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略語一覧

本論文で用いた略語を以下にまとめた。

ACE 

Acly 

AGEs 

Akt 

ALT 

Angptl4 

AST 

AUC 

CAT 

CPT 

Cyp7a1 

Cyp17a1 

Cyp51 

DBP 

DEPC 

dNTP 

DTNB 

DTT 

EDTA 

ENaC 

FAS 

FAB瓜!IS

angiotensin 1一convertingenzyme (アンギオテンシン I変換酵素)

gene symbol of ATP citrate lyase (ATPシトレートリアーゼの遺伝子シンボル)

advanced glycation endproducts (糖化最終産物)

protein kinase B (プロテインキナーゼB)

alanine amino transferase (アラニンアミノトランスフエラーゼ)

gene symbol of angiopoietin-like 4 (アンジオボエチン様タンパク質 4の遺伝シン

ボル)

aspartate amino transferase (アスパラギン酸アミノトランスフエラーゼ〕

area under the curve (曲線下面積)

catalase (カタラーゼ)

carnitine palmitoyl transferase (カルニチンパルミトイルトランスフエラーゼ)

gene symbol of cytochrome P450， family 7， subfamily a， polypeptide 1 (シトク

ローム P450，ファミリー7，サブユニット a，ポリペプチド 1の遺伝子シンボル)

gene symbol of cytochrome P450， family 17， subfamily a， polypeptide 1 (シト

クローム P450，ファミリ -17、サブユニット a，ポリペプチド 1の遺伝子シンボ

ル)

gene symbol of cytochrome P450， subfamily 51 (シトクローム P450，サブファ

ミリー51の遺伝子シンボル)

diastolic blood pressure (拡張期血圧)

dietyl pyrocarbonate (ジエチルピロカーボネート)

2'-deoxyribonucleoside 5'-triphosphate (デオキシヌクレオシド 3リン酸)

dithio bis・2-nitorobenzoic acid (2-ニトロ安息香酸)

dithiothreitol (ジチオトレイトール)

ethylenediaminetetraacetic acid (エチレンジアミン四酢酸)

epithelial Na+ channel (上皮型ナトリウムチャンネル)

fatty acid synthase (脂肪酸合成酵素)

fast Atom Bombar由 nentMass Spectrometry (高速原子衝撃質量分析装置)
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gene symbol of glucokinase (グルコキナーゼの遺伝子シンボル)

Goto・Kakizakirat (後藤・柿崎ラット)

glucokinase (グルコキナーゼ)

glucose transpoter 4 (グルコース輸送担体 4型)

glucose-6-phosphatase (グルコースー6-フォスファターゼ〕

gene symbol of glucose-6・phosphatase(グルコース・6フォスフェートデヒドロ

ゲナーゼの遺伝子シンボル)

glucose-6-phosphate dehydrogenase (グルコース-6・フォスフェートデヒドロ

ゲナーゼ)

GPDH glycerol-3・phosphatedehydrogenase (グリセロール3フォスフェートデヒドロ

Fdft1 

FFA 

Foxo1 

Gck 

GKrat 

GLK 

GLUT4 

G6Pase 

G6pc 

G6PD 

x

H

関

D

A

Q

U

Q

U

 

G

G

G

 

HbAlc 

HEPES 

HDL-C 

H202 

HPLC 

Hnf4α 

HSL 

gene symbol of farnesyl disphosphate farnesyl transferase 1 (ファルネシル2

リン酸ファルネシルトランスフエラーゼ 1の遺伝子シンボル)

free fatty acid (遊離脂肪酸)

gene symbol offorkhead box 01 (フォークヘッド転写因子の遺伝子シンボル)

ゲナーゼ)

glutathione peroxidase (グルタチオンペルオキシダーゼ)

reduced glutathione (還元型グルタチオン)

oxide glutathione (酸化型グルタチオン)

hemoglobinAlc (ヘモグロビンAIC)

4・(2・hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (4・(2・ヒドロキシエチル)

-1・ビペラジンエタンスルフォン酸)

high density lipoprotein cholesterol (高密度リボタンパクコレステロール)

hydrogen peroxide (過酸化水素)

high Performance Liquid Chromatography (高速液体クロマトグラフィー)

hepatocyte nuclear factor 4α(肝細胞核因子4αの遺伝子シンボル)

hormone sensitive lipase (ホルモン感受性リバーゼ〕

liquid chromatography electrospray ionization I mass spectrometric (液体ク

ロマトグラフ質量分析装置)

LDL-C low density lipoprotein cholesterol (低密度リホタンパクコレステロール)

LCIMS 

LPL lipoprotein lipase (リポプロテインリバーゼ)
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MeCN 

MeOH 

NA 

NMR 

OGTT 

8-0HdG 

acetonitrile (アセトニトリル)

methanol (メタノール)
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oral glucose tolerance test (経口グルコース耐性試験)

8・hydroxydeoxyguanosine(8・ヒドロオキシグアノシン)

pyroglutamic acid (ピログルタミン酸)

gene symbol of pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 (ピルベートデヒド

ロゲナーゼキナーゼアイソザイム 4の遺伝子シンボル)

Pfkbl gene symbol of 6・phosphofructo・2-kinaze/fructose-2，6-biphosphatase (6・フオ

P 

Pdk4 

スフォフルクトー2-キナーゼ/フルクトースー2，6-ピフォスファターゼの遺伝子シ

ンボル)

6PGD 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-フォスフォグルコネートデヒドロゲナ

ーゼ)

phospholipid (リン脂質)

phosphoinositide 3-kinase (ホスホイノシチド与キナーゼ)

phosphatidylinositol (3，4，5) trisphosphate (フォスファチジルイノシトール

(3，4，5) 3リン酸)

Pten phosphatase and tensin homolog (フォスファターゼとテンシンの相同蛋白の遺

PL 

PI3K 

PI (3，4，5)P3 

SBP 

SHR 

TBARS 

T-Chol 

TG 

TFA 

TNF-α 

TRG 

伝子シンボル)

systolic blood pressure (収縮期血圧)

spontaneously hypertensive rat (高血圧自然発症ラット)

thiobarbituric acid reactive substances (チオパルビツール酸反応物)

total cholesterol (総コレステロール)

triglyceride (トリグリセリド)

trifluoroacetic acid (トリフルオロ酢酸)

tumor necrosis factor-α(腫蕩壊死因子α)

trigonelline (トリゴネリン)
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第 1章序説

1.1 本研究の背景

厚生労働省から発表された「平成 18年国民健康・栄養調査の概要Jによると、「高

血圧症有病者」は約 3970万人、「正常高値血圧者」は約 1520万人で、合計すると約

5490万人であり、生活習慣病のなかでは最も頻度の高い病気である。一方で、高血圧

は脳血管障害や冠動脈疾患など重要な心血管疾患の最も強く重要な危険因子となり、

2008年 4月より開始された特定健診・特定保健指導の基本コンセプトであるメタボリ

ツクシンドロームの構成因子としても高血圧は重要な構成基礎疾患となっている。この

ように，わが国において高血圧は、心血管疾患の直接的な原因基礎疾患として重要であ

り、加えて糖尿病、慢性腎臓病など代謝性疾患とも密接な関連を有して、間接的にも心

血管疾患発症に与っている。高血圧は，まさに生活習慣病の中心として，その管理がわ

が国において大きな課題である。それにも関わらず、 40~74 歳での「高血圧症有病者J

の中で薬物療法を受けている人は半数弱と報告され、たかが高血圧と侮られがちである

が、血圧を適正値にすることで合併症は抑える事ができる。

また糖尿病も年々増加している。下表は平成 19年度 国民健康・栄養調査結果の概

要をまとめた一部である。

平成 9年 平成 14年 平成 19年

「糖尿病が強く疑われる人J 約 690万人 約 740万人 約 890万人

「糖尿病の可能性が否定できない人」 約 680万人 約 880万人 約 1320万人

「糖尿病が強く疑われる人Jと「糖尿病
約 1370万人 約 1620万人 約 2210万人

の可能性が否定できない人J

(平成 19年国民健康・栄養調査結果の概要より)

平成 19年度では、糖尿病が強く疑われる人は約 890万人、可能性が否定できない人を

合わせると約 2，210万人と推計されている。一方 10年前の平成 9年度の調査では糖尿
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病が強く疑われた人が約 690万人、可能性を否定できない人と合わせると約 1370万人

であったことを考えると、 10年前よりも確実に増加している。

こうした背景でいかに健康に生活の質を保ちながら生き抜くか、それが今後のテーマ

となりえるだろう。医食同源とは中国の『体によい食材を日常的に食べて健康を保てば、

特に薬など必要としない』という薬食同源の考えをもとにした言葉である。日常の食事

で忍び寄る病を予防もしくは改善することが出来れば、テーマに沿えるのではないだろ

うか。

1.2 本研究の目的

本研究での目的は 2つある。ひとつは、身近な野菜の中からアンギオテンシン I変換

酵素 (ACE)阻害活性が高いものをスクリーニングする事である。背景でも述べたよう

に高血圧患者は生活習慣病の中でも占める割合が高いため、 ACEの働きを阻害するよ

うな成分を含む食品素材の日常における摂取は高血圧症患者の減少、ひいては生活習慣

病の予防に有効であると期待できる。

スクリーニングの結果、南瓜に高いACE阻害活性が確認されたので、さらに南瓜に

ついて他の機能性を探索する目的で抗糖尿病効果に注目して検討を行った。

1.3 南瓜成分の既往の研究

今回実験に用いた南瓜は、高血圧を抑制する ACE阻害活性を測定したところ、高い

阻害率を示した事から実験テーマとしたものである。

南瓜の食の歴史は古く、天文 10年 (1541年)に大分に漂着したポルトガル船が、大

名の大友宗麟にカンボジア産の南瓜を贈ったのが日本での最初とされている。南瓜はウ

リ科であり、甘味が少なく繊維の多い日本かぼちゃと、甘味が強くほくほくした西洋か

ぼちゃの 2種があり、野菜の中では、もっともデンプンに富んでいるために、カロリ

ー源として利用されることもある。このデンプン含量が南瓜の風味と密接な関係があり、

デンプン含量が多いものほど品質がよいといわれている (1)。成分としては、 pカロテ
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ンが多く含まれる (700~3900 mg/可食部 100g)他、 Ca(15~20 mg/100 g) 、 Mg(15~25

