 0.28土0.0句、 HPM群で、3.95土0.27g 、 0.28土0.02gと3群で有意な差は認め

られなかった。体重100g中精巣周囲脂肪組織重量、腎臓周囲脂肪組織重量はそれぞれ

C群で1.85士0.24g、0.61土0.15g、HC群で2.01:1:0.38g、0.63土0.15g、HPM群で1.88土0.26

9、0.52土0.09gと3群で有意な差は認められなかった。又、糞乾燥重量はC群で0.24土0.03

g/day、HC群で、0.27土0.03g/day、HPM群で、0.33土0.05g/dayとHPM群で、上昇した。
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Table 3-4. Effects of dietary PMP on body叩weightgain， food intake， tissue and 

dri日df，日cesweights in C56BL/6J mice fed highイatdiet 

HC HPM 

Initial weight (g) 18.3土0.7 18.6土1.1 18.6:t0.8 

Final weight (g) 23.8土0.8a 24.4士0.8a 22.8土1.3b

Weight gain (g/21 d) 5.6士0.5a 5.8土0.5a 4.2:t1.1 b 

Food intake (g/21 d) 50.7士8.2ab 53.3土4.3a 44.8土8.8b

Liver weight (g) 1.01士0.08a 1.07土0.24a 0.89:1:0.06b 

Kidneys weight (g) 0.26土0.06 0.28士0.05 0.28:1:0.02 

Adipose tissue weight (g) : 

E戸ididymal 0.44土0.05 0.49:t0.10 0.43士0.07

Perirenal 0.14土0.03 0.15土0.04 0.12:1:0.02 

Dried feces (g/day) 0.24士0.03a 0.27:t0.03a 0.33士0.05b

Tissue weight/100g body weight (g) : 

Liver 4.24土0.25 4.40士0.98 3.95士0.27

Kidneys 0.26土0.06 0.28:t0.05 0.28:t0.02 

Adipose tissue 

Epididymal 1.85土0.24 2.01土0.38 1.88土0.26

Perirenal 0.61土0.15 0.63士0.15 0.52:1:0.09 

Values are means土 SDfor 7 mice. 

Means with a different leUer (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

See Table 3-3 for details of dietary groups. 

Oral glucose tolerance t告はの結果と血糖上昇下面積(AUC)をFig.3るに示した。

Oral glucose tolerance test (Fig. 3与A)の結果は、グルコース投与後120分間までに

3群聞で、有意な血糖値の上昇抑制は認められなかった。文、臨糖上昇下面積(AUC)

(Fig.3田5B)(立、C群で4.16:t2.92mg'min/dL、HC若手で8.71:t4.05mg'min/dL.. HPM群で

1 0.2:t3.93mg' min/dしと高脂肪食群間で、C群に比べて有意な高い値を示した (p<0.05)。
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Fig. 3叩5. Effect of dietary PMP on blood glucose response at OGTT and AUC 

in C57Bし/6Jmice fed normal由 orhigh田fatdiet. 

Values are means土SDfor 7 mice. 

Means with a different leUer (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

SeeTaむle3回3for details of dietary groups. 

血糖値経時変化、車中グルコース濃度

飼背期間中の臨糖値の経時変化と、飼育終了日の車中グルコース濃度をFig. 3-6(こ示

しTこo

飼育仁2，3週間の血糖値 (Fig.3-6A) rま、C群で150.9土23.1mg/dL、152.3士18.6mg/

dL、190.0土24.3mg/dL，HC群で219.7土32.6mg/dし、202.0土10.2mg/dL、188.1土13.0mg/

dl→HPM群で177.7:t15.4mg/dL..165司0:t8.6mg/dL，149.1土15.2mg/dしと、 HC群と比較し

てC群、 HPM群で有意な血糖値の上昇抑制が認められた(p<O.05)。又、飼宵終了日の

血中グルコース濃度 (Fig.3-6B)は、 C群で190.0士24.3mg/dL..HC群で188.1:t13.0mg/dし
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に対して、 HPM群で149.1土15.2mg/dLとG群、 HC群と比べて有意な血糖値の上昇抑制が

認められた(p<0.05)。

Fig. 3-6. Effect of dietary PMP on and blood glucose levels in C57BL/6J mice 

fed normal回 orhighイ'atdiet. 

Values are means土SDfor 7 mice. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<O.05). 

See Table 3-3 for details of dietary groups. 

車中インスリン及びアヂィポネクチン濃度

血中インス1)ン及びアヂィポネクチン濃度を測定した結果をFig.3-7rこ示した。

血中インスリン濃度 (Fig.3-7A)は、C群で10.4:!:5.9ng/mL..HC群で9.26:t1.94ng/mL、

HPM群で8.11:t3.81 ng/mしと各群間有意な差は認められなかった。血中アヂィポネクチン

濃度(Fig.3-7B)は、 C群で、34.0土4.4μg/mL..HC群で32.4士3.7μg/mL、HPM群で37.4土7.9

μg/mLと群問者意な蓋は認められなかったo
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Fig. 3四7. Effect of dietary PMP on plasma insulin and adiponectin concentrations 

in C578L/6J mice fed normal回 orhighイ'atdiet. 

Values are means土SDfor 7 mice. 

See Table 3回 3for details of dietary groups. 

血築中脂賀濃度

血築中の各脂質濃度を測定した結果をFig.3-8に示した。

総コレステ口一ル濃度 (Fig.3-8A)は、 C群で238.7土51.7mg/dL，HC群で201.2土43.4mg

IdL、HPM群で190.3::!::37.9mg/dしと群間有意な差は認められなかった。 HDL-コレステ口一

jレ濃度 (Fig.3-88)も同様に、 C群で72.3:t10.9mg/dL，HC群で67.6::!::16.6mg/dL，HPM 

群で68.7:t10.0mg/dLと各群聞有意な基は認められなかった。一方ょトリグリセリド濃度

(Fig. 3-8C)r~上、 C若手で173.8::!::57.9mg/d し、 HC群で65.1 土14.9mg/dL 、 HPM群で39.9:t 11.5

mg/dLと、 HPM群で、HC群と比べて有意に低い{直を示した((p<0.05)o
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肝臓中脂質濃度

肝臓中の各脂質濃度を測定した結果をFig.3-91こ示した。

肝臓のコレステ口一jレ濃度 (Fig.3-9A)は、C群で7.53土1.71mg/g Liver wt、HC群で

7.55土2.46mg/gLiver wt、HPM群で、4.68:t2.79mg/gLiver wtとHPM群で低し叶頃向が見

られた(p=O.07)。トリグリセリド濃度 (Fig.3-9B)は7.27土3.11mg/gLiver wt、HC群で

11.38士3.85mg/gLiver wt、HPM群で8.48:t3o61 mg/g Liver wtとHC群で高値を示した

(p=O.06) 0 
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Fig. 3-9. Effect of dietary PMP on liver lipid concentrations in C57BL/6J micefe 

d normal回 orhighイatdi日t

Values are means:tSD for 7 mice. 

See Table 3田3for details of dietary groups. 

81 



糞中胞j十駿および脂襲濃度

糞中胆汁酸、こヨレス宇口一ル、ト1)グ1)セリド濃度を測定した結果をFig.3-10に示した。

糞中胆汁酸濃度 (Fig.3-10A)は、 G群で、0.09土0.03μmol/day、HC群で0.06土0.03μmol/

d旬、 HPM群で0.08:t0.04μmol/dayと高脂肪摂取群で減少したが、 HC群とHPM群聞の

意な差は認められなかった。糞中コレスチ口一ル (Fig.3-108)、トリグリセリド濃度 (Fig.3 

イOC)は、 C群で1.22土0.39mg/day、1.45土0.56mg/day、HC群で2.20土0.49mg/day、6.68

士2.54mg/day、HPM群で2.47土0.99mg/d旬、7.56士2.91mg/dayと高脂肪食群で有意に

2高値を示した(p<0.05)0 
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3. 

本節では、肥満マウスにおける、キピタンパク質撰取の効果を検討した。その結果、

キピタンパク質の摂取は、カゼ、インに比べて血築中のトリグリセリドや凪糖値を有意

に低下させることが明らかになった。また、有意差は認められなかったものの、腎臓

周囲脂肪組織の重量を減少、出築中グルコース濃度、肝臓中の脂質濃度の低値を示

した。従って、これらの結果から、キピタンパク質は、肥満防止、血糖値の上昇抑制作

用を有するタンパク質であるニとが示された。

しかし、肥満誘導の食餌を摂取させたにも関わらず、体重増加量、食餌摂取量はキ

ピ、タンパク質摂取群のみ低下、またカゼイン群の体重増加量は正常食の体重と同じ

程度に維持されたことから、肥満が充分に誘導されなかったと考えられる。

Choiらは、韓闇産のアワタンパク質の摂取が、高脂肪食状態で、低いエネルギー効

率により、体重や脂肪重量の減少、血柴中グルコース、こヨレステ口一jレ、トリグリセリド

濃度の減少させることを報告した [72]0

脂肪(ほとんどが中性脂肪)r忠小腸で胆汁酸とミセルを作り、消化管酵素の消化作

用を受ける。膝臓から分泌されるリバーゼ、により中性脂肪の1、3位の脂肪酸が外れ、

2ーモノアシルグリセ口一ル(グリセ口一jレの2位の位置に一つの脂肪酸がくっついてい

る)と脂肪酸の形で小腸躍の細胞の中に入仏ほとんどの食事由来の脂肪は吸収さ

れる。小腸細胞の中で、指肪酸と2ーモノアシルグリセ口一ルはmonoacylglycerolacyl 

transferase (MGAT)とdiacylglycerolacyltransferase (DGAT)により中性脂肪に再

度組み立てられ、コレスチ口一ルやアポ蛋白と一緒になり、力イ口ミク口ンとして、リン

パ管を通して血液中に放出される。血中力イ口ミク口ンiま、脂肪組織中の血管壁にあ

るLPL(こより脂肪酸とグリセ回一)1，.，に分解され、組織細胞の中に入り、 MGATやDGAT

の働きにより再度、中性脂肪に合成される。

脂肪細飽では、生成された中性脂肪がホルモン感受性1)パーゼ (HSし)で脂肪酸と

グリセ口一ルに分解されても脂肪細抱自体では処理されにくく、血液中に放出される。

本節では、第1節の結果と同様に、正常食群と比べて、高脂肪食群で、血中トリグリ

セリド濃度は有意な低下が見られたが、その詳細な作用メカニズムは不明である。、
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一方、生体からの唯一のコレステ口一ル排濯経路は、肝臓においてコレスチ口一jし

を胆汁酸へと異化し、これを胆汁として分泌する経路である。小競上部から分泌され

た胞汁酸の90-95%は、小腸下部において胆汁酸トランスポーターにより再吸収され、

再び肝臓へと震る [132]。これを腸管循環と雷う。 従って、肝臓中のコレスチ口一ル

が減少するニとによって、HDLーコレス宇田一jレが増加、また糞中立レスチ口一ル排j世に

も影響を与えると考えられるが、本実験の結果では、血築中HDしーコレステ口一ル濃度、

糞中脂質排j世量には変化が見られなかった。しかし、キピタンパク質接取による血築

トリグリセリド濃度と肝臓脂質濃度の低下および低下傾向は、エネルギーバランスと関

係があると考えられる O

大タンパク質による肝臓の脂肪酸合成系の低下については Iritaniら[112]や、

Suganoら[133]の研究で未されており，その結果肝臓からのVLDLの放出が抑制さ

れて血中LDL-:::Jレステ口一jレが低下し，総ニコレステロール，トリグリセイドの低下に関

与したと考察している O大草タンパク質のコレスチ口ール代謝への影響については、血

清総コレステ口一ルの低下作用は多くの報告がある [134]0 しかし、本節で、行ったキ

ピタンパク質の実験では、血築中コレスチ口一ル濃度、糞中胆j十酸排漉量、コレステ

口一ル排濯率は高脂肪食群聞に差はなかった。コレス宇田一ルから胆汁酸合成する反

応、の律速酵素である7ぴーハイド口キシラーゼが関与していると知られている O キピタ

ンパク質摂取による血築中立レスチール濃度及び糞中胆汁酸排漉量には群間有意な

はなかったためニれらの結果は、 7a-ハイド臼キシラーゼの不活性よる結果と考

えられる。しかし、本節では7aーハイド口キシラーゼの濃度は測定していなかったため、

今後検討する必要があると思われる O

キピタンパク質の摂取は、高脂肪の食事条件!こも関わらず、正常食より食餌摂取量、

体重変化量の減少が見られた。この結果は、キピタンパク質摂取群のエネルギーバラ

ンスとの関係、または短期間の館青期間で、肥満が充分に誘導されなかったニとがあ

ると考えられる。そのため、畏期間の銅青期間でのキピタンパク質の効果を検討する

必要があると思われる O

以上の本節の結果から、キピタンパク質の摂取によって、カゼインに比べて血築中

のトリグリセリドや血糖値を有意に低下させ、また、有意差は認められなかったものの



腎臓周囲脂肪組織の重量を減少、血築中グルコース濃度、肝臓中の脂質濃度の低

値を示したことから、キピタンパク質は、肥満および血糖値の上昇抑制作用を有する

タンパク質で、あることが示された。
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ミク質濃縮物(PMP)が肥満型2型糖尿病モデルKK-AY系マウスに及iます

影響

i節正常食餌条件におけるPMPが肥満型2型糖尿病苦ヂルKK-AY系マウスの畠糟値

制御、脂質代謝およびインスリン、アヂィポネクチン、脂肪組織で、の遺倍子発現jこ

及ぼす影響

世界的に糖尿病患者数は多く増加し、 1995年には20歳以上の成人の糖尿病発症率が

4.0%だったが、2025年は5.4%(こ増加すると予測している。糖尿病は世界人の健壊を脅

かす代表的な疾病で、 WHOで、は2005年糖尿病で死亡した人を110万名と推定し、これは

過去10年前を比べ50%増加した数である [135]。また、韓国では糖尿病による死亡率は

々増加しており、韓国人の主要死亡原因の一つである。2006年の調査によると、韓国

人の死亡原因1位は癌(人口10JJ名当た引34.8名)、2位が脳血管疾患(61.4名)、 3位が心

臓疾患、(41.5名)、4位が糖尿病(23.7名)の順である。糖尿病による死亡率は1996年に比

ベ6.3%の増加と同時にj順位が6位から4位で上昇している [136]0

糖尿病には1型と2型があり、 1型糖尿病が、陣。細砲の破壊的病変を皇し最終的にはイ

ンスリンの絶対的欠芝(インスリン依存状態)に陥ることが多いのに対し、糖尿病患者の90-

95%を占める2型糖尿病における非インスリン抵抗性で、インスリン掠抗性とインス1)ン分

泌障害が関連している [137]。インスリン抵抗性発症には様々な要因が挙げられており、

一般的に遺伝子要因(肝、筋肉、脂肪組織の標的細胞欠陥)、環境的要因(食習慣、運動不

足、薬物)および肥満がインスリン抵抗性を惹起の大きな要因と考えられている。特に、食

習慣、欧米型の高脂肪食事が大きく影響することは広く認識されている。

肥満や耐糖能悪化を予防するためには、高タンパク質闘低炭水化物食の摂取が推奨され

ているが [138]、肥満を予防する作用を有する食品タンパク質としては、古くから大宣タン

パク質、タう(鱈)のタンパク質について、多くの研究が行われている [139，140]0

本論文の第3章、第2宣告において肥満誘導食によって生じる肥満発症はキピタンパク質摂

取により、血撲中のトリグリセリドや血糖値を有意に低下し、また、腎臓周囲脂肪組織の重

量、血築中グルコース濃度、肝臓中の脂質濃度の減少傾向を示し、抗肥満、血糖値の上

昇抑制作用を有するタンパク質であるニとが示された。

本章の動物モヂルとして用いたKK田AYマウスは、2型糖原病モヂ、jレ動物で、肥満を呈する
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KK系と、AY系の交配により誕生した系である。このマウスは、早期に糖原病を発症し、雄

では6週齢から尿糖陽性となる [141，142]0 多食、多飲、多尿、尿糖陽性、高血糖、低耐

糖能、高インスリン血症、インスリン抵抗性、臨う氏島肥大等の2型糖尿病状態を塁し、近

、2型糖尿病に効果のある食品の研究に広く用いられている。

本節では、2型糖尿病モヂjレ動物であるKK回AYマウスを用いてキピタンパク質濃縮物の

撰取が糖尿マウスでの血糖値制御、脂質代謝及びアヂィポネクチン、インス1)ンレベルの

改善機能、脂肪組織でのアヂィポネクチン、TNF叫、PPARy、IL-6、adipo町、adipoR2の

遺佳子発現に及ぼす影響を調べた。
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1.方法

銅料の調製

実験食餌は、AIN-93組成に従って調製した [108]。実験群には20%タンパク質相当量

のタンパク質源としてカゼインを添加したC群及び200/0タンパク質相当量のタンパク質漉と

して韓国キピタンパク質(PMP)を添加したPM群の2つの銅料群とした。 PM群には、制限ア

ミノ酸で、あるL-Lys回HCIを力ゼインのアミノ酸組戒に合わせてj~加した [78]。また、キビタン

パク質中の合まれている脂質や食物繊維を考慮し、銅料調整時の大豆油とセル口ース粉

末の添加量を調整した。今回、実験に用いたPMPのタンパク質含量は48.7%で、あった。

Table 4-1. Diet compositions (g/100g) 

Casein 

(C) 

PMP 

PMP 

AIN回93Salt mixture2 3.5 

AII¥ト93Vitamin mixture2 1.0 

Soybe臼noil3 7.0 

Choline bitartrate3 0.2 

Cellulose1 5.0 

α出 Cornstarch1 12.5 

Cornstarch 1 37.6 

しLysine間 HCI4

Cystine4 0.3 

Sucrose5 10.0 

1Orienta 

2AIN四93Gdiet composition 
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3Wako. Pure Chemical Industries， Osaka， Japan 

4Ajinomoto，丁okyo

5Tokyo Sugar Refining， Tokyo 
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襲験動物思び飼背方法