mg/100 g)、K(400~450 mg/100 g)が多いのも特徴である(2) 。また冬至に南瓜を食

べる習慣は日本各地で伝承されていて、冬至に食べると中風にかからないとの俗信があ

るがJ定かではない。

南瓜の代表的成分としてのpカロテンは、抗酸化作用や癌の予防効果を有することが

報告されているの-5)0 sカロテンを多く摂取する国では肺、結腸、前立腺、子宮頚部、

乳癌などの擢患率が低いとされている (6)。また高血圧において報告があるy-アミノ

酪酸(GABA) も南瓜に含まれているが (7)、この血圧降下作用は、末梢の交感神経系

の充進の抑制によるものと推察されている (8)01型糖尿病において南瓜中のタンパク

結合ポリサッカライドは血清インスリンレベルを上げるという報告 (9)や

pumpkin-seed oilが血圧降下作用 (10)、脂質低下作用 (11)を有するという報告もあ

る。しかし、 2型糖尿病における効果については報告がみられない。

本研究の目的のひとつは高い ACE阻害活性を有する野菜を見出すことであるが、南

瓜の ACE阻害活性についてはこれまでに著者らの報告以外見られない。南瓜から ACE

阻害物質を探索したところ、効果成分としてニコチアナミンが単離・同定された。本物

質はすでにモロヘイヤや明日葉、大豆、ハヤトウリからも血圧降下作用物質として単離

同定されている (12・16)。

またニコチン酸やトリゴネリン、そしてピログルタミン酸の抗糖尿病作用について、

詳細な報告はない。ニコチン酸は抗高脂血症薬として臨床でも使用されているが、その

作用機序にまだ不明な点が多い。現在のところニコチン酸には肝臓でのコレステロール

合成の抑制や中性脂肪の分解の促進作用が機構のひとつとして考えられている

(17，18)。またこれらの効果は低密度リボタンパクコレステロール値を上昇させ (19)、

高脂血症の予防に有効であり、長期投与ではインスリン感受性に保つとの報告もある

(20)。一方、トリゴネリンは認知機能改善作用 (21，22)や抗癌作用 (23)のあること

等が報告されている。トリゴネリンについてはコーヒーにも含まれているが、 2008年

に糖尿病マウスの聴覚性神経障害をコーヒーが改善し、その有効成分がトリゴネリンで

6 



ある可能性が報告された (24)。しかし作用機序も含め明確にトリゴネリンの抗糖尿病

効果の検討はされていない。ニコチン酸とトリゴネリンは構造が類似しており、メチル

基とフ。ラス荷電を有する点で異なっている。コーヒーでは倍煎によりトリゴネリンの一

部がニコチン酸へと変化することが知られているが (25)、インスタントコーヒー2g 

には、トリゴネリン 5~15 mg、ニコチン酸が 0.2~ 1.2 mg含まれているとの報告もある

(26)。一方、人体ではニコチン酸は体内で主に N1-メチルー2・ピリドン司5-カルボキサミ

ド (NMPC)とN1-メチルニコチンアミドに変換され排植されるが、一部はトリゴネリ

ンに変換されると報告されている (27-30)。湯山らはヒト及びラットにおける NMPC

の排植量とトリゴネリンの体内動態について検討し、普通食でもトリゴネリンが尿中に

排植されること、またニコチン酸、トリゴネリンを投与すると NMPC、トリゴネリン

の排世量が増加することを報告した (30-32)。これらのことから、ニコチン酸とトリ

ゴネリンのどちらがより効力を持つのか大変興味のあるところである。しかし効力の違

いを示したデータは少なく、 lnη・troにおける水酸ラジカル (OH.)、一酸化窒素ラジ

カル (NO・)、 1，1-ジフェニル・2・ピクリルヒドラジルラジカル (DPPH・)に対するラジ

カル消去能の比較では、 トリゴネリンがニコチン酸よりも低い結果が得られている

(33)。

ピログルタミン酸はグルタミン酸のカルボキシル基とアミノ基が分子内縮合反応を

起こして、ラクタム(カルボキシル基とアミノ基が分子内において脱水縮合し、環を形

成した化合物の総称)構造のアミノ酸である。このアミノ酸は、様々なタンパク質で見

られており、現在知られている機能性としては、神経障害防止 (34)、抗腫療、抗転移

作用 (35)が挙げられている。しかしながらその糖尿病改善作用や脂質代謝への影響に

関する報告はなされていない。

このようなこれまでの報告や本研究において明らかにされた南瓜成分に関わる研究

から、南瓜の血圧上昇抑制作用、糖尿病の充進制御作用、さらにはこれらに関わる成分

の同定と作用機序の解明は生活習慣病の予防に寄与する点が大きいと考え、1.4で述べ

る一連の研究を行った。
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1.4 論文構成

本論文は以下の 9章から構成され、論が展開されている。

第 1章「序説Jでは、本研究を行うに至った背景、既往の研究、目的および論文構成

について記述した。

第 2章「野菜のACE阻害活性測定Jでは普段食卓にのぼる身近な野菜の中から高血

圧の上昇抑制に有効なものを見出すことを目的とし、それら lnげtroにおける ACE阻

害活性を測定した。

第 3章「南瓜の高血圧降下作用検討」では第 2章で高い ACE阻害活性を持つことが

明らかになった南瓜濃縮物について、その単回投与が高血圧自然発症ラット (SHR)の

血圧に及ぼす影響、および症例別に分けた場合の影響の違いについて検討した。さらに

は連続投与が血圧に及ぼす影響について、血清脂質レベルへの影響も合わせて SHRを

用いて検討した。

第 4章は南瓜から血圧降下作用物質の探索・単離・同定を行った。

第 5章では南瓜濃縮物の糖尿病の克進に対する抑制作用の有無について、非肥満糖尿

病モデル、 Goto-Kakizaki(GK)ラットを用いて検討した。

第 6章は南瓜から糖尿病の充進に対する抑制物質(抗糖尿病作用物質)の探索・単

離・同定を行った。

第 7章では第 6章で単離・同定されたニコチン酸 (NA)、トリゴネリン (TRG)につ

いて糖尿病の充進抑制作用(抗糖尿病効果)を非糖尿病ラットや非肥満2型糖尿病モデ

ルとしての GKラット、また肥満糖尿病モデルである KK-AYマウスを用いて検討を行

った。

第 8章では南瓜に見出されたピログルタミシ酸 (P)の抗糖尿病効果とその作用機構

について第 7章と同様に Wistarラット、 GKラット、KK-AYマウスを用いて検討した。

第 9章「総括」では、本論文の内容を総括して考察を加えた。
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第 2章野菜の ACE阻害活性測定

2.1 緒言

ACEは、レニンーアンジオテンシン系において不活性なアンジオテンシン IのC末

端側の His-Leuを切断し、血管収縮などの強い血圧上昇作用を有するアンジオテンシ

ンEを生じさせ、また同時にカリクレインーキニン系においては強い血管拡張作用を有

するブラジキニンを分解に関わる昇圧系酵素である(参照 Fig.2-1・1)。この ACEの働

きを阻害することにより高血圧を防ぐ事が期待できる。

そこで日常摂取する機会の多い野菜の中から、まずは高い ACE阻害活性を有する野

菜のスクリーニングを行った。 ACE阻害活性をもっ臨床薬であるラミプリルやカプト

プリルは副作用として空咳が挙げられる (36，37)0 ACE阻害活性を有し高血圧降下作

用を示す食品は多く報告がされているが (38-41)、この活性の高い野菜を摂取するこ

とは高血圧の予防のみならず、副作用を回避する上でも効果的と考えられる。

2.2 実験方法

アスパラガス、ナス、セロリ、トマト、ニラ、南瓜は市販品を使用した。可食部 50g 

に蒸留水 200gを添加してホモジナイズし、遠心分離 (900X g， 30 min，室温)後の

上清を測定サンプルとした。ポジティブコントロールとしてACE阻害医薬品であるカ

プトプリル (50n1¥めを使用した。

ACE限害活性は Cushman&Cheung(42)の変法で測定した。測定サンプル 15μl

に 125mMホウ酸バッファー (pH8.3、608mMNaCl含む)に溶かした基質 (7.6mM  

Hippuryl-L-histidyl-L-leucine) 125μlを加え、 5分間 370Cで加温した。次いでホウ酸

バッファーに溶解した 60mMのACE溶液 50μlを添加し、 37
0

Cで 30分インキュベー

トした。反応は 1NHCl 125μlを加えて停止し、その後酢酸エチル 750μIを加え生

成した馬尿酸を振とう抽出した。遠心分離 (900X g， 10 min， 15
0

C)で上清の酢酸エ

チル層を 250μl採取し、完全に乾回した後、蒸留水 1ml加えて境持して馬尿酸を溶解
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し、 228nmで吸光度 (UV-1200SHlMADSU)を測定した。測定サンプルに 228nm 

の吸収を示す化合物が含まれる場合のあることを考慮、し、予め反応停止液の HClを添

加して同様に処理し得られた測定値をブランクとした。

阻害率は 3回測定して得られる値の平均土SEMとして示した。

2.3 結果・考察

高血圧を食品、なかでも日常摂取しやすい野菜の摂取によって改善することを目的と

して、身近な野菜の Invitroにおける ACE阻害活性について検討を行った。

可食部 50gについてみると、アスパラガスと南瓜に 89.03%、83.07%と高いACE阻

害活性がある事が分かつた (Fig.2-1・2)。アスパラガスは南瓜よりわずかに高活性であ

ったが、 50gの摂取を考えるとより南瓜の方が容易と考え、本研究では特に南瓜に注

目し、その高血圧作用(降下作用)について検討を進めた。
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Fig.2-1-1 Action mechanism of the angiotensin 1 converting enzyme. 
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3.1.1 緒言

第 3章南瓜の高血圧降下作用検討

第 1節単回投与の検討

第 2章において南瓜が他の野菜よりも高い ACE阻害活性を示したので、本章では動

物における高血圧降下作用の有無について検討した。

3.1.2 実験方法

サンプルは株式会社龍泉堂から提供された南瓜濃縮物を使用した。皮、種子、ワタ

を除いた南瓜可食部に 2倍量の水を加え、マスコロイダー(回転石臼)でペースト状に

した後、スクリューデ、カンターで搾った。搾汁液を 990C、10分間加熱処理を行い、減

圧下加熱にて濃縮し 150メッシュのストレナーでろ過したものを南瓜濃縮物とした。

南瓜 600g (brix 6%)から濃縮物 100g (brix 36%)が得られた。南瓜濃縮物の成分は

100 g中、水分 33g、タンパク質 12g、脂質 0.6g、炭水化物 50.2g、灰分 4.2gであ

った。

本態性高血圧モデルとしての SHRlIzm(日本 SLC9週令オス体重 220-250g) 15 

匹を用いて南瓜濃縮物の単回投与実験を行った。飼育環境は室温 22:t20

C 湿度

40~60% 明暗周期 12 時間(明期 6 : 00-18 : 00)とし、個別ワイヤーケージで飼育を

行った。水は自由摂取とした。ラットは収縮期血圧 (SBP)の平均が等しくなるよう

に4 群に分けた。南瓜濃縮物 0、6.25、12.5、25.0mg (0.5%カルボニルメチルセル

ロース (CMC)1 mlに溶解)を経口投与した (0mg投与群はn=3、他濃度群はn=4)

血圧は、 10時間の絶食後、投与直前 (0h)と投与後 2、4、6、8時間に測定をした。

血圧測定には株式会社ソフトロン社製の非観血式自動血圧測定装置 BP・98Aを用い、

Tail cuff法により行った。ラットは血圧測定前に 37
0

Cで約 10分間の予備保温し、血圧

は連続して 3回測定した。測定値は 3回の平均値として示し、統計処理には一元配置

分散分析 (ANOVA)を用い、有意水準はpく0.05とした。
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3.1.3 結果・考察

第 2章でのスクリーニングにおいて、高い ACE阻害活性を示した南瓜の lflVIVOに

おける血圧降下作用を検討するため、 4づの濃度に調製したサンプルの単回投与を行い

その効果を検討した。

その結果、南瓜濃縮物を投与しなかった群 (0mg)において CMC投与後大きな変動

がみられなかったが、 6.25mg、12.5mg、25mg群では投与 2時間後に有意に低下し、

4時間後では 6.25mg群が低下傾向、 12.5mg、25mg群が有意な低下を示した。 6、

8時間後には群聞に差は見られなかった (Fig.3・1)。また拡張期血圧においても同じ

ように濃度依存的に血圧の低下が見られた。

南瓜にはカリウム (K)が豊富に含まれており、 Kのナトリウム (Na)再吸収抑制に

よる尿中への Na排世増加で血圧降下作用が得られた可能性がある。しかし Kの摂取量

増加に伴う血圧降下については多くの臨床研究において報告されているが、食品のみか

らではかなり大量の K を摂取しなければならないこと、また血圧降下の程度が低いこ

とから (43)、本章で用いた量では降圧効果が Kによる可能性は小さいと考えられた。
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第 3章第2節症状別 SHRにおける効果の比較検討

3.2.1 緒言

本章第 1節により南瓜濃縮物が血圧を下げること、また効果は濃度依存的であること

が明らかにされた。そこで本節では使用実験動物を SBPの高低に基づいて分け、使用

する動物の血圧と血圧降下作用との関連について検討した。

ヒトでは、 SBPが 140mmHg以上、拡張期血圧 (DBP)が 90mmHg以上は高血圧

とされている。さらに高血圧の中でも SBP を 3 段階に分け、 140~159 mmHgの軽症

高血圧、 160~1 79 mmHgの中等症高血圧、 180mmHg以上の重症高血圧としている。

本節でもこの分類を採用し、 SHRを絶食時 SBPに基づいて 4段階に分け、それぞれ

において南瓜濃縮物の血圧降下作用の効果について検討した。

3.2.2 実験方法

SHR/lzm (9 週令オス体重 220~250 g) 15匹を用いて南瓜濃縮物の症状別に対する

効果の違いを単回投与によって検討した。ラットの飼育環境と血圧測定法は 3.1.2と同

様に行った。投与サンプルは、南瓜濃縮物 12.5mgを0.5%CMC1 mlに懸濁して調製

した。動物は、 10時間絶食後測定した SBPをもとに 4群(正常域(~139 mmHg) 

(n=3) 、軽症域 (140~159) (n=4) 、中等症域 (160~179) (n=4) 、重症域 (180~)

(n=4) )に分けて使用した。サンプルの経口投与後 2、4、6時間に血圧を測定した。

各群における投与前 (0時間)と投与 2、4あるいは 6時間との差の比較は t検定に

よって行い、同経過時間における群間の有意性は一元配置分散分析 (ANOVA)を使用

し、事後分析として Fisher'sPLSD法を用いて検討した。有意水準はpく0.05とした。

3.2.3 結果・考察

前節にて、南瓜濃縮物が lnげvoにおいて血圧降下作用を有することが明らかとなっ

た。本節では 10時間絶食後ラットの SBPを測定し、その値に基づいて正常域、軽症域、
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中等症域、重症域の 4群に分け、それぞれの群に南瓜濃縮物の単回投与を行い、高血

圧症状と効果との関連につJいて検討を行った。

症状別に分けると、投与前に血圧が正常域にある群では経過時間による血圧の大きな

違いは見られなかった。軽症域群においては 2時間後に低下が見られたが、統計的な

差はみられなかった。中等症域群と重症域群においては投与前に比べると、中等症域

群では 2時間後、重症域群では 4時間後に有意な低下が見られた (Fig.3-2-A)。投与

直前 (0時間)をommHgとした時の群間での差をみると、 2時間後に正常域群に比

して軽症域群、中等症域群、重症域群が有意な低下を示し、 4時間後においては中

等症域群、重症域群が有意な低下を示した (Fig.3-2-B)。尚、正常域群では血圧の

低下が見られず、絶食時の SBPが高血圧であるほど、顕著な降下作用が観察された。
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Fig.3-2 Changes in systolic blood pressure (SBP) after oral administration of 

pumpkin paste concentrate in SHR groups with different SBP. 