実験動物には、6週齢のKK同AY系雄マウス(日本クレア;東京)14頭を使用し、第3章と同

様の条件にして、個別のステンレスケージにいれて飼育した。購入後3日間は予備飼青期

間とし、AIN-93組成カゼ、イン飼料と水を自由摂取させ、各群ア頭ずつ2群!こ群分iナ、Table

4-1の銅料で21日間銅青し、体重変化を測定した。銅苔期間の18日目から20日目までの

糞を採取し、分析時まで-200Cで、保存した。21日目にマウスを8時間絶食させ、ジエチル

エーチル麻酔下で、次のように解剖を行った。 O.1M EDTAで、処理したシリンジを用いて、下

大静脈から採血し、.rfIU伎は試験管に移し、40C、3000x 9で15分間の遠心分離を行しえ血

柴を分離した。肝臓は生理食塩水で、還流した後に採取し、重量を測定した。買に、精巣周

囲脂肪組織を採取し、重量を測定した。分離した血紫、肝臓、脂肪組織は、分析時まで

-800Cで、保存した。，

自糖値および τすの測定

車糖値の測定

車糖値の測定は、第3章、第1節と同様の方法で

測定

OGTTは、第3輩、第2節と同様の方法で行った。

車紫の分析

す}鹿築中の総コレスチ口-}レ濃度の;JlIJ

血築中の総コレスチ口一ル濃度測定は、第3章、第1節と同様の方法で

車紫中の 口一Jレ濃度の測定

血築中のHDL-コレスチロール濃度の測定は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。

車築中のトリグリセリド濃度の測定
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血築中のトリグリセリド濃度の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で

自築中しコレス宇田レ濃度の算出

血築中のし回コレスチ口一ル濃度(j:..総コレスチ口ール濃度からHDL-コレステ口一ル濃

度とVしDL-コレステ口一ルを差し引いて算出した。

LDL目立レスチ口一ルごコ総コレステ口一jレー(HDL-:Jレスチ口一jレ+(トリグリセリド/5))

鹿喪中のインスリン及びアヂィポネクチン濃度の測

血築中のインスリン及びアヂィポネクチン濃度は、第3章、第2節と同様の方法で、行った。

肝臓の脂費分析

匂肝臓脂質の抽出

肝臓脂質の描出は、第3章、第1節と悶様の方法で行った。

肝臓中の3 自-}~濃度の測定

肝臓中のコレステ口一jレ濃度の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で

中脂質の抽出、胞汁酸排漉量の定量

1)糞中脂質の抽出

糞中脂質の抽出は、第3章、第1節と問様の方法で、行った。

中の胆汁駿量の測定

糞中の胆汁酸の測定は、第3章、第1節と間様の方法で、行った。
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自レ濃度の測定

糞中:コレステ口一ル濃度測定は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。

トリ ド濃度の測定

糞中トリグリセリドの測定は、第3章、第1節と同様の方法で

官曾V曾rs母

す}マウスの脂肪組織か 民閥A抽出

脂肪組職からtotalRNAはRNeasy@Lipid Tissue Mini kit (Qiagen， Valencia;CA) 

を使って、抽出した。脂肪組織100mgを1mLのQIAzolIysis reagentを入れた適切なサ

イズの容器に移し、ポリト口ンホモジナイザー(Kin日maticaGmbトfSteinhofhalde;Switzer-

land)を用いてホモジナイズした。操作は氷上で行った。ホモジェネートを室温で、5分間放置

し、 200μしのク口口ホルムを加え、よくボルテックスした。 その後4
0
C、12000xgで15分間

遠心分離し、 RNAが溶解している上層(水層)を回収した(約600μL)。ニの際、下層(者機層)

および界面にはDNAやタンパク質が溶解しているのど混入しないように注意した。回収し

た上層に同量の700/0エタノーjレを加え、ボルテックス後、 8000x 9以上、室温(15-250C)で

15秒間遠心分離した。残りのサンフルはbu偽 rRPEを添加して、洗浄したRNeasymini 

spin columnで、 30四 50μしのRNaseフリー水を加えて溶解し、この溶液をtotalRNA溶液と

して実験まで回20
0
Cで保存したO

Total RNA溶液に含まれるRNA濃度は吸光光度計(HITACHIい200A)で測定した。

RNAは260nm、タンパク質は280nmrこ極大吸収を持ち、また1本鎖の核酸の溶液では40

悶1mしの持に吸光度が約1.0rこなる [143]。このことに基づき、totalRNA溶液を滅菌水で

50倍に希釈し、 260nmと280nmの2波長を測定し、totalRNA濃度とj審液の純度を調べた。

閥A)合成

Real田timePCRを行う前、 PrimeScript™ RT reagent kit (Takara Bio、Ohtsu、
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Japan)を用いてreversetranscriptionを遂行してcDNAで、合成した。合成したcDNAは、 10

倍のnucleasefree waterrこ希釈し、 -20
0
Cで保存し、 PCRを行う持、templateとして用い

た。

「方法j

以下の試薬を混合した。

Master Mix Final conc. 

Total RNA (500ng) Xμl 

5X Prime8cript™ Buffer 2ドl

PrimeScript™ RT Enzyme mix 0.5μ! 
Oligo dT Primer (50μM) 0.5μi 25pmol 

Random 6 mers (100μM) 0.5μi 50pmol 

RNase free dH20 Xμl 

Total 10 μ| 

混合した溶液は370Cで、15分、 850Cで5秒、40Cで、反応させcDNAで、合成し、国20
0
Cで保存

しTニO

as事畠y)

Real time PCRlまLightCyclerreal time PCR (Roche diagnostics， Mannheim， 

Germany)を用い、特定遺伝子発現量を測定したoTemplateとして用いたcDNAは、 10倍

希釈し、 SYBR@Premix Ex TaqTM (TalくaraBio)を用いて、各遺伝子の発現を分析したO

Real~time PCRによって増幅された産物はLightCycler80託ware(Ver.3.5)のfitpoint5去

を用いて定量し、十actinの発現量で補正した。 R了間PCR及びrealtime PCRlこ用いたそ

れぞれの遺伝子のprimer塩基配列はTable4之に恭した。
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「方法J

以下の試薬を混合した。

Master Mix Final conc. 

cDNA 2μi く100ng

1 xSYBR@ Premix ExTaqTM 10μi 1X 

PCR Forward primer (10μM) 0.4μi 0.211M 

PCR Reverse primer (10μM) 0.4μi 0.2μM 

RNase free dH20 7.2μ| 

Total 20μ| 

混合した溶液は次の条件で皮応、させた。

Stage 1 950C 10sec 1 Cycle 

200C 1sec 

Stage 2 950C 5sec 200C 40 Cycle 

600C 20sec 200C 

Stage 3 950C Osec 200C 

650C 15sec 200C 

950C Osec 0.10C 
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丁目ble4-2. Primer sequences used for real time R丁目PCR

Gene PCR primer sequences 

Sense: 5'-CAGGCATCCCAGGACAτc四3'、
Adi戸onectin

Antisense:町田TCTCACCCTTAGGACCAAGAAG回3'

TNF回α

β-actin 

IL-6 

PPARy 

AdipoR1 

AdipoR2 

統計処理

Sense: 5'聞cτGTAGCCCACGTCGTAGC-3'

Antisense: 5'-TTGAGATCCATGCCGτTG回3'

Sense: 5'-CCAACCGTGAAAAGATGACC-3' 

Antisense: 5'-ACCAGAGGCATACAGGGACA回3'

Sense:町四GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA回3'

Antisense:5'叩CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA田3'

Sense: 5'-TGCτGTTATGGGTGAAACTCTG問3'

Antisense:町田CTGTGTCAACCATGGTAATTTCT丁目3'

Sense:町田TGCTACATGGCCACAGACCAC四3'

Antisense:5'-CAGCATCGTCAAGATTCCCAGA-3' 

Sense:町田ATCAGCAGCCAGACGCACTC-3'

Antisense:5'叩TGACCAGTCCCAAAGACCTCTACTC四3'

本実験で得られたデータの計算および整理には、第3輩、第1節と同様の方法で

95 



2. 結

ミク質涼としてPMPをマウスに摂取させるニとで、以下のように血築中のHDL-::Jレス

口ール濃度が有意に高まること、肝臓中トリグリセリド濃度の有意な低下及びAdipoR1，

AdipoR2遺伝子発現が高まる傾向が明らかにされた。

飼料摂取量、組織童輩、糞乾操重量

21日間の飼育による解剖時の体重と総飼料摂取量、組織重量をTable4-3rこ示した。

21日間の銅賞の結果、体重増加量はC群で10.5:t1.4g、PM群で10.6:1:1.6gと2群間で有

意な差は認められなかった。肝臓重量もC群で1.65士0.16g、PM群で1.68土0.13gと有意な

は認められなかった。体重100g中肝臓重量、腎臓重量に関してもC群で4.70:l:0.44g、

1.45土0.04g、PM群で4.82土0.28g、1.42土0.09gと2群聞で有意差は認められなかった。体

重100g中精巣周回脂肪組織重量、腎臓周囲脂肪組織重量、腸管膜周囲脂肪組織重量は

それぞれC群で3.31土0.82g、1.47土0.37g、2.59土0.71g、PM群で、3.58土0.5旬、 1.47士0.24g、

2.42土0.58gと2群聞で、有意差は認められなかった。飼料摂取量に関しては、C群で97.2:1:

8.句、PM群で、94.8土4.2gと2群間で、有意差は認められなかった。糞乾燥重量はC群で0.33

土0.05g、PM群で0.57土0.06gとPM群で、有意に高い値を示したい<0.05)。
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Table 4-3. Effects of dietary PMP on body回weightgain， food intake， 

tissue and dried feces weights in KK闇AYmice fed normal diet 

Initial weight (g) 24.9土0.59 24.9土1.59

Final weight (g) 35.1 :t1.56 35.0土2.17

Weight gain (g/21 day) 10.5土1.4 10.6::t1.6 

Food intake (g/21 day) 97.2士8.6 94.8土4.2

Liver weight (g) 1.65:t0.16 1.68士0.13

Kidneys weight (g) 0.51 :tO.01 0.49土0.03

Adipose tissue weight (g) : 

Epididymal 1.16土0.29 1.26土0.25

Perirenal 0.51 :t0.13 0.52土0.09

Mesentric 0.91:t0.27 0.86士0.25

Dried feces (g/day) 0.33:t0.05 0.57::t0.06* 

Tissue weight/100g body weight (g): 

Liver 4.70:t0.44 4.82::t0.28 

Kidneys 1.45土0.04 1.42士0.09

Adipose tissue : 

Epididymal 3.31土0.82 3.58土0.59

Perirenal 1.47:t0.37 1.47:1:0.24 

Mesentric 2.59土0.71 2.42土0.58

Values are means士SDfor 6-7 mice. 

Means with a different symbol (*) within each diet group differ (p<O.05). 

See Table 4-1 for details of dietary groups. 
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Oral glucose tolerance 恰stの結果と由糠上昇下面積(AUC)をFig.4-1に示した。

グルコース投与後旬、 30、60、90、120分における血糖値(Fig.4-1A)rま、各群間有意な差

!ま見られなかった。出糖上昇下面積(AUC，Fig. 4-1 B) riC群で19.2:!:5.2mg.min/dLrこ対

してPM群で、26.3士7.5mg.min/dLと高値を示す{頃向が認められた(p=0.062)0 
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Fig. 4-1. Effect of dietary PMP on blood glucose response at OGTT and 

AUC in KK-AY mice fed normal diet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

See Tabl日 4田 1for details of dietary groups. 
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車糖値経時変化、血中

飼育期間中の血糖値の経時変化と、飼青終了日の血中グルコース濃度をFig.4-2に示し

た。

銅背1..2.. 3週間の血糖値(Fig.4-2A)は各群間有意な差は認められなかった。文、飼育

終了自の血中グルコース濃度(Fig.4-2B)rまC群で338.71土118.75mg/dLrこ対して、 PM群

で、290.00土83.62mg/dしと低い傾向がみられたが、有意な差で、はなかった。

A B 

Time-course of the blood glucose Blood glucose 

(mg/dL) (mg/dL) 

600 同 500 

500 400 

400 
300 

300 

200 
200 

100 100 

O O 
O 7 14 21 C PM 

days 

Fig.4国2.Effect of dietary PMP on blood glucose levels in KK四AYmice fed 

normal diet. 

Values are means:tSD for 6-7 mice: 

See Table 4ぺfordetails of dietary grouやs.
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凪中

血中インス1)ン及びアヂィポネクチン濃度を測定した結果をFig..4-~1こ示した。

車中インスリン濃度(Fig.4-3A)r~士、 C群で9.47土2.09ng/mLに対して、 PM群で9.04士3.11

ng/mLと有意な麓は認められなかった。血中アヂィポネクチン濃度(Fig.4-3B)r~上、 C群で

15.60土5.20J.lg/mLrこ対して、 PM群で16.42士1.65μg/mしと有意な差は認められなかった。

A Insulin 日 Adiゃonectin

(時/mL) (μg/mL) 

25 

12 
20 

10 

15 

10 

4 

2 
5 

O O 

c PM c PM 

Fig. 4-3. Effect of dietary PMP on plasma insulin and adiponectin concent-

rations in KK回AYmice fed normal diet. 

Valu日sare means土SDfor 6-7 mice. 

See Table 4問 1for d日tailsof dietary groups. 
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血築中脂鷺濃度

血築中の各脂質濃度を測定した結果をFig.4-4rこ示した。

総コレスチ口一ル濃度(Fig・4-4A)rま、C群の146.58:t47.17mg/dLrこ対して、 PM群で

157.24:t37.65mg/dLと有意な差は認められなかった。しかし、 HOL-コレスチロール濃度

(Fig. 4-4B)ri.. c群の30.45土12.66mg/dLに対して、 PM群で46.29土11.62mg/dしと有意に

高い{直を認められた(p<0.05ドニの結果から、しむしコレステ口ール濃度(Fig.4-4C)を算

出したところ、C群で67.31土38.05mg/dしに対して、 PM群で71.88土19.03mg/dしと有意な差

は認められなかった。トリグリセリド濃度(Fig.4-40)(立、C群で、244.0q:t82.74mg/dLrこ対し

て、 PM群で217.88土66.52mg/dLと帯意な蓋は認められなかった。
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Fig.4問4. Effect of dietary PMP on plasma lipid concentrations in KIく回AYmice 

fed normal diet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

Means with a different symbol (*) within each diet group differ (p<O.05). 

See Table 4-1 for details of dietary groups. 
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肝臓中脂麓濃鹿

肝臓中の各脂質濃度を測定した結果をFig.4るに示した。

肝臓のコレステ口一ル濃度(Fig.4-5A)は、C群で7.04:t1.01mg/g Liver wtrこ対して、 PM

群で5.38土1.16mg/gLiver wtとPM群で、有意な減少が見られたが(p<O.01)、ト1)グリセリ

ド濃度(Fig.4-58)は、 C群で19.36土4.57mg/gLiver wtrこ対して、 PM群で19.87土10.93

mg/g Liver wtと有意な謹は認められなかった。

Triglyceride 
日

Cholesterol 
A 

(mg/ 9 liver) 

35 

30 

(mg/ 9 liver) 
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8 

7 
25 

20 

15 

10 

5 

** 
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5

4

3

2

1

0

 
O 

PM c PM c 

巨ffectof dietary PMP on liver lipid concentrations in KK四AYmice fed Fig. 4-5. 

normal diet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

Means with a different symbol (州)"within each diet grou担di官fer(p<O.01). 

See Table 4-1 for details of dietary groups. 
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臆j十酸排?世量および脂鷺濃度

糞中租汁酸排j世量、脂質濃度を測定した結果をFig.4-6に示した。

糞中胆汁酸排濯量(Fig.4-6A)はC群で0.99土0.15ぃmol/しに対して、 PM群で0.80:1:0.14

いmol/しとPM群で有意に低い値を示した(p<0.05)。糞の3レステ口一ル濃度(Fig.4-68) 

!忠 C群で2.41土0.37mg/dayrこ対して、 PM群で、2.73士0.29mg/dayとPM群で増加する傾向

が見られた(p=0.078)。糞中ト1)グリセリド濃度(Fig.4-6C)l氏。群で2.15土0.31mg/daylこ

対して、 PM群で4.84:t1.34mg/dayとPM群で有意に高い{直を恭した(p<O.01)。
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Fig.4・-6.Effect of dietary PMP 0口the fecal ex己retionof Iipids in K~く田AY mice f，εd normal diet. 

Values are means土SDfor 6-7 miむe.

Means with a different symbol withineach diet group differ (* p< 0.05;対 p<0.01).

Seeτable 4-1 for details of dietary groups. 
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腎臓屈囲脂肪での遺伝子発現(adiponec如、TNF-a、AdipoR1..AdipoR2.. PPARy及び

IL-6 mRNA)を測定した結果をFig.4-7rこ示した。

腎臓周囲指肪で、のadiponectin、PPARymRNAの発現量(Fig.4-7A， 0)はC群とPM群

間有意な差は認められなかったが、 PPARymRNAの発現量はPM群で、増加する傾向が

見られた。TNF叫 ..IL-6mRNAの発現量(Fig.4-78， 0)はC群とPM群間有意な差は認め

られなかったが、 PM群で減少する鰻向が見られた。AdipoR1，AdipoR2 mRNAの発現

量(Fig.4-7C)は各群間有意な差は認められなかったが、 PM群で増加する傾向が見られ

Tニ(AdipoR1 mRNA:p口 0.066)
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Fig. 4-7. Effect of dietary PMP on gene expressions in adipose tissue in KK問AY

mice fed normal diet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

Gene expression was normalized using the expression of the s田actingene. 