(A) Relationship between SBP of SHR and SBP-depressing effects of pumpkin. 

Normal group (n=3) ; in SHR with SBP less than 139mmHg. 

Group with slight hypertension (n=4); in SHR with 140-159mmHg of SBP. 

Group with moderate hypeはension(n=4) ; in SHR with 160-179mmHg of SBP . 

Group with severe hypertension (n=4) ; in SHR with SBP higher than 180mmHg. 

*p<O.05， **p<O.01 vs. valuse before the dosage (Oh) of same group. 

(B) Blood pressure expresed as differences between SBP at Oh and that at 2，4 

or 6h. Value without a common letter at the same time differ significantly 

(p<O.05). 
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第 3章第3節連続投与の効果

3.3.1 緒言

本章第 1、2節の単回投与実験で、南瓜濃縮物が高血圧ラットの血圧降下作用を有す

るのが明らかになった。そこで本節では、 1週間飼育し、連続投与が血圧に及ぼす影響

とその作用機構について検討を行った。

3.3.2 実験方法

食餌は南瓜濃縮物を凍結乾燥したものを用いた。濃縮物 100gから 37.5gの乾燥物

を得た。

動物は SHRlIzm(10週令オス体重 250・280g)を用い、飼育環境は 3.1.2と同様に

した。ラットは 5匹ずつ CON群、 +NaCl群、 +NaCl+Pumpkin群の 3群に分け、 7

日間飼育を行った。食餌組成は Table3・3-1 に示す。カゼイン(オリエンタル酵母工

業株式会社)15%、α-コーンスターチ(オリエンタル酵母工業株式会社) :スクロース

(日新製糖株式会社)= 2 : 1混合 70.5%、コーンオイ，ル(味の素株式会社)5%、セル

ロース(オリエンタル酵母工業株式会社)5%、ミネラル混合 (AmericanInstitute of 

Nutrition (AIN) -93G、オリエンタル酵母工業株式会社)3.5%、ビタミン混合 (AIN-93G、

オリエンタル酵母工業株式会社)1%からなる飼料を基本食とし、これを CON群に給与

した。 +NaCl群のサンプルには高血圧発症を促進するために NaCl1%加え、

+NaCl+Pumpkin群にはさらに南瓜濃縮物凍結乾燥物 0.08%(濃縮物で換算すると

213 mg/100 g)加えた飼料を与えた。 +NaCl群、 +NaCl+Pumpkin群の飼料はαーコー

ンスターチ:スクロース =2 : 1混合を差し引いて全体で 100%となるように補正し

た。食餌は水同様に自由摂取とした。

食餌摂取量、体重は毎日測定し、血圧は飼育 1、3、5、7日目に測定した。 10時間

絶食後、ネンブタール麻酔下で開腹し、心臓より血液を採取した。続いて心臓、左腎臓

を摘出し、秤量後液体窒素により凍結し、測定まで-800C下に凍結保存した。
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Table3-3-1 Composition of the diets (%) 

Constituent CON +NaCI + NaCI + Pumpkin 

Casein 15 15 15 

α-Cornstarch : sucrose=2:1 70.5 69.5 69.42 

Corn oil 5 5 5 
Celulose 5 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 1 

NaCI 

Pumokin 0.08 

100 100 100 

1AIN-93G司 MXand 2 AI N-93・VXwhich contained 25g bitartrate per 100g were obtained from Oriental Yeast 

Co， Ltd. 
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3.3.2.1 血圧測定

血圧測定は 3.1.2と同様に行った。

3.3.2.2 血清脂質、アルドステロン測定

血清の調製は、心臓より直接採取した血液を遠心分離 (1，000X g， 15 min， 15
0

C)す

ることで得た。

血清総コレステロール (T-Chol)、高密度リボタンパクコレステロール (HDL-C)、

トリグリセリド (TG)、リン脂質 (PL)はそれぞれ和光純薬工業株式会社のコレステロ

ール E-テストワコ一、 HDL-コレステロール E テストワコ一、 トリグリセライド E-

テストワコ一、リン脂質 B-テストワコーを用いて測定した。低密度リボタンパクコレ

ステロール (LDL-C)(44)とアテローム形成指数 (45)は以下の様に算出した。

LDL司 C=(T-Chol)一 (HDL-C)一 (TG/5)

アテローム形成指数={(T-Chol)一 (HDL-C)} / (HDL-C) 

血清アルドステロン測定にはCaymanChemical社のAldosteroneEIA Kitを用いた。

3.3.2.3 ACE活性測定

血清、心臓、そして腎臓の ACE活性を測定した。心臓と腎臓は 10倍量のホウ酸バ

ッファー (125mM， pH 8.3)でホモジナイズし、遠心分離 (1，300X g， 30 min， 40

C) 

し、上清を測定用サンプルとした。

測定法は Liebermanの方法 (46)に従い行った。測定サンプル 15μIに125mMホ

ウ酸バッファー (pH 8.3、608mM  NaCl含む)に溶かした 7.6 mMの

Hippuryl-L-histidyl・L-leucine125μIを加え、37
0

C、30分間反応させた。反応は 1NHCl

125μlを加えて停止させ、その後酢酸エチル 750μlを加えて振とうし馬尿酸の抽出を

行った。遠心分離 (900X g， 10 min， 150

C)で上清の酢酸エチル層を 250μl採取し、

乾固した後ょ蒸留水 1ml加えて境枠して馬尿酸を溶解し、 228nmにおける吸光度を

測定した。測定サンプルに 228nmにおける吸収を示す物質が含まれる可能性も考慮し、
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ブランク値を求めるため反応停止液のHClを予め反応溶液に加え同様に操作を行った。

3.2.2.4 統計分析

データは平均土SEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

3.3.3 結果'

飼育期間中に測定した SBP、DBPはいずれも CON群に比べて、 1%NaClを添加し

た飼料を給与した+NaCl群で有意に上昇するが、 +NaCl+Pumpkin群では上昇抑制、

または抑制傾向がみられた (Fig.3・3・1)。

初体重、最終体重、総食餌摂取量、解剖後摘出した心臓、腎臓の重量において群聞に

おける有意な差はなかった (Table3-3・2)。

血清 T-Chol、LDL-C、アテローム形成指数は+NaCl群に比べて、 +NaCl+Pumpkin

群において有意に低い値を示した。これらの結果より南瓜には血清コレステロール改善

機能のあることが明らかとなった (Table3-3・2)。

副腎皮質ホルモンであり、腎臓の尿細管などに作用して、ナトリウムや水分の再吸収、

カリウム再吸収の抑制などを促し、体液の浸透圧調節に関与しているアルドステロンの

血清レベルを調べた結果、 CON群に比べて+NaCl群で低値を示し、また

+NaCl+Pumpkin群では CON群レベルまで回復している値を示した (Table3-3-2)。

また南瓜が高血圧降下作用を有する原因を探るために、血清、心臓そして腎臓のホモ

ジネートを調製しその ACE活性を測定した。血清や心臓では群聞において活性の差が

認められなかったが、腎臓では+NaCl+Pumpkin群が+NaCl群に比べて、有意に低い

活性を示した (Fig.3-3-2)。

3.3.4 考察

本節では南瓜濃縮物の凍結乾燥物を混餌で連続投与し、その血圧への影響、さらには

21 



225 

~CON 

-←+NaCI 

一吾ー+NaCI+Pumpkin

(B) (A) 

140 

a a 

n

u

k

u

 

n

U

7

f

 

勺

4

4

a

(
由
工

E
E
)仏
国

ω

130 

a 
a a 

a 
0) 

王120
E 

島110

口

a a 
150 

b 100 b b 

1 3 5 7 (day) 3 5 7 (day) 

Fig.3-3-1 Changes over time in SBP and DBP levels of SHR fed dietary pumpkin paste concentrate. 

(A) Changes in SBP. (B) Changes in DBP. Means with different letters differ significantly (pく0.05).

Table3-3-2 Effect of diatary pumpkin paste concentrate on organs weight， serum lipid and 

aldosterone levels. 

Dietary group CON +NaCI ...NaCI+Pumpkin 
Initial body weight (g) 266土5 270::!: 5 267::!: 2 
Final body weight (g) 272 ::!:4 283::!: 4 279 ::!:3 
Total food intake (g) 107::!: 3 111 ::!: 2 112::!: 1 
Organs weight (% of body weight) 

Heart 0.384 ::!: 0.007 0.391::!: 0.013 0.387 ::!: 0.008 
Kidney， left 0.412::!: 0.005 0.406::!: 0.004 0.416 ::!: 0.009 

Serum lipid 

T-Chol (mg/dl) 115::!:16
ab 133土23a 79.7::!: 12.5 b 

HDL-C (mg/dり 52.1 ::!: 3.4 57.6 ::!: 3.7 63.2::!: 3.1 

LDL-C (mg/dl) 42.5::!: 5.56 a 62.8 ::!: 13.8 a 5.92 ::!: 2.6 b 

Atherogenic index 1.18 ::!: 0.23 a 1.26 ::!: 0.24 a 0.53 ::!: 0.13 b 

TG (mg/dl) 168 ::!: 15 a 134::!: 15 b 124::!: 10 b 

PL (mg/dl) 197 ::!: 10 183::!: 25 146::!: 17 
Hormone 

Serum aldosterone (pg/ml) 5.75 ::!: 0.09 a 5.43 ::!: 0.08 b 5.79 ::!: 0.06 a 

Values are the mean:!:SEM. Means with different letters differ significantly (p <0.05). 
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Fig.3-3・2ACE activities of serum， heart and kidney. 

(A) Serum ACE activity. (8) ACE activities of Heart and Kidney. 

Means with different leUers differ significantly (p <0.05). 
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その機構のひとつについて検討を行った。

南瓜の連続投与においても SBP、DBPが低下または低下の傾向を示し、その機構の

ひとつは腎臓のACE活性の低下によることが推察された。尚、血圧調節機構との関わ

りについては不明であるが、今回の実験では+NaCl+Pumpkin群で血清コレステロー

ルの有意な低下が観察されたのは興味深い。

一般に、過剰な食塩を摂取すると、体液量(血圧)の増大に応答してアルドステロン

分泌が抑えられ、これにより制御を受ける上皮型ナトリウムチャンネル (ENaC)遺伝

子の発現が低下し、ナトリウムの再吸収が減少して正常な体液量(血圧)が維持される

とされている。しかし食塩感受性高血圧症においては、アルドステロン分泌制御が正常

であるにも関わらず、アルドステロンによる ENaCの遺伝子発現制御が破綻し、体液

量が増大して血圧が上昇することが報告されている (47)。本実験でも+NaCl群で血

圧が上昇したにも関わらず、血清アルドステロン値は低値を示した。このことから

+NaCl群ではENaC遺伝子発現の異常とそれによる体内ナトリウムバランスの異常が

一因となり高血圧を引き起こしたのではないかと推察される。

南瓜にはy-アミノ酪酸 (GABA)が含まれており、 GABAには血圧を下げる効果が報

告されている (48-50)。本章第 1、2節で使用した南瓜濃縮物、また本節で使用した南

瓜濃縮物の凍結乾燥物にも GABAが含まれ、示された結果は GABAによる可能性も十

分考慮される。しかし GABAはACE阻害活性率が低く、血圧低下作用は末梢臓器血管

にある交感神経系の神経末端の神経伝達を抑制して、血管収縮を緩和することであると

推察されている (51，52)。しかしながら南瓜濃縮物による血圧降下作用はACE阻害活

性のみによるとは考えがたく、GABAとの相乗効果も考慮する必要があると思われる。
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第 4章 南瓜の高血圧降下作用を有する物質の同定

4.1 緒言

第 2章で野菜の ACE阻害活性を比較し、南瓜は他の野菜に比して高い阻害活性を有

することを示した。第 3章では実際に本態性高血圧モデルとして SHRを用い、南瓜濃

縮物の高血圧降下作用について検討を行った。その結果、南瓜濃縮物の投与量が多いほ

ど、また SHRの血圧が高いほど降下作用の強いことが明らかとなった。さらに連続給

与された SHRでは、腎臓の ACE活性が低く、そのことが血圧を低くした一因である

と推察した。

そこで本章では南瓜から ACE阻害活性を示す物質の単離・同定を行った。また同定

した化合物の南瓜中における分布もあわせて検討した。

4.2 実験方法

南瓜約 75kgを5倍量熱水で=抽出し、その DOWEX50W・4X(5.5 cm X 12 cm)を1

N、2N HClを用いて溶出した。それぞれについて濃縮乾固後、セファデ、ックス G15

で分画し、そのうち高い ACE阻害活性を示した画分を、液体クロマトグラフィー

(HPLC) (カラム;DEVELOSIL ODS-HG5 20 X 250 mm野村化学株式会社)を用

いて精製した。尚展開溶媒にはA液 (0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA))B液 (O.l%TFA

in 20%アセトニトリル(MeCN)) を用い、 Aに対し Bが 90分で 100%となるよう

に直線勾配で行った。流速は 2.0ml/minとした。次いで強い ACE阻害活性を示した画

分については DEVELOSIL300 Diol (8.0 X 300 mm野村化学株式会社、展開溶媒;

蒸留水)を用いる分取 HPLCで精製し化合物 Iを得た。 ACE阻害活性の測定は 2.2と

同様にして行った。

質量の測定には液体クロマトグラフ質量分析装置 (LC瓜!IS)を用い、エレクトロスプ

レーによってイオン化を行った。 LCにはAgilent1100 series HPLC system、カラム

には ZorbaxSB-C18 (2.1 X 50 mm)、展開溶媒には 1%酢酸水を用いた。また検出
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は陽イオンモードで、行った。

同定した化合物 Iの南瓜中の分布を測定するためにアミノ酸分析計による定量を行

った。南瓜 0.4gに蒸留水 4mlを加え、 100
0

Cで6時間加熱し、遠心分離 (1，000X g， 

20 min，室温)後の上清 1ml に32%スルホサリチル酸 0.2mlを加え、さらに遠心分

離 (15，000X g， 20 min室温)した。得られた上清を 0.45μmフィルターでろ過後、

分析は日立 L・8800アミノ酸アナライザーにより生体成分分析法 (53)にて定量した。

カラムには日立 2650Lを用い、検出はニンヒドリン法による。標品としてのこコチア

ナミンは長谷川香料株式会社より購入した。

4.3 結果

化合物 Iのマススペクトル分析の結果、 mJz303.3に分子イオンが観察されたこと、

またアミノ酸分析において既知のニコチアナミンと同じ保持時間を示すことから、ニコ

チアナミンと同定された (Fig.4-1~4・2) 。ニコチアナミンについて含量 (100 g中の含

量)を測定した結果は、 Table4-1に示した。ニコチアナミンは皮よりも種子において高

く、種子においても種皮とその他に分けて分析すると 90%近くが種皮に含まれている

事が判明した (Table4-2)。

またこのニコチアナミンのACE阻害活性IC50は84nMであり、 ACE阻害剤として

臨床で用いられているカプトプリル (IC5o72 nM)と同等の高い活性を持つ事が分っ

た。

4.4 考察

第 3章での SHRにおいて血圧降下作用を示した南瓜濃縮物について、効果成分の探

索とその同定を行った。その結果効果成分のひとつとしてニコチアナミンを見出すこと

ができた。ニコチアナミンはモロヘイヤや明日葉、大立、ハヤトウリからも単離同定さ

れており、血圧降下作用を示すことが報告されている (12-16)。

26 



Lノ

「皿寸lCof石l:frc瓦白叩日両面王面削日制出.AAt:N)OfU踊凶[i詞高石百 地怒号...""z;工11;LJ1::2(1闘 1
守

1~ 

06 

l.lW 

Fig.4-1 LC/MS spetrum of isolated compound I and its chemical strucure. 

(〉

E
)
一応
C
町一

ω

(min) 

Fig.4・2Chromatograms of authentic nicotianamine (A) and pumpkin 

extract(B) in amino acid analysis. 

The arrow shows nicotianamine. 

27 



Table4-1 Nicotianamine content in the paはofthe

pumpkin. 

parts 

Seed 

Entrails女

Fruit 
Peel 

6.56 

4.24 
3.05 
2.09 

mg/100g 

i叩 in
Others 

89.93% 
10.07% 

* It is around the seed， and is said "wata" in Japanese. 
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第 5章南瓜の抗糖尿病効果

5.1 緒言

これまで南瓜の高血圧降下作用について、またその有効成分の単離・同定について検

討を行った。第 3章第 3節においては、南瓜濃縮物の給与はコレステロール等の血清脂

質に影響を及ぼすことが明らかにされたので、その血清、肝臓脂質レベルへの影響、さ

らには脂質レベルとの関連が指摘されるようになった糖尿病に対する改善機能などに

ついて検討を行うこととした。

日常食す機会の多い南瓜についての機能性食品としての報告はそれほど多くはない。

1型糖尿病に対して南瓜中のタンパク結合ポリサッカライドが血清インスリンレベル

を上げるという報告 (9)や pumpkin-seedoilが血圧降下作用 (10)、脂質低下作用

(11)を有するという報告もあるが、 2型糖尿病における効果についての報告はみられな

い。本章では、南瓜が 2型糖尿病に及ぼす影響について研究を行った。

世界保健機関何THO)によると、 2006年の時点で世界には少なくとも 1億 7100万

人の糖尿病患者がいるという。患者数は急増しており、，2030年までにこの数は倍増す

ると推定されている。平成 19年度の国民健康・栄養調査の結果は、日本国内で糖尿病

の疑いが強い人は推計約 890万人であり、糖尿病の可能性が否定できない人も含める

と約 2210万人にものぼる。先進国の糖尿病は、都市化とライフスタイルの変化にとも

ない増加する傾向があり、食生活の「西欧化」と関連している可能性がある。このこと

から糖尿病には(食事など)環境の変化が大きく関わってくると考えられているが、食

事との関連についてはまだ詳細な研究が行われていない。

GK ラットは非肥満の 2 型糖尿病モデルであり、血糖値 200~300 mg/dlの軽症糖尿

病に相当すると考えられるが、糖負荷後の血糖上昇は高く、重度な耐糖能異常を示す

(54)。

5.2 実験方法
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5.2.1 実験動物

動物は GKラット (GKlSlc8週令雄)を用いた。飼育環境は 3.1.2と同様とした。 3

日間の馴化飼育後、 5匹ずつ対照 (CON)群、南瓜濃縮物添加 (Pumpkin)群の 2群

に分け、 76日間飼育した。食餌組成は Table5-1に示す。 Pumpkin群には南瓜濃縮物

凍結乾燥物 1%を加えた飼料を与え、添加した量をα-コーンスターチ:スクロース=

2 : 1混合を差し引くことで補正した。

飼育 49日目に耐糖能試験を行い、最終日には 10時間絶食後ネンブタール麻酔下で

開腹し、心臓より血液を採取した。

5.2.2 耐糖能試験

10時間の絶食後、血糖値を測定し (0分) 、次いで 2g/kg (体重)の D司グルコース

水溶液を胃ゾンデ、にて経口投入後四、 30、60、120、180分に血糖値の測定を行った。

血糖値はメディセーフミニ GR-102(テルモ株式会社) を用いて、穿刺ペンにより尾静

脈部から採血し測定した。また非糖尿病モデルとして、同じ週令 (15週令)の Wistar

ラットを用い同様の実験を行った。

5.2.3 血清インスリン、アディポネクチン、 TNF-α濃度測定

血清の調製は 3.3.2.2と同様に行った。

血清インスリン値は市販キット、レビスインスリンーラット U-E(株式会社シパヤギ)

を使用して測定した。血清アディポネクチン、 TNF-α濃度の測定は市販のキットを用い

た。アディポネクチンは大塚製薬株式会社製マウス/ラットアディポネクチン ELISAキ

ットを、 TNF-αはAmershamBiosciences製のTumourNecrosis Factor Alpha[ (r) 

TNFα]，Rat，Biotrak ELISA systemを使用した。

5.2.4 血清脂質濃度測定

血清 T-Chol、HDL-C、TGは 3.3.2.2と同様にして、また遊離脂肪酸 (FFA)は和光
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Table 5ぺ Compositionof the diets (%) 

Constituent CON Pumpkin 

Casein 15 15 

α-Cornstarch:sucrose=2:1 69.5 68.5 

Corn oil 5 5 

Celulose 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 1 

NaCI 

E_umpkin 1 

100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93-VX which contained 25g bitartrate per 100g were 
obtained from Oriental Yeast Co，Ltd. 
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純薬工業株式会社製 NEFAC-テストワコーを用いて測定した。

5.2.5 過酸化脂質の測定

5.2.5.1 血中過酸化脂質

血中過酸化脂質は八木らの蛍光法 (TBA法)(55)を用いて測定し、脂質の過酸化に伴

って生成したチオバルビツール酸反応物 (TBARS)値として示した。測定は以下のよう

に行った。

血液 0.1mlを生理食塩水1.9mlにとり、静かに撹持した後遠心分離 (1，000X g， 10 

min， 4
0

C)して得られた上清を測定用サンフルとした。サンプル 0.5mlに 1112N 

H2S04 4.0 mlを加え混合した後、 10%リンタングステン酸 0.5mlを加えて充分に境

持した。室温で 5分間放置した後、遠心分離 (1，000X g， 10 min室温)し、上清をデ

カンテーションで除き、残った上清もろ紙で吸い取り除去した。この沈殿に 1/12N 

H2S04 2.0 ml、10%リンタングステン酸 0.3mlを加え、白い沈殿を充分懸濁させた。

さらに遠心分離 (1，000X g， 10 min室温)し、前述した方法で上清を除去後、蒸留水

を4.0ml加えて充分懸濁し、以後の操作に用いた。これらにチオバルビツール酸 (TBA)

試薬 (0.67%TBA溶液)1.0 mlを加えて充分に混合し、沸騰湯浴中で60分間加温した。

その後流水下で 5分間冷却し、 n-ブタノール 5.0mlを加え、境枠し抽出を行った。こ

れを遠心分離 (400X g， 10 min室温)し、得られた上清の蛍光を励起波長 (Ex)515 

nm、蛍光波長 (Em)553 nmで測定した。標準には 5nmollml 1，1，3，3，テトラエトキシ

プロパン溶液(生理食塩水)0.1 mlに蒸留水 3.9mlを加えたもの、ブランクには蒸留水

4.0 mlを用い測定用サンプルと同様に操作した。

5.2.5.2 肝臓過酸化脂質測定

肝臓過酸化脂質は内山、三原らの方法 (56)に従って測定用サンプルを調製し、脂質

過酸化物と TBAとの反応物 TBARSの蛍光を測定して定量した。肝臓0.2gをテフロ

ン製ホモジナイザーにて 5倍量の 0.1M リン酸カリウムバッファー (pH7.4、 1m M  
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EDTA含有)と 4倍量の 2.3%KClを加えてホモジナイズを行った。ホモジネート液

0.5 mlを過酸化脂質測定サンプルとした。

測定用サンプル 0.5mlに1%リン酸 0.3ml、TBA試薬1.0mlを加え、充分に混合

後、沸騰湯浴中 45分加温し流水下で 5分間冷却した。 n-ブタノール 4.0mlを加え、

撹枠して抽出し、遠心分離 (400X g， 10 min， 150C)後の上清を励起波長 (Ex)515 

nm、蛍光波長 (Em)553 nmで測定した。尚、標準には 10nmol/ml 1，1，3，3，テトラエ

トキシプロパン溶液(生理食塩水)を、ブランクには生理食塩水をそれぞ、れホモジネー

ト液の代わりに用い、同様に操作した。

5.2.6 溶血赤血球、肝臓および腎臓におけるカタラーゼ (CAT)、グルタチオンペルオ

キシダーゼ (GPx)の活性測定

5.2.6.1 溶血赤血球サンプルの調製

採血した血液 0.1mlを生理食塩水1.9mlに入れ撹持した後、遠心分離 (1，000X g， 

5 min， 4
0

C)を行った。得られる沈殿に生理食塩水を加えて懸、濁し、再度遠心分離処

理をした。同操作を 3回繰り返した後、洗浄した赤血球仁蒸留水 2.9mlを加え撹枠し、

溶血赤血球を調製した。この溶血赤血球を測定サンプルとし、 CAT活性の測定に用い

た。

またヘモグロビン 1mgあたりの酵素活性を求めるために、溶血赤血球のヘモグロビ

ン量を和光純薬工業株式会社製のキット、ヘモグロビン B-テストワコーを用いて測定

した。

5.2.6.2 肝臓および腎臓サンプルの調製

肝臓および腎臓は、心臓からの採血後直ちに摘出した。摘出した肝臓および腎臓 0.6g 

を管型ガラス製ホモジナイザーにとり、 5倍量の O.lMリン酸カリウムバッファー (pH

7.4 1 mM  EDTA含む)及び2倍量の 2.3%KClを添加しホモジナイズした。これを

遠心分離 (1，000X g， 10 min，ど'C)し、上清を 2分間超音波処理した。その後再度遠
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心分離 (10，000X g， 20 min 40

C)を行い、得られた上清を、 CAT及び GPx活性の測

定に用いた。

各種酵素活性をタンパク質 1mgあたりで求めるために、 O.H.Lowryらの方法 (57)