See Tabl日 4ぺforabbreviation of dietary groups. 
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食生活の変化、特に食の高脂肪化や、運動不足の生活習慣により、エネルギー過剰j状

態闘肥満をきたし、インスリン抵抗性を有する者の数が急増している。インスリン抵抗性は

代謝性疾患、内臓性肥満、高インスリン血症、耐糖能障害、高畠庄などを含め、 2型糖原

病の1次原国として認識されている。

高タンパク質食を摂取するニとによって、肥満やインスリン抵抗性が改善されることが知

られている [144]。また、 Nishizawaらは、 KK-AY系マウスにヒエタンパク質を摂取させる

ことにより、血糖値上昇抑制効果、血中HDL-:::Jレスチ口一ル、アヂィポネクチン濃度の有意

な上昇を報告した [69]0Choiらは、韓国産アワタンパク質を与えるニとにより、血中インス

リン濃度の減少、血中HDL-:::Jレス宇口一ル、アヂィポネクチン濃度の上昇を報告している

[72]0 

そこで本節では、2型糖原病モヂjレKK-AYマウスに対する正常食餌におけるタンパク質含

量が20弘になるようにキピ、タンパク質を摂取させ、マウスの車糖値制御、脂質代謝およびア

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ついて検討した。

5週齢のKK回AYマウスを購入し3日間適応させた後九3週間実験食餌を与えた結果、食餌

摂取量、体重変化量および臓器(肝臓、腎臓、脂肪組織)の重量はコントロール群と有意な

差は認められなかった。しかし、糞排漉量はコント口一ル群と比べ、キピ、タンパク質群で約2

倍増加した。調理加工過程で、生じたあるいは食品材料の本来存査する難消化性タンパク

質、ならびに糖質や脂質など他の成分と複合体を形成して難消化性となったタンパク質成

分を4レジスタントタンパク質と言う。レジスタントタンパク質は、高コレスチ口ール血症の改

善、便秘や肥満の緩解、大腸がんや肝臓がんの発生抑制、腸内有機酸発酵の調節など

が知られている [145]0 従って、キピタンパク質で、糞排j世量及び糞中トリグリセリド排漉量

の増加はレジスタントタンパク質の影響だと推測される。

血糖値、血築中のグルコース、インスリン、アヂィポネクチン濃度の影響は、群間有意な

は認められなかった。一般的に、 2型糖原病はインスリンの介して血糖を除去する能力

が減少して高畠糖症を表し [146]、このような高血糖は2型糖尿病で心血管疾患などの合

併症を進行させる危険因子であると報告されている [147]0KK皿AYマウスは、糖尿病の進

行によって、車紫インスリン濃度が増加し、高インスリン畠症になるマウスであるが [148]、
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本節のキピタンパク質の接取ではインスリン濃度、グルコース濃度の差は見られなかった。

キビタンパク質摂取による血築中総コレスチ口一ル、トリグリセリド、遊離脂肪酸濃度には

者意な差は認められなかったが、 HDL-::Jレスチ口一ル濃度はキピ摂取群で有意に増加し

た (Fig.4-48)02型糖尿病では、血清遊離脂肪酸濃度、VLDし及びLDL-コレスチ口一ル濃

度の増加、 HDL-::Jレスチ口ールの減少が見られ、このような脂質代謝異常症(dyslipide回

mia)の発病!ま正常人に比べて2-4倍高く現す [149]。また、最近の研買は、アヂィポネクチ

ンと HDL-::Jレスチ口一ル濃度聞には強い正の相関関係を恭しているが [150，151]、本節

の結果では、 HDL-::Jレスチ口ールレベルが有意な高まったものの、アヂィポネクチンレベル

には影響を与えなかったため、アヂィポネクチンとHDしこ3レステ口一ルの相関関係は認め

られなかったO

糖原病患者の主要死亡原因の背景にある血管合併症、つまり冠状動脈疾患および脳卒

中において、冠状動脈の挟窄は、総コレス宇田一jレやLDL-コレス宇田ールよりもトリグリセ

リドやHDしコレスチ口一ルとの相闘がより強く認められ、また、 HDL-コレスチ口一ルが低い

ことはLDL-::Jレステ口一ルの上昇の有無に関わらず動脈硬化症の危険を高めることが示さ

れていることから、低HDL-::Jレスチ口一jレは高LDL-::Jレステ口一ル以上に注目すべき危険

因子であるといえる [152，153]0HDL-コレステ口一ルは、肝組織の胆汁酸合成および分泌

に利用され、コレステ口一ルを末梢組織から肝組織へ移動させ由築中コレステ口一ルを除去

するいわゆるコレスチロールの逆転送の機能を有する [154]。本研究ではキピ摂取による

血築中総コレスチ臼ール、トリグリセリド、 LDL-::Jレステ口ール、アヂィポネクチン濃度はコン

ト口一jレと有意な差は見られなかったが、 HDL-::Jレスチ口一ル濃度が増加したことから、キ

ビタンパク質の機能のーっとして、心臓血管や循環系血管の硬化症の予防効果が期待さ

れる。

肝臓中の脂質濃度はキピタンパク質摂取することによって、肝臓中立レステ口一ル濃度の

有意に減少が見られた。植物性タンパク質で、ある大宣タンパク質食を動物性の力ゼイン食

と比較すると、摂取量、体重には差は認めなかったが、血中中性脂肪濃度、遊離脂肪酸濃

度が大草タンパク質食を摂食した群で低下していて、肝臓の脂肪酸合成酵素の遺伝子発

現が抑制されたと報告した [155]。その一因として、脂肪酸合成酵素の転専を詞る

SRE8P-1の発見抑制が考えられる。しかし、本節では、 SRE8Pぺの発見については検討

しなかったため、今後検討する必要があると考えられる。
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脂肪細胞は、体内エネルギーの貯蔵源としての脂肪の産生、貯蔵、分解代謝を行うのみ

だけでなく、刺激に応じてサイトカイン、ホルモンを産生調分泌する組織として機能しており、

それらの機能異常は肥満、糖尿病、脂質代謝異常症等の代謝患者の発症と密接に関連

することから注目されている。近年、脂肪細砲の分化あるいはその脂質園糖質代謝の制御

における食事因子の働きを解明することが望まれている [26，27]。インスリン抵抗性惹起

因子の一つであるTNF四 α、IL叩61ま、アディポネクチン、 PPARy遺伝子の遺伝子発現を転

レベルで抑制していることが知られているが [46-48]、アヂィポネクチンはAdipoRを介し

たAMPK及び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分かっている [42]0Yamauchiらは、田満2型糖尿病モヂルのK比AY

マウスでは高脂肪食による脂肪細胞肥大、肥満に伴って、アヂィポネクチンの発現や分泌

が著しく減少し、インスリン抵抗性が惹組されるが、そニヘアヂィポネクチンを補充すると、

インスリン抵抗性が部分的に改善することを明らかにした [41]。本節の結果では、キピタ

ンパク質摂取によるアヂィポネクチン、丁NF叫 IL-6mRNAの発見量の変化は見られなか

ったが、 PPARymRNA、AdipoR1， AdipoR2 mRNAの発現量はキピタンパク質摂取群

で増加する傾向が明かにされた。

様々なアヂィポサイトカインが脂肪細胞から分泌されているが、本節で、検討した遺伝子の

有意な発現量が認められなかったニとは、検討しなかった遺伝子の相関関係、または力ゼ

イン群とキピタンパク質摂取群間脂肪組織の重量差がなかったためと思われる O

以上の本節の結果から、キビタンパク質には、 KK-AYマウスの血祭HDLーコレスチ口一ル

濃度を上昇させ、また肝臓中コレスチ口一ル濃度を減少させ動脈硬化症の進行を遅延させ

る作用があることが示唆された。
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第2節高脂肪霊童館条件における2型糖尿病宅ヂルKK-AYマ

の車騒{直制御、脂質代謝およびインスリ

くク費

、脂肪組織での遺伝

本章の第1節の実験でlj:， 正常食餌を与えた糖尿病モヂルKKーだ系マウスにおいて、キ

ピタンパク質の摂取!こよりHDL-=:Jレステ口一jレが上昇し、肝臓中3レスチ口ール濃度の減少

の脂質代謝に改善が見られた。日本産ニ戸在来ヒエ及び黒ヒヱタンパク質を接取させた糖

尿病態うツトにおいても、このような効果が見られたことから、ヒエタンパク質が、糖尿病能

を緩和、改善させる可能性が示された [69]0

しかし、2型糖尿病モヂルマウスにおける、一層病状に近い高エネルギー食餌条件での血

糖値制御および脂質代謝、アヂィポサイトカイン発現に及!ます韓国産キピの影響について

は明らかにされていなし¥0本節では、前節の正常食餌条件に対して、ラードを添加し、より

病的状態を起こさせる高脂肪食餌条件で、実験を行った。正常食餌条件に比べて、高脂肪

食餌では、エネルギーの過剰摂取をもたらし、Wistar系うツトやSD系ラット、 C57BL/6J系マ

ウスなど肥満遺伝子を持たない動物においても肥満を誘導し、インスリン抵抗性を惹起さ

せる研究が広く行われている [100，106，139，140，156]。また、糖原病弔ヂル動物に高脂

肪食を摂取させるニとにより、正常食餌条件よりも、代謝マーカーが大きくレスポンスするこ

とが期待される O

最近、脂肪組織は単純に脂肪を貯蔵する組織ではなく、様々なサイト力イン及びホルモン

を分泌する内分泌器官で、脂肪組織から分泌される物質が各組職でインスリン信号伝達

過程に障害を起こすことで2次的にインスリン抵抗性を発生すると報告されている [27，29]0

従って、正常食を摂取していても遺伝的に肥満、糖尿病を発症するKK-AY系マウス!こ、高

脂肪食を摂取させることで、一層の糖および脂質代謝及びアヂィボネクチン、インスリン、

それらの遺伝子発現に大きな影響を及ぼすことが期待されるO

そこで本節では、キピタンパク質摂取によるK比AY系マウスに高脂肪食を与えた時の血

糖値制御、脂質代謝、車中アヂィポネクチン、インスリンレベル及び脂肪組織でのアヂィ

ポサイト力インの遺伝子発現に及ぼす影響を調べた。
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1. 方法