によりタンパク質を定量した。測定用サシプル 10μIに0.2N NaOH 10μlを加えて混

合し、これに銅試薬 (2%NaC03含有 0.1N NaOH : 2%酒石酸カリウム : 1% 

CuS04=50: 1: 1) 3.0 mlを加え撹枠後、室温で 10分間放置した。次いで

Folin同 Ciocalteuphenol試薬 0.6mlを加え直ちに撹枠し、室温で 30分放置後、吸光度

(660 nm)を測定した。

5.2.6.3 CATの活性測定

H202の分解に基づく 240nmの吸光度の減少を紫外部吸収法 (58)で経時的に測定

した。

測定用のセルに 50mMリン酸ナトリウムバッファー (pH7.0) 2.0 ml、30mMH202

1.0 ml、サンプル(溶血赤血球サンプル 50μl、肝・腎サンプル 20μ1)を入れ、混合し

た後、経時的に 240nmにおける吸光度を測定した。パ;ッファーと H202は25
0

Cでプレ

インキュベートし、サンプルの代わりにバッファーを用いて同様に測定したものを補正

値とした。

溶血赤血球の CAT活性は、 1分間に H202を1μmol分解する酵素量を 1Uとして表

示し、ヘモグロビン 1mgあたりで算出した。肝臓および腎臓のカタラーゼ活性は、 1

分間に H202を1μmol分解する酵素量を 1Uとして表示し、タンパク質 1mgあたり

で算出した。

5.2.6.4 GPxの活性測定

肝臓および腎臓の測定サンプルを用いて、 NADPHの減少量から GPx活性を測定し

た (59，60)。

測定用のセルに 25
0

Cでフレインキュベートした 0.1M リン酸ナトリウムバッファー
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(pH 7.0， 4 mM  EDTA含有)1.0 ml、0.01M NaN3 0.2 ml、0.01M 還元型グルタチオ

ン (GSH)0.2 ml、1.5M NADPH 0.2 ml、蒸留水1.0mlを順次入れ、混合した。次い

で0.3%酸化型グルタチオン (GSSG・R、酵母製200U/mg) 0.2 ml、サンプル 50μl、

70% tert-ブチルヒドロペルオキド 20μIを入れ、同様に混合した後、 340nmで経時的

に吸光度を測定した。またお'rt-フ、チルヒドロペルオキシド自体による NADPHの減少

も無視できないため、サンプルの代わりにバッファーを用いて測定し、補正値を求めた。

GPx活性は、 1分間に NADPHを1μmol分解する酵素量を 1Uとし、タンパク質 1

mgあたりで算出した。

5.2.7 統計分析

データは平均:tSEMで表した。統計処理は 2群問の有意性はt検定を行い、 pく0.05

を有意性があるとした。

5.3 結果

飼育 49日目に行った D-グルコースの耐糖能試験は、同じ週令の非糖尿病の Wistar

ラットに比べると、グルコース投与後有意に高い値を示した。しかし CON群と比較す

ると投与 15分後に Pumpkin群で上昇傾向が観察され、 30分後では有意な上昇抑制

効果が観察された (Fig.5)0 60、120分後に群聞に有意な差は見られなかったが 180

分後には低下傾向を示した。耐糖能試験時の曲線下面積 (AUC)を計算すると、 CON

群よりも有意に低い値になった。

76日間基本食と南瓜添加食で飼育した結果、食餌総摂取量や体重増加量には 2群聞

における差が見られなかった (Table.5-2)。空腹時の血糖値と血清インスリン値にも差

が見られなかった。脂肪細胞から分泌されるサイトカインである、アディポネクチンと

TNF-α濃度においては、アディポネクチン濃度は Pumpkin群で CON群に比べ上昇

傾向を示したが、 TNF-α濃度では 2群聞に差がなかった (Table.5-2)。

血清T-Chol、LDL-C濃度、アテローム形成指数において CON群に比べ Pumpkin群
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Fig.5 Effect of pumpkin on blood glucose levels during oral glucose tolerance 

test (OGTT). 

(A) OGTT was carried out (15wk-old) in GK rats fed a diet with or without 

piumpkin for 49d. Nomal wistar strain rats (15wk-old) fed a commercial diet were 

aiso measured for OGTT in the same way as the GK rats. Values without a 

common letters at the same time differ significantly (p <0.05). (B) Area under the 

curve(AUC) of blood glucose. Values without a common letters differ 

significantly (p <0.05). 

Table 5-2 Effects of pumpkin on serum glucose，insulin，adiponectin，TNF-α 
and lipid levels of GK rats. 

Dietary group 

Initeョialbody weight (g) 
Food intake (g/76d) 
Body weight gain (g) 

Blood glucose (mg/dl) 
Serum 

Insulin (pg/ml) 
Adiponectin (ng/ml) 

TNF-α(pg/ml) 

Serum lipid 

T-Chol (mg/dL) 
HDしC(mg/dL) 

LDしC(mg/dl) 

Atherogenic index 
TG (mg/dL) 
FFA (mEq/L) 

CON 

142 :t 4 
799:t 17 

191 :t 7 
216 :t 23 

75.6 :t 0.4 
90.9 :t 4.0 

89.4 :t 2.0 

109 :t 4 
63.6 :t 4.6 

36.3 :t 2.9 
0.74土0.09

47.9 :t 6.7 

0.68土0.17

* Significantly different from the control group， p <0.05. 
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自旦些in
138 :t 5 
812:t10 

196 :t 3 

223 :t 8 

76.5 :t 0.9 
97.5:t 2.3 

88.5 :t 0.4 

93.6 :t 3.1安

66.5 :t 2.6 

18.0 :t 2.8 ** 
0.41 :t 0.04 * 

45.7:t 4.6 

0.11 :t 0.06 * 



Table5・3Effects of pumpkin on TBARS and antioxidant enzyme levels of GK rats. 

Dietary group CON Pumpkin 

TBARS 
Serum (nmol/ml) 7.52 :!: 0.51 6.10:!:0.84 

Liver (nmol/g) 127:!: 8 123:!: 8 

Kidney (nmol/g) 139:!: 5 150 :!: 10 
CAT 

Blood (U/mり 2.69:!: 1.10 3.48:!: 0.51 
Liver (U/mg of protein) 122:!: 6 91.5 :!: 12.4 * 
Kidney (U/mg of protein) 97.0 :!: 5.9 77.5:!: 7.6 

GPx 
Liver (U/mg of protein) 0.436 :!: 0.035 0.450 :!: 0.007 
Kidney (U/mg of protein) 0.255 :!: 0.032 0.148土0.018* 

* Significantly different from the control group， p <0.05. 
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で有意に低い値が見られた (Table.5-2)。中性脂肪のTG濃度に群聞に差がないが、FFA

濃度はPumpkin群で有意に低い値を示した。

過酸化の脂質のマーカーとしての TBARS値を血清、肝臓、腎臓において測定した結

果、いずれにおいても南瓜濃縮物添加による大きな変化は見られなかった (Table.5-3)。

今回 CAT活性は溶血赤血球、肝臓および腎臓において、また GPx活性は肝臓および

腎臓において測定した。肝臓 CAT活性は CON群に比べ Pumpkin群で有意に低く、

腎臓CAT活性では低下傾向にあった (Table.5-3)。また GPx活性は肝臓において 2群

間で有意な差は見られなかったが、腎臓においてPumpkin群が有意な低下がみられた。

5.4考察

本節では、南瓜濃縮物の凍結乾燥物の 2型糖尿病モデル、 GKラットにおける抗糖尿

病効果について検討を行った。

OGTTで、糖負荷 30分後に CON群に比べて血糖値の上昇が有意に抑制されること

から、 Pumpkin群は糖の取り込みが改善されていることが推察できる。糖の取り込み

改善には、インスリンの感受性の改善や直接の糖の取込み克進が大きく関わっている。

飼育最終日にみられる空腹時血糖値と血清インスリンに 2群聞に大きな差がなかった

ことから、 Pumpkin群においてインスリンの感受性が改善されていたとは考えにくい。

糖の取込みが冗進されているのかも知れない。

血清 T心holや LDL-C、FFA値が CON群に比べて Pumpkin群が有意に低いこと

から南瓜濃縮物が脂質代謝に影響を与えている可能性が推察された。高脂血症は高血圧

や糖尿病とともに生活習慣病のひとつであり、これらの症状が重なり動脈硬化を引き起

こしていくことは多く報告されている (61・63)。動脈硬化指数(アテローム形成指数)

との関連や糖尿病が進行した状態では LDL-C値が増加することが指摘されているが、

Pumpkin群ではその増加が有意に抑制されていた。このことからも Pumpkin群では

糖尿病や脂質代謝異常を改善している可能性が考えられる。今回の研究では血清脂質の

低下が糖尿病の軽減を導いたのか、それとも糖尿病の軽減が血清脂質の低下を促したの
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かは不明である。しかしいずれにしろ南瓜の給与により耐糖能改善と血清脂質とりわけ

血清コレステロール、 FFAレベルの低下という現象が観察された。

酸化ストレスマーカーとして血液や肝臓、腎臓の TBARSを測定したが、いずれも南

瓜濃縮物添加による影響は見られなかった。しかし肝臓 CAT活性は CON群に比べて

Pumpkin群で有意に低下し、腎臓 CAT活性でも Pumpkin群で低下の傾向が見られ

た。肝臓 GPx活性は南瓜濃縮物添加による影響は見られなかったが、腎臓 GPx活性は

Pumpkin群で有意な低下を示した。これらは南瓜中にpカロテン等の抗酸化物が含ま

れ、酵素の活性を必要としないためとも考えられるが、詳細については検討が必要とさ

れる。
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第 6章 南瓜からの抗糖尿病効果物質の探索・同定

6.1 緒言

第 5章において南瓜濃縮物の凍結乾燥物を給与した 2型糖尿病ラットは、耐糖能が改

善されたことを示した。そこでこの章では南瓜から糖尿病を改善する効果のある物質の

単離・同定を行った。

6.2 実験方法

南瓜 5kgを5倍量の熱メタノール (MeOH)で 3時間抽出し、その可溶画分につい

てシリカゲルカラムクロマトグラフィー (5.5cm X 38 cm、展開溶媒;CHCls : MeOH 

=9:1、7:3、5:5、MeOH100%)によって分画した。次いで、目的物質が含まれる画

分について HPLC(カラム;DEVELOSIL ODS-UG5 (20 X 250 mm;野村化学株式

会社)流速;2.5 mlJmin)で精製した。展開溶媒はA液 (5%MeCN in 1%酢酸)B液

(40% MeCN)を用い、 B液が 180分で 100%となるように直線勾配によって行い化合

物E、Eを得た。

また南瓜約 75kgを5倍量熱水で抽出し、そのアンバーライト CG120(ローム・アン

ド・ハース社、 5.5cm X 12 cm)吸着画分を 2NHClで溶出した。さらに溶出画分を

DOWEX50W-X4 (H+ form、Bio-Rad社、 5.5cm X 12 cm)に供し、その吸着画分を

1N、2NHClで溶出を行った。次いで濃縮乾回して HClを除去し、その水可溶画分に

ついてセファデ、ツクス G15(ファルマシアバイオテク社)を用いて分画を行った。目的

物質が含まれる画分を分取し HPLC(DEVELOSIL ODS-HG5 (20 X 250 mm;野村

化学株式会社)によりさらに精製を行った。展開溶媒には A 液 (O.l%TFA)、B液

(O.l%TFA in 20%MeCN)を用い、 90分で Bが 100%となる直線勾配で行った。流速

は2.0mlJminとした。その後 DEVELOSIL300 Diol (8.0 X 300 mm、野村化学(閥、

展開溶媒;蒸留水、流速;1.0 mlJmin)で精製し、単一成分化合物Nを得た。

それぞれの化合物の lH_、13C-NMR、FAB-MS分析等により検討を行った。各試料
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は D20に溶解して NMR分析を行った。 NMR測定においては JEOLJNM-EX 

400FT-NMRスペクトロメーターで、 FAB-MS測定はJEOLJMX-D 300スペクトロ

メーターを用いた。

また南瓜を種子、ワ夕、可食部、皮に分け、それぞれの各部位に含まれる量を定量し

た。その際各部位 19を水もしくはメタノール 1mlに可溶な画分について HPLC分析

を行った。南瓜濃縮物においても各化合物の分析を行った。

6.3 結果・考察

MeOHで抽出した化合物E、Eは、ニコチン酸、 トリゴネリンと同定された (Fig.