館料の調製

実験食餌は、 AIN-93組成に従って調製したい08]。正常群(C群)、及びG群の20出タンパ

ク質相当量のカゼインに、ラード50%を涼加したHC群、及び20弘タンパク質相当量のタンパ

ク質源としてPMPを添加した銅料群(HPM群)の3群の銅料群とした。

HPM群には制限アミノ酸であるリジンをカゼインのアミノ酸組成に合わせて添加した [78]0

また、キピタンパク質中の含まれている脂質や食物繊維を考慮し、銅料調製時の大R油と

セル口ースの添加量を調整した。

Table 4回4. Diet compositions (g/100g) 

Normal diet 

Casein 

(C) 

PMP 

AIN-93 Salt mixture2 3.5 

AIr¥ト93Vitamin mixtur 1.0 

Soybean oil3 7.0 

Choline bitartrate
3 0.2 

Cellulose1 5.0 

α-Cornstarch 1 12.5 

Cornstarch 
1 37.6 

L-回L‘剛輔輔ヴa‘.輔輔耐耐ゲ鱗'省白

Cystine4 0.3 

Sucrose5 10 

しard3

2AIN-93G diet composition 

3Wako Pure Chemical Industries， 

4Ajinomoto， Tokyo 

5Toyo Sugar Refining， Tokyo 

High-fat diet 

Casein PMP 

(HC) (HPM) 

37.6 

4.3 4.3 

1.2 1.2 

7.0 4.5 

0.2 0.2 

6.2 1.5 

6.9 4.3 

20.8 14.5 

1.2 

0.3 

10 10 

20 20 
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襲験動物及び飼背方法

実験動物には、5週齢のKK-AY系雄マウス(日本クレア)21頭を使用し、第3輩、第1節と同

様の条件にして、個別のステンレスケージにいれて銅資した。購入後3日聞は予備銅苔期

間とし、AIN-93組成カゼイン銅料と7fくを自由接収させ、各群7頭ずつ3群!こ群分け、Table

4-4の銅料で20日間飼育し、体重変化を測定した。飼育期間の18日目から20日目までの

糞を採取し、分析時まで-20
0
Cで保存した。 21日目にマウスを8時間絶食させ、ジエチル

エーテル麻酔下で、次のように解音IJを行った。 O.1M EDTAで、処理したシリンジを用いて、下

大静脈から採血し、出j夜は試験管に移し、40C、3000x 9で15分間の遠心分離を行い、血

紫を分離した。肝臓は生理食塩水で還流した後に採取し、重量を測定した。更に、精巣周

囲脂肪組織を採取し、重量を測定した。分離した血紫、肝臓、脂肪組織は、分析時まで

-80
0
Cで保存した。

臨糖値および0母ττの測定

自糖値の測定

血糖値の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で行った。

ττの測定

OGTTIま、第3章、第2節と同様の方法で、行った。

由柴の分析

1)由競中の総司レスチ口一Jし濃度の測定

血紫中の総コレスチ口一ル濃度測定は、第3輩、第1節と同様の方法で

由競中 口一jレ濃度の測定

血築中のHDL-=:Jレスチ口一jレ濃度測定は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。

3)畠築中のト1)グリセリド濃度の測定
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血柴中のト1)グリセリド濃度測定は、第3輩、第1節と間様の方法で行った。

曲築中

期築中の

リン及びアヂィポネクチン濃度の測定

リン及びアディポネクチン濃度は、第3章、第2節と同様の方法でおこな

ったO

肝臓の脂質分析

村肝臓脂置の抽出

肝臓脂質の抽出は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。

肝臓中のコレスチ日ールj農産の測定

肝臓中のコレステ口一jレ濃度の測定は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。

3)肝臓中のトリグリセリド濃度の測定

肝臓中のトリグリセリド濃度の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で、行った。

中脂質の抽出、阻汁駿排漉量の定量

す}議中脂質の抽出

糞中脂質の抽出は、第3輩、第1節と同様の方法で

糞中の阻j十酸量の測定

糞中の胆汁酸の測定は、第3輩、第1節と同様の方法で行った。

自ール濃度の測定

糞中のコレスチロール濃度測定は、第3輩、第1節と同様の方法で、行った。

糞中のトリグリセリド濃度の測定

糞中のトリグリセリドの漂Ij定は、第3輩、第1節と同様の方法で、行った。
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F曾V曾rs患

す}マウスの脂肪組織から胎脇i

マウスの脂肪組織からtotalRNA抽出は、第4輩、第1節と同様の方法で行った。

Jえの肝臓組織から色討議i設関抽出

肝臓組職からtotalRNAはAGPC法(Acid.;guanidium-phenol-chloroform法)[157]で行

い、肝臓組職中のアヂィポネクチンレセブターの発現量を検討した。

f試薬j

Oenaturing solution (801 0) 

4Mグアニジンチオシアン酸境(Wako)、0.5%)r¥トlauroylsarcosine(ICN)になるように純

水 1M (pH7.0)(こ溶解し、 1Mグエン酸ナトリウム(pH7.0)溶液を2.5mL加え、純水で100

mし!こフィルアップした。ニの溶液を50mL取り、使用時に2-メルカブトエタノール0.35%加え

た。

「方法J

凍結していた肝臓組織約200mgを秤り取り、 2mLの8010rこ加え、ポリト口ンホモジナイ

ザー(KinematicaGmbH 8teinhofhalde Switzerland)を用いてホモジナイズした。操作

は氷上で、行った。ホモジェネートを2mし容遠心チューブ2本!こ800μしずつ移し、チューブ、1本

につき2M酢酸ナトリウム(ゃH4.0)80μし水飽和フェノーjレ800μL、ク口口ホルム:イソアミ

ルアルコール(49:1)160μLを加え、よくボルテックスし、4
0
Cで15分間静置した。その後4

0
C、

15000rpm、10分間遠心分離し、 RNAが溶解している上層(水層)を回収した(約600μし)。こ

の際、下層(有機層)および界面にはONAやタンパク質が溶解しているのど混入しないよう

に注意した。 屈収した上層に各フ口パノーjレ800μLを加え、ボルテックス後四200Cで、15分以

上静置した。その後4
0
C、15000rpm、10分間遠心分離し、上清を取り除き沈殿を得た。4M

塩酸リチウム200μしを加え、ピペッテイング!こより沈殿を溶解させ、 1本のチューブ、にまとめ

て撹持し、40C、15000rpr官、 10分間遠心分離した。沈殿を10mMTrisパ!枯れ~ EOTA/ 

0.50/0 SOS 400μしに溶解した後、グ口口ホルム:イソアミルアルコーjレ400μしを加えボルチ
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ックし、40C、15000r担m、10分間違IL¥分離した。

上清を回収し、2-ブ口パノーjレ400μL、2M酢酸ナトリウム(pH4.0)40μLを加えてボルテッ

クスし、40C、15000rpm、10分間遠心分離して上清を取り除き、沈殿を得た。次に75%ヱタ

ノールを加えてボルチックし、40C、15000rpm、5分間遠心分離して洗浄した後、上清を丁

寧に取り除いた。得られた沈殿を真室乾燥機で約2分間乾燥し、残拝するエタノールを取り

除いた後、 100トlLの純水に沈殿を溶解し、ニのj戒を totalRNA溶液として実験まで-200C

で保存した。

肝臓組織のtotalRNAの定量i立、第4章、第1節と同様の方法で、行った。

合成

cDNAで合成は、第4章、第1節と同様の方法で行った。

ti間告

Real-timePCRは、第4章、第1節と同様の方法で、行った。

統計処理

本実験で得られたヂータの計算および整理は、第3章、第1節と同様の方法で、行った。
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結

高脂肪食餌条件下で、KK回AYマウス!こPMPをタンパク質漉として摂取させるニとで、以

下のように出糖値の上昇を有意に抑制し、血築中のHDL-::Jレスチ口一ル及びアヂィポネク

レベルを有意に上昇させた。買に、脂肪細胞でのアヂィポクチン、 PPARy及びAdipoR

2の遺佳子発現量を有意に高めた。また、高脂肪食餌条件下で、PMPの摂取は血糖値、血

築中インスリン濃度を有意に低下させ、脂肪細胞で、のTNF叫 IL-6mRNA発現量を低下さ

せるニとが明らかとなった。

体重、飼料摂取量、組織重量、糞乾操重量

21日間の飼育による解剖時の体重と総飼料摂取量、組織重量をTable4-5に示した0

21日間の飼育の結果4体重増加量はC群で、12.4士2.3g、HC群で16.9:1:1.2g、HPM群で

18.2土1.9gと高脂肪食を与えた2群で有意に高値を示し、高脂肪食により肥満を誘導するこ

とができたい<0.05)0飼料摂取量に関しては、C群で104.4土11.6g、HC群で、78.6:t7.93g、

HPM群で、86.5:t7.33gと高脂肪食を与えた2群で、有意に低値を示した(p<0.05)0 体重100

g中肝臓重量はC群で、5.57土0.42g、HC群で、5.67:t0.75g、HPM群で5.89土0.29gと3群で、有

意な差は認められなかった。腎臓重量はC群で1.41土0.13g、HC群で1.20:t0.1旬、HPM群

で1.15土0.09gと高脂肪食を与えた2群で、有意に高値を示した(p<0.05)。体重100g中精巣

周囲脂肪組織重量、腎臓周囲脂肪組織重量はそれぞれC群で、2.77土0.6句、1.27:t0.2旬、

HC群で3.28土0.1句、 1.16土0.23g、HPM群で、3.45士0.44g、1.23土0.21gと3群間で有意な差

は認められなかった。また、糞乾燥重量はC群で、0.58土0.07g、HC群で、0.62土0.21g、HPM

群で、0.99土0.05gとHPM群で、有意に上昇したい<0.05)0 
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丁目ble4四5圃 巨ffectsof dietary PMP on body-weight gain， food intake， tissue 

and dried feces weights in KK国AYmice fed highイatdiet 

c HC HPM 

Initial weight (g) 23.6土2.3 23'.3:1:2.2 23.3土1.9

Finalweight (g) 36.0土1.6a 40.3:1:1.2b 41.6土1.9b

Weight gain (g/21 d) 12.4土2.3a 16.9土1.2b 18.2土1.9b

Food intake (g/21d) 104.4土11.6a 78.6土7.93b 86.5土7.33b

Triglyceride/HDL-cholesterol 2.84土0.29 3.16土0.81 2.79土0.59

Liver weight (g) 2.01 :l:0.17a 2.29:1:0.30ab 2.46土0.20b

Kidneys weight (g) 0.51土0.06 0.48:1:0.07 0.48:1:0.04 

Adipose tissue wt. (g) : 

Epididymal 1.0O土0.25a 1.32土0.07b 1.44土0.19b

Perirenal 0.46:1:0.08 0.47:1:0.10 0.51土0.10

Dried feces (g) 0.58土0.07a 0.62土0.21a 0.99:1:0.05b 

Tissue weightl100g body wt. 

Liver weight (g) 5.57土0.42 5.67:1:0.75 5.89土0.29

Kidneys weight (g) 1.41土0.13a 1.20土0.19b 1.15土O.Ogb

Adipose tissue wt. (g) : 

Epididymal 2.77土0.66 3.28土0.19 3.45土0.44

Perirenal 1.27土0.20 1.16土0.23 1.23土0.21

Dried feces (g) 1.60土0.31a 1.55:1:0.54a 2.40土0.12
b

Values are means土 SDfor 6-7 

Means with a different letter (a，b) within' each diet group differ (p<0.05). 

See Table 4田4for details of dietary groups. 
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Oral glucose tolerance te討の結果と血糖上昇下面積(AUC)をFig.4-8に示した。

Oral glucose tolerance test (Fig. 4-8A)rふグルコース投与後120分間まで3群聞で有

意な血糖値の上昇抑制は認められなかった。また、血糖上昇下面積(AUC，Fig. 4-88) 

は、 C群で17.7:t9.9mg'miηIdL、HC群で18.6土8.7mg'min/dL、HPM群で12.8土4.2mg'

min/dしと3群間で、有意な蓋は認められなかった。

Fig. 4問8. 在ffectof dietary PMP on blood glucose response at OGTT and 

AUC in KK-AY mice fed highイatdiet. 

Values are means:tSD for 6四7mice. 

See Table 4回4for details of dietary groups. 
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自檎{直経時変化、車中

銅育期間中の血糖値の経時変化と、飼背終了日の血中グjレ3ース濃度をFig.4-91こ示し

た。

餌宵1..2.. 3週間の血糖値(Fig.4-9A)r立、C群で、264.57士77.5mg/dL..283.0:t133.49mgl 

dl園、 324.2土99.56mg/dL..HC群で403.86士161.89mg/dし457.86土161.47mg/dL..505.29 

土145.37mg/dL..HPM群で304.57土139.25mg/dL..501.29士42.66mg/dL~ 385.14土122mg

IdしとHC群と比較してC群、 HPM群で有意な血糖値の上昇抑制が認められた(p<0.05)。

しかし、 HC群とHPM群の聞には有意な差はなかった。また、飼育終了日の車中グルコース

濃度(Fig.4-9B)は、 HC群で505.29土145.37mg/dLIこ対して、 HPM群で385.14士122mg/

dしと有意な劇糖値の上昇抑制が認められた(p<O.05)。

A 日

Time四cours日 ofthe blood glucose Blood glucose 

(mg/dL) (mg/dL) 

700 700 b 

600 600 

500 500 
a 

400 400 

300 300 

200 200 

100 100 

O O 

O 7 14 21 c HC HPM 
days 

Fig.4皿9.Effect of dietary PMP on blood glucose levels in KK皿AYmice fed 

highイatdiet. 

Values are means土SDfor 6四7mice. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

See Table 4回4for details of dietary groups. 
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血中

血中インスリン、アヂィポネクチン濃度を測定した結果をFig.4-10に示した。

PMP餌料の摂取によって、車中インス1)ン濃度(Fig.4イOA)は、 C群で9.51土4.51ng/mL， 

HC群で10.11士2.86ng/mしに対してHPM群で、6.33土2.57ng/mしとC群、 HC群と比べてHPM

群で帯意に低下した(p<0.05)0一方、血中アヂィボネクチン濃度(Fig.4-1 OB)l~土、 C群で

30.9:t17.8μg/mL， HC群で10.5土2.4μg/mLrこ対してHPM群で、28.7士9.2μg/mLと、 HC群と

比較してC群、 HPM群で有意に高まった(p<O.01)o

A 日
Insulin Adiponectin 

(ng/mL) (μg/閉L)
16 i 60 
a 

現
50 I 2ヨT 

12 

10 
40 a 

30 

20 
4 

2 ~ I 10 

O O 

HC . HPM c HC HPM 

Fig. 4-10. Effect of dietary PMP on plasma insulin and adiponeetinconcent問

rations in KK-AY mice fed highイatdiet. 

Values are means土SDfor 6皿7'mic♀. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<0.05). 

See Table 4-4 for details of dietary groups. 
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車柴中脂質濃度

血築中の各脂質濃度を測定した結果をFig.4-11に示した。

PMP飼料の摂取によって、総司レス宇田ール濃度(Fig.4-11A){~士、 C群で173.1 土24.3mg/

dL， HC群で190.9士43.8mg/dL，HPM群で229.0士55.4mg/dしとHPM群で、有意に高い{直を

示したい<0.05)0 HDL-::Jレス宇田ール濃度(Fig.4-118)も同様に、 C群で62.18士8.52mg/

dL， HC群で56.04土11.93mg/dL，HPM群で68.65土13.53mg/dしとHPM群で有意に高い値

を示した(p<0.05)0 トリグリセリド濃度(Fig.4-11C){~土、 C群で254.62土97.21mg/dL 、 HC

群で293.59士138.35mg/d~ ， HPM群で225.90土91.69mg/dLと3群間で、有意な差は認めら

れなかった。
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四 11.Effect of dietary PMP 0口plasma lipid concentrations in K~く由AY mice fed high-fat diet. 

Values are means:tSD for 6四7mice. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group di宵er(p<O.05). 

See τable 4-4 for details of dietary groups. 
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肝臓中脂質濃度

肝臓中の各脂質濃度を測定した結果をFig.4-12に恭した。

肝臓のこヨレステ口一ル濃度(Fig.4-12A)(~上、 C群で4.80士1.47mg/g Liver wt、HC群で

5.62士1.39mg/gLiver wt. HPM群で4.44:t1.39mg/gLiver wtとC群、 HC群と比べて

HPM群で、低い傾向が認められた(p=0.069)0 

ト1)グリセリド濃度(Fig.4-128)は、C群で43.65:t11.62mg/gLiver wt.. HC群で133.45土

54.78mg/g Liver wt.. HPM群で157.56士31.46mg/gLiver wtと高脂肪食群で、有意に高

値を示したがい<0.01)、 HCとHPMの飼料群簡には有意な差は見られなかった。

(mg/g liver) (mg/g liv告r)
8 r 200 

180 

160 
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: t内 120 
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EO 

省

hu

HC HPM 

Fig. 4-12. Effect of dietary PMP on liver lipid concentrations in KK田AYmice 

fed high四fatdiet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

Means with a different letter (a，b) within each diet group differ (p<0.01). 

See Table 4四4for details of dietary groups. 
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中胆汁酸濃度

糞中の胆汁酸濃度を測定した結果をFig.4-13に示した。

糞の胆汁酸濃度は、 C群で0.63:t0.21μmol/L、HC群で0.49:t0.19μmol/L、HPM群で0.55

土0.13μmol/しと各群間有意な差は認められなかった。
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O 
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Fig. 4.;.13. Effect of dietary PMP on the fecal bile acid in KK-AY mice fed 

high回fatdiet. 

Values are means士SDfor 6回7mice. 