6-1~6・3) 。熱水抽出から単離された化合物Nは、 NMR分析結果から既知物質であるピ

ログルタミン酸と同定された (Fig.6-4~6-5) 。

ニコチン酸、トリゴネリン、ピログルタミン酸について南瓜の各部位別(皮、可食部、

ワ夕、種子)に、含量の測定を行った結果を Table6に示す。ニコチン酸はワタに多く、

可食部と皮においては大差がなかった。トリゴネリンについては種子に少なく、ワ夕、

可食部、皮においては同程度の含量であった。ピログルタミン酸は種子に特に多く、ワ

夕、可食部、皮と外側ほと、含量が少なかった。尚、南瓜濃縮物中の各化合物の含量は可

食部の約 6倍であり、これは南瓜濃縮物 100gが南瓜の可食部 600gから得られるため

だと思われる。

南瓜のメタノール抽出物や南瓜濃縮物の HPLC分析から、その含量が比較的多いニ

コチン酸は、抗高脂血症薬として臨床でも使用されており、脂質代謝やインスリン抵抗

性の改善機能が見出されている (20)。一方、構造の類似しているトリゴネリンについ

ては、南瓜からの同定や抗糖尿病 (2型糖尿病)効果についての報告はない。そこでト

リゴネリンもニコチン酸と同じような効果、もしくはより強い効果を持つ可能性が考え

られ、次章では個々の化合物の効果について比較しながら検討を行った。

また南瓜からのピログルタミン酸の同定とその抗糖尿病効果についても報告がない

ことから、第 8章においては糖尿病モデルラット・マウスを用い、その抗糖尿病効果に
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ついて検討を行った。
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Fig.6-1 13C四 NMRspectrum of isolated compound II and its chemical 

strucure. 

Carbon signals of isolated compound II: 128.3(C・5)，136.9(C-3)， 143.8(C-2)， 

144.4(C-4)， 147.3(C-6)， 169.7(C-7) 
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Table 6 Nicotic acid， trigonelline and pyroglutamic acid contents in the pa吋sof 

pumpkin. 

(mg/100g) Nicotinic acid Trigonelline Pyroglutamic acid 

Seed 90.97 4.941 1319 

Entrails 1 521.6 12.87 109.1 

Fruit 210.8 11.97 65.85 

Peel 231.1 10.81 37.59 

Pumokin oaste concentrate 2，3 1182 (197.0) 84.62 (14.10) 418.7 (69.79) 

1 It is around the seed， and is said "wata" in Japanese. 
2 The edible po吋ionof raw pumpkin homogenized with 2 volumes of water by a Mascolloider was centrifuged 

with a screw decantor to remove the large particles. The supernatant was boiled at 99 C
O 

for 10 min and then 

concentrated under reduced pressure. The concentrate passed through a filter with 150-Ilm pores (the 

pumpkin paste concentrate). The Concentration 100g were provided from pumpkin 600g. 
3 The parenthesis shows a one-sixth value. 
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7.1.1 緒言

第 7章 ニコチン酸とトリゴネリンの抗糖尿病効果検討

第 1節非糖尿病ラットによる検討

前章で単離同定したニコチン酸 (NA)とトリゴネリン (TRG)について、本節では非

糖尿病モデルである Wistarラットにおける影響を検討した。

NA はビタミンの一種であり 1 日の必要量は1O~20 mgであるが、 500mg/日以上摂

取するとビタミン作用とは別の脂質代謝改善効果が現れる。そのため NAは1950年代

から高脂血症治療薬として臨床に応用されてきたが、その脂質低下作用の機構について

は、まだ不明な点が多い。現在のところ肝臓でのコレステロール合成の抑制や中性脂肪

の分解の促進がメカニズムのひとつとして考えられている (17，18)。またこれらの効

果により HDL-C値を上昇させ (19)、高脂血症を予防し、長期投与ではインスリン感

受性に保つとの報告もある (20)。

一方、 TRGには認知機能改善作用 (21，22)や抗癌作用 (23)を有することが報告さ

れている。また TRGはコーヒーにも含まれていて、コーヒーが抗糖尿病効果を持つと

いう報告はなされているが、寄与している物質がTRGであると明記されている報告は

ない (24)。

この NAとTRGは構造が類似しているが、 TRGはメチル基とプラス電荷を有する点

で異なる。その構造の違いがどのような影響をもたらすのか、本章では非糖尿病の

Wistarラットを用い、糖尿病や酸化ストレスマーカ一、脂質レベルを分析し影響の違

いを検討した。

7.1.2 実験方法

7.1.2.1 サンプル

実験に用いた NAは関東化学株式会社、 TRGはSigma-Aldrichから購入した。
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7.1.2.2 実験動物

Wistar系ラット(日本エスエルシーより購入 8週令雄)を用いた。飼育環境は 3.1.2

と同じである。ラットは 3日間馴化飼育した後、 5匹ずつ対照 (CON)群、 NA添加群

(NAO.05%、0.1%添加群:NA<①、 NA<②群)、 TRG添加群 (TRG0.056%、0.112%添

加群 :TRG①、 TRG②群)の 5群に分け、 46日間飼育した。食餌組成は Table7-1・1

に示す。

食餌摂取量、体重は毎日測定し、空腹時、随時の血糖値、ヘモグロビン Alc(HbAlc) 

は飼育 1、6週目に測定した。糞の採取は 34-36日目に行い、使用時まで-80
0

Cで保存

した。飼育最終日には、 10時間絶食後ネンブタール麻酔下で開腹し、心臓より直接採

血、その後肝臓、左腎臓、白色指肪細胞(腸間膜、左腎周囲、左精巣周囲)を取り出し、

重量測定後液体窒素で凍結し、使用時まで-80
0Cで保存した。

7.1.2.3 血糖値測定

空腹時血糖は 10時間絶食後に、随時血糖は摂食後 1時間後にメディセーフミニ

GR-102 (テルモ株式会社)を用いて、穿刺ペンにより尾静脈部で採血、測定した。

7.1.2.4 血中 HbAlc測定

尾静脈から穿刺ペンにより採血し、 Bio-Rad社の Micromat1Iを使用し測定した。

7.1.2.5 血清、肝臓、糞中の脂質濃度測定

血清の調製は 3.3.2.2に従って行った。

肝臓脂質の抽出は Folchらの方法 (64)によって行った。即ち、凍結保存した肝臓約

0.5 gを管型ガラスホモジナイザーにとり、 MeOH5mlを入れてホモジナイズした。さ

らに CHCb10 mlを加えホモジナイズした。これを No.2ろ紙で漉過し、ろ液を共栓付

試験管に入れた。ろ紙に残った残漬を再びホモジナイザーに移し、 MeOH-CHCb溶液

(1 : 2， v/v) 15 mlを加えてさらにホモジナイズした。同様に櫨過し、前に抽出したろ液
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と合ーした。これらのろ液の約 114溶の 0.88%KClを加えて振とうし、一晩放置して、

上層(MeOH層)と下層 (CHCb層)に分離した。上層を除去した後、下層を CHCbで

20 mlに定容した。このうち 5mlは 10mlサンプル瓶に採取し、濃縮乾固した後、さ

らに真空乾燥を行い、その重量を測定して総脂質量を求めた。

糞脂質も Folchらの方法に従って行った。凍結した糞を凍結乾燥した後、ミルで細か

く粉砕し、ここから 0.5gを試験管に採取後、 MeOH-CHCls溶液 (1: 2) 10 mlを加え

て一晩抽出した。ついで NO.2ろ紙で漉過し、 MeOH心HCb溶液 (1: 2) 20 mlに定容

した。抽出液 5mlを取り、濃縮乾固した後真空乾燥を行い、重量を測定した。

血清、肝臓、糞中の T-Chol、HDL-C、TG、FFAは前述の和光純薬工業株式会社製

キットを用い、総胆汁酸は和光純薬工業株式会社製のキット総胆汁酸ーテストワコーを

用いて測定した。

7.1.2.6 過酸化脂質の測定

血液過酸化脂質は 5.2.5と同じ方法で測定した。

7.1.2.7 血清アラニンアミノトランスフエラーゼ (ALT) ・アスパラギン酸アミノトラ

ンスフエラーゼ (AST)活性測定

ALT活性と AST活性の測定は紫外部測定 (65，66)を一部変更して行った。

ALTおよびAST活性測定用試薬は下記に示した。測定に際し、測定試薬EとE液を

II : 1II=1 : 6の割合で混合した。また測定試薬 I液およびII+ 1II混液をあらかじめ

30
0

Cで加温し、石英セルに試薬 1500μl、サンフル 10μl、II+ 1II混液 175μlを順次

加え混合した。 UV-VIS分光光度計を用い、 340nmの吸光度を経時的に測定した。

ALT測定

[試薬 I液]88 mMτ'ris-HCl buffer (pH 7.8) (0.27 mM  s-NADHおよび 56.25U/l 

LDH含む).5NKOHを用い pH調整

日式薬E液]300 mMαーケトグルタル酸 in176 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) 
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[試薬E液]1.25 M L-アラニン in88 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) 

AST測定

[試薬 I液]88 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) (0.27 mM  s-NADHおよび28.13U/l MDH 

含む).5NKOHを用いて pH調製

[試薬E液]300 mMαーケトグルタル酸 in176 mM  Tris-HCl buffer (pH 7.8) 

[試薬E液]1.0 M L-アスパラギン酸 in88 mM  Tris司 HClbuffer (pH 7.8) 

7.1.2.8 血清 TRG、NA分析

食餌由来の TRGや食餌あるいは体内由来の NAについて、血清を用いて測定した。

解剖後心臓から直接採取した血液を 3.3.2.2に従い血清に調製し、 Sep-PakPlus C18 

カートリッジ(Waters社)に添加した。その後通過液をナノセップ・遠心ろ過デバイ

ス 3K(和光純薬工業株式会社)に移し、遠心分離 (14，000X g， 20 min， 40

C)を行っ

てからろ過液を測定サンプルとした。

分析は HPLCで行った。カラムにはWakoSil-II 5 C18 HG 250 mm X 4.6 mm i.d. 

(和光純薬工業株式会社)を 40
0

Cに保温して用い、移動相には 10mMリン酸二水素カ

リウムバッファー (pH2.4)とイソフロパノール (92: 8)に、 6mMオクスタンスルホ

ン酸ナトリウム溶解し、 0.20μmメンブレンプィルターでろ過したものを用いた。流速

0.8 mllmin、検出は225nmで行った。 TRG、NAの標品は Sigma-Aldrich、関東化学

株式会社製を用いた。

7.1.2.9 統計分析

データは平均:tSEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

7.1.3 結果

飼育 46日間の食餌摂取量、体重増加量はいずれも群聞に差がなかった (Table7-1-2)。
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空腹時や随時血糖値においても各群聞に差がみられなかった (Table7-1-2)。また臓器

重量や血液 TBARS、肝障害マーカーとしての血清 ALT、AST活性においても同様に

群間での差がみられなかった (Table7-1-2)0 HbAlc値は CON群のみで 1週目に比べ

て6週目で増加の傾向 (0.05<pく0.1)を示したが、 TRGや NA群ではそのような現象

は見られなかった (Fig.7-1・1)0 NA②群は肝臓の T-Chol、TG値が上昇した

(Table7-1-3)。血清中の TRG、NA分析の結果、 TRG①群やTRG②群は CON群に

はないピークが見られ、また 0.05%混餌の TRG①群よりも 0.1%混餌した TRG②

群の方が高いピークを示した (Fig.7-1・2)。標品と混ぜて分析したところ、ピークが重

なる事からこのピークは TRGと同定した。しかし NAI①群、②群には標品 NAと同

じ保持を持つピークは見られなかった (Fig.7・1-2)。

7.1.4 考察

TRG、NAの糖尿病モデ、ル動物への影響を検討する前に、それらの非糖尿病モデルラ

ットへの影響を検討するため、本章ではそれらを Wistarラットに給与し糖尿病マーカ

ーや酸化ストレスマーカ一、脂質レベル等の影響を比較、検討した。

その結果、食餌摂取量や体重増加量、血液 TBARS値、血清ALT・AST活性値には

群間における有意な差がなかった。しかし NA群においては、肝臓のT-CholやTG値

の上昇が見られた。 NAは高脂血症薬であり、肝臓でのコレステロール合成の抑制や中

性脂肪の分解の促進により、血液中のコレステロールと中性脂肪を減らし、 HDL-C値

を上げることが知られている (19)。しかし本章での結果はこれとは異なるものとなっ

た。 TRG群では 0.1%給与群において血清 T-Cholが有意な高値を示した。その要因

のひとつにはTRG群における HDL-Cの増加が考えられた。肝臓脂質においては群問

で差はなかった。

糖尿病のマーカーである HbAlcの CON群における値は、飼育 1週目に比べて 6週

目で増加したが伊く0.1)、TRG、NA群においてはその増加が観察されなかった。糖

化については糖尿病動物におけるよりもむしろ高い値を示し、老化の進行に従って増加
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Fig.7-1-2 HPLC chromatograms of trigonelline and nicotinic acid contained in the serum. 

56 



することが明らかになった。

TRG、NA給与ラットの血清中における TRG、NAの分析を行った結果、絶食 10時

間後の血清中でも TRGは混餌した濃度に比例して見られたが、 NAのピークはクロマ

トグラムでは観察されなかった。 TRG①群の血清には 4.2μg/ml、TRG②群では 7.5

μg/mlの濃度で存在することが分った。ラットの全血液は体重の約6%であるので (67)、

計算すると TRG①群では全血液中に 70.01問、 TRG②群で 131.99μg含まれている

ことになる。絶食前に摂取した食餌中の TRG含量は TRG①群が 7.75mg、TRG②群

で 15.72mgなので、吸収され血液中を滞留しているのは 0.903%、0.839%になる。
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第 7章第2節非肥満2型糖尿病モデル (G町ラットによる検討

7.2.1 緒言

本章第 1節では非糖尿病ラットにおいて NAとTRGが各種糖尿病マーカ一等に及ぼ

す影響について検討を行った結果、 TRG群では各分析項目において群問における差が

見られなかった。しかしながら NA群は血清や肝臓の脂質 (T-Chol、TG値)において

CON群に比べ、変動する傾向を示した。

本節は非肥満の 2型糖尿病モデル GKラットを用いて、前節で影響が小さかった低濃

度の NA、TRG(NA 0.05%、TRG0.056%)を用い、それらが糖尿病や酸化ストレス

マーカ一、脂質レベルに及ぼす影響を検討した。

7.2.2 実験方法

7.2.2.1 サンプルと動物実験

実験には 7.1.2.1と同じ TRG、NAを用いた。

非肥満2型糖尿病モデル GK(GKlSlc 8週令雄)ラットを用いて検討を行った。飼育

は3.1.2と同じ環境下で行った。ラットは 4日間馴化飼育後、6匹ずつ対照 (CON)群、

NA添加群 (NA群)、 TRG添加群 (TRG群)の 3群に分け、 43日間飼育した。 GK

ラットの対照として同週令のWistarラットを用いた。食餌組成をTable7-2-1に示した。

NA、TRG群には NA、TRGをそれぞれ 0.05%、0.056%添加した飼料を与えた。尚、

添加した量はα-コーンスターチ:スクロース=2:1混合から差し引いて飼料調整した。

また、 NAとTRGの添加量は同モル濃度とした。

食餌摂取量、体重は毎日測定した。空腹時の血糖値、随時血糖値は飼育開始 1、3、5

週目に測定した。 HbAlcは1、4、6週目に測定した。 OGTTは飼育 26-27日目に、糞

と尿の採取は 34開 35日目に行い、使用時まで_80
0

Cで保存した。飼育最終日には、 10時

間絶食後ネンブタール麻酔下で開腹し、心臓より血液を採取した。その後肝臓、左腎臓、

左精巣周囲白色脂肪を取り出し、重量測定後液体窒素で凍結し、使用時まで-80
0Cで保
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Table7-2-1 Composition of the experimental diets (%) 

Constituent 
Wistar 

TRG NA 
CON 

Casein 15 15 15 

αーCornstarch:sucrose=2:1 70.5 70.444 70.45 

Corn oil 5 5 5 

Celulose 5 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 

trigonelline 0.056 

nicotinic acid 0.05 

100 100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93-VX which contained 25g bitartrate per 100g were obtained 
from Oriental Yea5t Co，Ltd. 
* Trigonelline and nicotinic acid were added 50 that molecular weight agreed. 
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存した。

7.2.2.2 血糖値測定、 OGTT

空腹時、随時血糖は 7.1.2.3と同様に行った。

OGTTは 10時間絶食した後、血糖値を測定し (0分)、その後 2g/kg (体重)のD司

グルコースを胃ゾンデにて経口強制投入し 15、30、60、120分に血糖値を測定して行

った。

7.2.2.3 血清インスリン濃度、血中 HbAlc測定

OGTT(飼育 26-27日目)時のインスリン値測定は尾静脈より、解剖(飼育 43日目)

後のインスリン値は心臓より直接採血した血液を用い、 5.2.3と同様に測定した。

血中 HbAlcは7.1.2.4のとおり測定した。

7.2.2.4 血清、肝臓、糞中の脂質濃度測定

肝臓と糞中脂質の抽出法は 7.1.2.5と同じである。

血清、肝臓、糞中の T-Chol、HDL-C、TG、PL、FFAの測定には 3.3.2.2で使用し

たキットを用い、総胆汁酸の測定には和光純薬工業株式会社製のキット総胆汁酸-テス

トワコーを用いた。

7.2.2.5 血清アディポネクチン、 TNF-α、尿中 8-0HdG濃度測定

血清アディポネクチン、 TNF-α濃度は 5.2.3と同様に測定した。

尿中 8-0HdG濃度の測定は、凍結しておいた尿を遠心分離 (1，000X g， 20 min，室

温)して得られる上清を用いた。測定は日本老化制御研究所製の ELIZAキット New 

8-0HdG Checkを使用して行った。また和光純薬工業株式会社製クレアチンキット(ク

レアチニンーテストワコー)を用いてクレアチニン量を測定し、 8-0HdG量はクレアチ

ニン当りの値として示した。
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7.2.2.6 過酸化脂質の測定

血液、肝臓過酸化脂質は 5.2.5と同じ方法で測定した。

7.2.2.7 肝臓還元型グルタチオン (GSH)、酸化型グルタチオン (GSSG)の測定

採取後・80
0

Cで凍結保存しておいた肝臓 0.5gに10倍量の O.4N過塩素酸を加え、氷

令下においてホモジナイズした。このホモジネートを遠心分離 (13，500X g， 5 min 

4
0

C)して除タンパク後、この上清を 0.20μmフィルターろ過し、測定サンプルとした。

また標準物質として GSH(100μg/ml 0.2 N過塩素酸) : GSSG (100μg/ml 0.2 N過塩

素酸)=1: 1を調製し、 5μIをHPLCに注入した。この標準物質の濃度とピーク面積、

及びサンプルによるピーク面積から、それぞれのサンプル中の GSH、GSSG量を算出

した。

HPLCのカラムには 250nm X 4.6 mm  i.d. C18 DF-5・120AMCMカラム仏tlC

MEDICAL， INC)を用い、検出には CoulocheniII電気化学検出器仏tlCMEDICAL， 

INC)を用いた。移動相には O.lMリン酸二水素ナトリウムと 0.15mMオクタンスル

ホン酸ナトリウムの混合液(リン酸で pH2.7に調製) : CH3CN = 98 : 2 1 L当り、

酸化防止剤として 50μIのReagentMBを添加した溶液を用いた。

7.2.2.8 溶血赤血球、肝臓の抗酸化酵素活性測定

溶血赤血球と肝臓サンプル調製法、また CATや GPx活性の測定法は 5.2.6で述べた

通りに行った。

7.2.2.9 肝臓脂肪酸合成、分解酵素測定

7.2.2.9.1脂肪酸合成酵素 (FAS)測定

測定サンプルの調製は Burtonらの方法 (68)によって行った。活性測定は Fsu，

Careyらの方法 (69，70)に従った。
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凍結保存しておいた肝臓 2g程度を精秤し、1.5倍量の O.lMリン酸カリウムバッフ

ァー (pH7.0 1 mM  EDTA， 1 mM  2・メルカプトエタノール含)を加え、ホモジナイズ

し、遠心分離 (1，000X g， 15 min， 40

C)した。さらにその上清を遠心分離 (100，000X 

g， 45 min， 40

C)し、その上清を測定に用いた。

活性測定は 30
0

C下でミ行った 1mlの石英セルの中に 143mMリン酸カリウムバッフ

ァー (pH7.0 1.43 mM  EDTA， 7.15 mM  2-メルカプトエタノール含)0.7 ml、2.5mM

アセチル CoA20μl、10mMマロニル CoA20μl、10mM  NADPH 30μl、蒸留水 0.21

mlを加え 5分間プレインキュベート後、測定サンプル 20μlを添加して反応を開始し

た。 NADPHの吸収波長 340nmで3分間測定した。

7.2.2.9.2グルコース 6-フォスフェートデヒドロゲナーゼとらフォスフォグルコネー

トデヒドロゲナーゼ (G6PD+ 6PGD)活性測定

肝臓サンプルの調製、測定には BIOXYTECHG6PD/6PGD-340キット (OXIS

internationalネ士)をイ吏用した。

7.2.2.9.3カルニチンパルミトイルトランスフエラーゼ (CPT)活性測定

活性測定用のサンプルは、肝臓 0.5gに6倍量の 3mMτ'ris-HCl(0.25 Mスクロー

ス 1mMEDTA含)を加えてホモジナイズし、調製とした。

測定は Guglielmoらの方法 (71)に従った。活性測定は 30
0

C下で行った。 1mlの石

英セルの中に 116mM  Tris-HClバッファー (pH8.0 2.5 mM  EDTA 0.2% 

TritonX・100，5μmolDTNB含)0.5 ml、測定サンプル 10μl、蒸留水 0.46mlを加え 412

nmで3分間吸光度を測定し、吸光度の上昇が見られなくなったら、 2mMバルトミイ

ルーCoA20μl加え、さらに 3分間吸光度の測定を行った。吸光度が一定に達した後、

1.25 mM  1-カルニチン溶液 10凶を加え、さらに 3分間の測定を行った。

7.2.2.10 DNAマイクロアレイによる遺伝子発現解析
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CON群、 TRG群の肝臓における遺伝子発現量を評価するために、 DNAマイクロア

レイ分析を行った。

7.2.2.10.1肝臓RNAサンプルの調製

肝臓からのトータルRNA抽出は市販キット RNeasyMini Kit (QIAGEN:社)を用

いて行った。抽出したトータル RNAサンフルは分光光度計を用いて収量を測定し、

Agilent2100 Bioanalyzer (Agilent technology社)を用いて純度検定を行った。また

サンプルは使用するまで-80
0

Cで保存した。

7.2.2.10.2発現解析

WT Sense Target Labeling Kit (NuGEN社)を用いて cDNA増幅を行い、

Mfymetrix社 GeneChipArray ( Rat Gene 1.0 ST Array遺伝子数 29215)にハイブリ

ダイゼーションを行った。 GeneChip3000 ScannerによるArrayのスキャンと画像デ

ータを取得した。 cDNA増幅工程からArrayのスキャンまでは、 NuGEN社および

Mfymetrix社のプロトコールに従った。

データ解析システム GeneChip⑧ OperatingSoftwareを用いて、取得したサンプル

の Array画像データを確認した。 GeneChipデータ解析ソフトウェア Expression

Consoleを用いて、遺伝子発現量を数値として抽出したほtファイルへ変換した。標準

化の設定はExpressionConsoleに設定されている解析アルゴリズム RMAを使用した。

CON群 (n=3)とTRG(n=3)群の肝臓における遺伝子発現量を比較した。

7.2.2.10.3 RT-PCRによる遺伝子発現比の確認

Real-timePCR装置を用いた RT・PCR法により鍵となる遺伝子発現量を測定した。

トータルRNAサンフル 1μgをDEPC水で 8.5μ1に調整し、ランダムヘキサマー1μl

を加え、72
0

C、10分間加温しその後氷中で冷やした。さらに 5X RT-buffer 4μl、dNTP

4μl、100mMDTT 2μl、ReverTra・Ace0.5μ1 (100 unitslμl東洋紡株式会社)を加

え、 42
0

C、1時間の伸長反応後 cDNAサンプルを得た。
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PCR反応は、ミリ Q3.2μl、SYBERGreenReal-官mePCR Master Mix 5μl、10μM

5'プライマー 0.4μl、10μM3'プライマー 0.4μlさらに cDNA1μlを専用の 96穴マイ

クロプレートに入れ、分析した。反応条件は 95
0

C (30 sec)→*95
0

C (5 see)→55
0

C (15 

sec)→72
0

C (15 sec)州→950C (5 sec)→650C (1 min)→980C (coutinuous)→50
0

C 

(30 sec)とし、*から対までを 45サイクルとした。装置は LightCycler⑧480System 

(Roche Applied Science社)を使用した。発現量は、グルコース-6-フォスファターゼ

(Gene symbol; G6pc， sence， 5'・・CTACCTTGCGGCTCACTTTC-3'; antisence， 5' -ATCC 

AAGTGCGAAACCA AAC・3')、アンジオポエチン様タンパク質 4 (Angpt14， sense， 

5' -CAGAACAGCAAGATCCAGCA-3'; antisence， 5' -CCTCTTTCCCCTCGAAGTCT-

3') ，シトクローム P450，サブファミリー51(Cyp51， sense， 5'・GTGCCAAATGCAGTT

TTCCT -3'; antisense， 5'-TCAGACAGCGCTTCAAACA C-3')について検討した。内部

標準にs-アクチン (sense，5'-ACCCACACTGTGCCCATCTA-3'， antisense， 5'-CGTCA 

CACTTCATGATG-3')を用い、遺伝子発現量を補正した。実験に用いたプライマーは

シグマアルドリッチジャパン株式会社より合成したものを購入し使用した。

7.2.2.11 統計分析

データは平均土SEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

7.2.3 結果

飼育中の体重増加量は CON群で 42日間にわたって増加を示したのに対し、 TRG、

NA群では 21日目以降にその増加に抑制傾向が見られた。 37日目以降では NA群に

おいて有意な増加の抑制が見られた。飼育中の食餌摂取量には群聞における有意差がな

かった (Fig.7-2-1)。

飼育開始時、 3、5週目に測定した空腹時血糖値は非糖尿病の Wistar群が GKラッ

ト群に比して、明らかに低い値を示したが、 GKラットの CON群、 TRG群および
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NA群の問では、有意な差は見られなかった。摂食 1時間後における随時血糖値は、