See Table 4-4 for details of dietary groups. 
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脂肪組織での遺伝子発現

腎臓周囲脂肪での遺伝子発現(adiponectin，TNF叫， AdipoR1， AdipoR2， PPARy， IL 

-6 mRNA)を測定した結果を、 Fig.4-14rこ示した。

腎臓周囲脂肪で、のadiponectinmRNAの発現量 (Fig.4-14A)は、 C群とHPM群間有意

な差iま認められなかったが、 HPM群でHC群と比べてadiponectinmRNAの発現量が者

意に充進した (p<0.05)0 AdipoR1， AdipoR2 mRNAの発現量 (Fig.4-148， C)はC群

と比べて高脂肪群で、有意に減少したが、 AdipoR1 mRNAの発現量はHC群と比べてトIP

M群で、有意に増加したい<0.05)0TN下回α..IL-6mRNAの発現量 (Fig.4-140、F)は

HPM群で、有意な減少が見られた (p<0.05)0PPARy mRNAの発現量 (Fig.4ぺ4E)は、

C群と比べて高脂肪食群で、有意に減少したが、 HC群と比べてHPM群で有意に増加した。
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Relative mRNA abundance (0/0) : 
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Fig. 4-14. Effect of dietary PMP on gene expressions in adipose tissue in 

KK-AY mice fed high曲fatdiet. 

Values are means土SDfor 6-7 mice. 

Means with a different letter (a，b) within each dietgroup differ (p<0.05). 

Gene expression was normalized using the expression of the s-actin gene. 

See Table 4-4 for details of dietary groups. 
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肝臓組織での遺低予発現

肝臓での遺伝子発現(AdipoR1，AdipoR2 mRNA)を測定した結果をFig.4-15に示した。

肝臓でのAdipoR1及びAdipoR2mRNAの発現量は、各群間有意な差は認められなか

ったが、 HC群で、G群およびHPM群と比べてAdipo問、AdipoR2の発現量(Fig.4-15)が低

下する傾向が見られた(p=O.08)。

Relative mRNA abundance (0/0) : 
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Fig. 4-15. Effect of dietary PMP on gene expressions in liver in KK-AY mice 

fed high fat diet. 

Values are means::tSD for 6-7 mice. 

Gene expression was normalized using the expression of the s-actin gene. 

See Table 4-4 for details of dietary groups. 

128 



3. 

肥満は、過食、エネルギーの接取過剰、運動不足などのエネルギー消費のアンバうンスで

じ、インスリン抵抗性惹走塁させ、様々な代謝異常を引き起こすことが広く認められている

[158] 0 

本節では、第1節の正常食餌条件とは異なり、2型糖尿病苦ヂルであるKK回AYマウスを用

いて、 2型糖尿病モデル動物にとって、一属病状を葱き起しやすい高脂肪食餌を与え、重

度の糖尿病の状態に対するキピタンパク質の出糖値制御、脂質代謝改およびアヂィポネ

クチン、インスリンレベル、遺伝子発現について検討した。KK-AY系マウス!ま、遺伝的!こ2

型糖尿病を自然発症するため、正常食下でも肥満2型糖原病を発症するモデル動物であ

る。高脂肪食はエネルギー過剰状態をもたらし、 C57BL/6JマウスやWistar系ラットなど、肥

満遺伝子を持たないモヂルにも、肥満や糖、脂質代謝異常を惹起するニとが知られている。

また、KK聞AY系マウスに高脂肪食を与えることで病態が増悪化し、正常食を与えた食鰐条

件よりも、一層大きなレスポンスで皮応を見ることができることが報告されている [72，83]0

本節で、このような高脂肪食餌条件下で、実験を行った結果、キゼタンパク質の摂取は、血

糖値および凪築中インスリン濃度を荷意に低下させ(Fig.4-9，10)、買!こHDL-コレスチ口一

ル、アヂィポネクチン濃度(Fig:4-10，4申 11)および脂肪組織でのアヂィポネクチン、 PPARy、

AdipoR1， AdipoR2遺伝子発現量を高める結果を示した (Fig.4-14)。

本節では、高脂肪食により、脂肪の過剰摂取とそれに伴うエネルギー過剰状態を招くこと

から、正常食群と比べて、高脂肪食で銅料摂取量が減少したが、体重増加量は高まった。

ニのような高脂肪食餌条件でのOGTTの結果は、高脂肪食による耐糖能の悪化は観察さ

れなかったが、最終日血糖値はキピタンパク質摂取により有意に低下した CFig.4-98)。

本節の結果と同様に、韓国産アワタンパク質濃縮物を肥満型2型糖尿病モヂルKK-AY系

マウス!こ与えることにより、血中インスリン濃度の減少、血中HDL-::Jレスチ口一)I，.t..アヂィポ

ネクチン濃度が上昇することが報告されており [72]、更に日本産ヒエのタンパク質濃縮物

を摂取させるニとにより、車糖値上昇抑制効果および車中HDし-::Jレスチ回一ル、アヂィポネ

クチン濃度が高まるニとが示されている [69]0本節で観察された上記の結果は、これらの

韓国産アワや日本産ヒエタンパク質の効果を支持していることがわかった。

植物性タンパク質がコレスチ口一ル代識に対して改善効果があるニとはよく知られている
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が [100四 102]、Wistarうツトに大聖タンパク質を与えた持、血築中アヂィポネクチン濃度と

指肪細胞でのアヂィポネクチン遺伝子発現が増加したが、血築中グルコース、インスリン濃

度には変化が見られなかったニとが報告されている [53]。また、タラのタンパク質および大

室タンパク質をうツトに与えた時、カゼインと比べて曲築中グルコースとインスリン濃度の減

少が見られ，インスリン感受性が改善されることが報告されている [54]0

しかし、本節のキピタンパク質摂取は、カゼイン摂取に比べて、血築中アヂィポネクチン

およびHDL-::Jレステ口一ル濃度が同時に上昇しており、かつインスリン分泌の強い抑制を

示した(Fig.4-10， 11)。 これらの結果は、インスリン抵抗性が改善されているニとを示唆

していると思われるo

HDL-::Jレステ口一jレは、肝組織での胆汁酸合成および分泌に利用され、コレステ口一ルを

末梢組織から肝臓に輸送させ血策立レスチ口一jレを除去させる3レスチ口一ル逆転送の機

能を有する [154]。血中中性脂質濃度の増加によって血中HDL-コレスチ口一jレ濃度が{底

下し、コレス宇田一ル逆転送の力イ口ミク口ンレムナントの含量を増加させることによる冠状

動脈疾患の主要原因になると報告されている [159]。また、 HDL-::Jレステ口一jレレベルの

低下は、インスリン非依存性糖尿病である2型糖尿病における中性脂肪凪症を惹起される

ことは良く知られている [116]0 

HDL -::Jレステ口一jレとアヂィポネクチン濃度には相関性があるニとが良く知られている。

アヂィポネクチン濃度の上昇はHDLーコレスチ口一ル濃度を上昇させ、 2型糖尿病患者での

心血管疾患を改善し予防することが報告されている [150，160]。血中トリグリセリド/HDL

3レステ口一jレ比ri..インスリン抵抗性の有用な指標として知られており [161]、本節では
高指肪食群間の有意な差は認められなかったが、キビタンパク質摂取群で低下傾向が観

察されており、高脂肪食餌条件下におけるインスリン抵抗性が緩和されているニとを示して

いる(Table4-5)。

高脂肪の食餌条件下で、脂肪細砲での遺伝子発現に対する影響を調べた結果、キピタ

ンパク質の摂取は、アヂィポネクチン、制ipoR1，PPARy mRNAの発現を有意に高め、

TNF-a、IL-6mRNAの発現を有意に減少させるニとがわかった(Fig.4-14)0 AdipoR1もしく

はAdipoR2の培養細胞への発見は、 globularアヂィ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、イポネクチンによるAMPK、ゃ38MAPKおよびPPARαの

活性化を高め、脂肪酸燃焼および糖取り込みの促進するニとが知られている [42，43]。イ
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ンスリン抵抗性惹起困子の一つで、あるTNF-arま、アヂィポネクチンの遺伝子発現を転写レ

ベルで抑制することが知られており [35]、田満者における血中アヂィポネクチン低下の機

序のーっとして、このすNF目αのアヂィポネクチン抑制作用を挙げることがで、きる。本節のキ

ピタンパク質摂取は、アヂ、ィポネクチン mRI¥仙の発現を有意に高め、TNF回αmRNAの発

現を有意に減少させるニとによって、血中のアヂィポネクチンレベルを上昇させることにな

る。

アヂィポネクチンやすNF叫 mR~仏レベルの影響は、脂肪細胞の肥大化による分泌機能

の変化が知られているが [35]、本節では脂肪組織の重さは各群間有意な差は認められ

なかったため、キピタンパク質が脂肪細胞の大きさと分化に及ぼす影響を検討する必要が

あると考えられる。

以上の本節における実験結果から、キピタンパク質の撲取は、 KK田AYマウスの血祭HDL国

コレステ口一ル、アヂィポネクチン濃度を高め、脂肪細胞での善韮アヂィポサイト力インであ

るアヂィポクチン、PPARy、AdipoR2mRNA発現量の上昇、また、血糖値、車築中インス

リン濃度、悪アヂィポサイト力インで、あるTNF官、IL-6'mRNA発現量を低下させるニとが

明らかにされた。従って、高脂肪食餌条件下におけるより病態の増悪化状態においては、

キピタンパク質は、車糖値こコント口一jレを改善し、動脈硬化症の進行、また2型糖尿病、イン

スリン抵抗性改善、緩和、i屋建させる機能が有するニとが示唆された。
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