各群において実験開始時と 3週目の聞には有意な違いがなかったが、 TRG群において

は 5週目に開始時に比べ有意な低下を示した。 NA群においては低下傾向が見られた

(Fig.7-2・2)。

飼育 26・27日目に行った OGTTにおいては、糖投与後 60、120分で CON群に比

べてTRG群が有意な上昇の抑制を示した (Fig.7・2-3)。しかし、 NA群においては抑

制が見られなかった。OGTTのAUCにおいても、同じように CON群に比べてTRG群

において有意に低い値を示したが、 NA群においては低下が見られなかった。またこの

OGTT時の血清FFA濃度を測定したところ、Wistar群と TRG群においては糖負荷時

以降値が低くなるが、 CON群と NA群においては 15分後が最も高値になりその後低

下した。 OGTT前には 10時間の絶食があり、その後糖を投与すると Wistar群と TRG

群では、糖のエネルギー源としての利用と平行して脂肪酸の利用も円滑に行わるのに対

し、 CON群と NA群では脂肪酸の利用が円滑に行われていないことが推察された。

43日後の解剖で摘出した肝臓重量には GKラットで群聞に有意差はなかったが、腎

臓、精巣周囲白色脂肪細胞重量は CON群において高く、 TRG、NA群では低いまた

は低い傾向にあった (Table7・2-2)。飼育4週目に行ったOGTTでの糖投与前(空腹時)

でも同じ傾向が観察されたが、血清インスリン値は CON群に比べて、 TRG群におい

て低く、 NA群と CON群間には差がなかった (Table7・2・2)。脂肪細胞由来のサイト

カイン、アディポネクチンでは CON群のばらつきが大きく各群聞における統計的差異

は見られなかった (Table7-2-2)0 TNF・αはCON群に比べて TRG群で低く、 NA群

では CON群と差がなかった。アディポネクチンと TNF-αはお互いの作用を抑制し合

い、脂肪組織においては転写レベルでそれぞれの産生が抑制されていることが知られて

いる (72，73)。

血清T-Chol、TG、FFA値は非糖尿病のWistar群に比べて CON群で高い、または

高い傾向を示したが、 TRG、NA群では有意に低下した (Table7-2-3)。また TRG群

とNA群の 2群聞において差は見られなかった。肝臓T-Chol、TG、FFAもWistar群
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Table 7-2-2 Effects of trigonelline and nicotinic acid on serum insulin and adiponectin， and TNF・αlevels.

Dietary group Wistar 
GK 

CON TRG NA 

Organs weight (% of body weught) 
Liver 3.19::!: 0.06 b 3.44::!: 0.09 a 3.32士0.05a 3.27::!: 0.07 a 

Kidney 0.312 ::!: 0.006 c 0.424 ::!: 0.007 a 0.411 ::!:0.010 ab 0.393 ::!: 0.008 b 

Fat tissue 

Mesentery 0.251 ::!: 0.055 0.355 ::!: 0.042 0.284 ::!: 0.031 0.316 ::!: 0.031 

Pararenal 1.09::!:0.10 1.16 ::!: 0.04 1.00::!: 0.05 1.00 ::!: 0.05 

Epididymal 0.751 ::!: 0.050 b 1.02 ::!: 0.06 a 0.686 ::!: 0.040 b 0.736::!: 0.019 b 

Serum 

Insulin (pg/ml) 87.2::!: 0.4 c 116.9::!: 4.9 a 103.7::!: 3.4 b 118.5 ::!: 6.9 a 

Adiponectin (ng/ml) 96.3 ::!: 6.4 82.4::!: 25.8 92.8::!:19.1 100.9 ::!: 2.4 

TNF-α(pg/ml) 121 ::!: 1 a 123::!: 4 a 111::!:3
b 116土2ab 

Values a陪 means::!:SEM，n=5 (Wistar， NA group)， n=6 (CON， TRG group). Means with different 

leUers differ significantly (p <0.05). 

Table 7-2国 3 Effects of trigonelline and nicotinic acid on serum， liver and feces lipid levels. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON TRG NA 

Serum 

T-Chol (mg/dL) 66.0::!: 5.8 b 123.3 ::!: 21.5 a 87.7 ::!: 2.9 b 83.6 ::!: 2.0 b 

HDL-C (mg/dL) 45.2::!: 2.1 b 72.7::!: 3.4 a 67.4::!: 5.3 a 66.3 ::!: 2.0 a 

LDしC(mg/dL) 10.4 ::!: 4.7 c 66.9 ::!: 16.7 a 14.8::!: 4.4 b 8.3 ::!: 1.1 bc 

Atherogenic index 0.451 ::!: 0.076 0.680 ::!: 0.271 0.334::!: 0.092 0.263 ::!: 0.023 

TG (mg/dL) 82.2::!: 5.3 a 90.9::!: 16.6 a 43.8 ::!: 4.6 b 45.3 ::!: 2.8 b 

FFA (mEq/L) 0.629 ::!: 0.040 b 0.705 ::!: 0.045 a 0..567 ::!: 0.060 b 0.724 ::!: 0.106 b 

Total Bile Acid (μmol/l) 1.84::!: 0.40 b 7.25 ::!: 1.49 a 3.72 ::!: 0.69 b 3.78土0.88b 

Liver 
Totallipid (mg/g of liver) 51.7::!: 5.5 a 58.7 ::!: 5.6 a 37.0 ::!: 3.3 b 45.1 ::!: 2.4 ab 

T-Chol (mg/g of liver) 3.15::!: 0.62 b 4.96土0.64a 2.90 ::!: 0.25 b 2.79 ::!: 0.32 b 

TG (mg/g of liver) 16.0::!: 2.2 b 52.2::!: 8.5 a 15.6 ::!: 1.6 b 18.4::!: 2.6 b 

PL (mg/g of liver) 16.5::!: 1.6 23.0::!: 3.5 19.5::!: 2.1 16.1::!:2.4 
FFA (mEq/g of liver) 65.1 ::!: 1.4 ab 66.8::!: 2.0 a 57.5 ::!: 3.1 b 61.9 ::!: 4.6 ab 

Feces 

Total excretion (g/40h) 1.96::!: 0.17 b 2.03::!: 0.11 b 2.50::!: 0.21 a 2.05::!:0.12
b 

Totallipid (mg/g of total feces) 35.1土1.4b 40.5::!:1.7
a 32.4 ::!: 1.6 b 34.4 ::!: 1.8 

b 

T-Chol (mg/g of total feces) 0.809 ::!: 0.039 0.883 ::!: 0.081 0.878 ::!: 0.075 0.755 ::!: 0.085 

TG (mg/g of feces) 13.5 ::!: 5.5 b 57.1 ::!: 7.0 a 18.5::!: 4.7 b 31.8 ::!: 7.8 b 

Values are means:tSEM， n=5 (Wistar， NA group)， n=6 (CON， TRG group). Means with different leUers di仔ersignificantly 
(P<O.05). 
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に比べて CON群が高い値を示し、 TRG、NA群において CON群に比べて低下また

は低下傾向を示した。飼育 6週目で採取した糞を分析した結果、総脂質排准量 (mg/gof 

total feces)はWistar群に比べ CON群で高い値を示したが、 TRG群、 NA群におい

てはCON群に比べて有意に低下した。TG排世量においても同様な結果を示した。尚、

糞中への T-Chol排出量には群聞における大きな違いはなかった。

各群の HbAlc値の比較は、各群の 4、6週目の値をそれぞれ 1週間目の値と比較し

て行った (Fig.7-2・4)0 Wistar群、 CON群は 1週目と比較して 4 週目で上昇傾向、

6週目で有意な上昇が観察された。しかし TRG群、 NA群は 4週目で有意に上昇が

見られたが、 6週日には低下し 1週目とほぼ同じレベルに達した。

肝臓の脂肪酸合成系酵素の 1つである FASと脂肪酸合成に必要なNADPHの60%を

まかなっている G6PDと6PGD(74)、そして脂肪酸のp酸化系の酵素 CPT活性測定の

結果を Fig.7-2-5に示す。 FAS、G6PD+ 6PGD活性ともに TRG群のみが有意に低値

を示した。一方、 CPT活性は NA群のみが高い活性値を示した。

血清と肝臓のTBARS値はともに CON群に比してTRG群において有意に低い値を

示した (Table7-2-4) 0 NA群の血清 TBARS値は CON群に比べて低い傾向を示した

が、肝臓TBARS値は群間による違いが見られなかった。

酸化ストレスのマーカーである尿中 8・OHdGはWistar群より CON群で高い傾向

を示し、 TRG群においては CON群より低い値を示した。 NA群では CON群よりも

むしろ高い傾向にあった (Table7-2-4)。

酸化ストレスの状態を知るために肝臓での GSH、GSSGの測定を行った

(Table7 -2-5) 0 Wistar群に比べ、 CON群、 TRG群で高い値を示した GSH量は、

NA群において低下を示した。一方、 GSSGもCON群で高い値を示したが、サンプル

添加群ではその上昇に抑制が見られた。総グルタチオン中の GSHの割合は、 CON群

で低下したが、サンプル給与群ではWistar群のレベルと同等であった。

溶血赤血球の CAT、GPx活性はWistar群に比べ、 CON群で高い値を示したが、

TRG、NA群では上昇抑制または抑制傾向が見られた (Table7・2・6)。肝臓でのこれら
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Table 7・2-4Effects of trigonelline and nicotinic acid on oxidative status and urea creatinine levels. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON TRG NA 

TBARS 

Blood (nmol/ml) 1.32 :!: 0.35 ab 1.46 :!: 0.46 a 0.47土0.15b 0.53 :!: 0.25 ab 

Liver (nmollg of liver) 172 :!: 14 ab 178:!: 5 a 148 :!: 6 b 188 :!: 16 a 

Urea 

8・OHdG(ng/g of creatinine) 442:!: 85 a 665:!: 158 a 239:!: 59 b 727:!: 185 a 

Creatinine (g/40h) 0.701 :!:0.111 0.933 :!: 0.098 1.002 :!: 0.088 0.849:!: 0.114 

Values are means:!:SEM， n=5 (Wistar， NA group)， n=6 (CON， TRG group). Means with different leUers differ significantly 
(p<0.05). 

Table 7-2-5 Effects of trigonelline and nicotinic acid on liver glutathione levels. 

Dietary group 

GSH (mmol/kg of liver) 

GSSG (mmol/kg of liver) 

GSH/ (GSH+GSSG) ratio 

GK 

CON TRG NA 
Wistar 

3.72 :!: 0.20 b 4.27土0.11a 4.16:!:0.09
a 

3.67:!:0.19
b 

0.0196 :!: 0.0064 bO.0592 :!: 0.0123 aO.0239 :!: 0.0054 bO.0269 :!: 0.0069 b 

0.995 :!: 0.002 a 0.986:!: 0.003 b 0.994:!: 0.001 a 0.992:!: 0.0023 a 

Values are means:!:SEM， n=5 (Wistar， NA group)， n=6 (CON， TRG group). Means with different letters differ significantly 
(p<0.05). 

Table 7-2-6 Effects of trigonelline and nicotinic acid on blood and liver antioxidant enzymes activities. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON TRG NA 

Blood 

CAT (U/mg of Hb) 4.74:!: 0.72 b 7.96:!: 1.21 a 6.70 :!: 0.38 ab 6.75 :!: 0.73 ab 

GPx (U/mg of Hb) 27.6 :!: 4.2 ab 34.0 :!: 3.3 a 24.8:!: 2.0 b 23.9:!: 2.6 b 

Liver 
CAT (U/mg of protein) 70.8 :!: 3.5 a 76.0:!: 1.1 a 50.5 :!: 6.3 b 64.4 :!: 4.4 ab 

GPx (U/mg of protein) 1.04:!: 0.07 a 1.15 :!: 0.05 a 0.75 :!: 0.09 b 1.00:!:0.06
a 

lalues are means:!:SEM， n=5 (Wistar， NA group)， n=6 (CON， TRG group). Means with different leUers differ significantly 
J<0.05). 
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の酵素活性は、赤血球の場合と違って Wistar群と CON群との聞に差がなかったが、

TRG、NA群では CON群に比べ有意に低い、または低い傾向にあった。

DNAマイクロアレイ法による遺伝子発現変化を解析したところ、 2倍以上に上昇し

た遺伝子数は 369、低下した遺伝子数は 669であった。中でも今回の実験に関連のある

糖代謝と脂質代謝に絞って検索したものを、 Table7・2・7に示す。 G6pc、フォークヘッ

ド転写因子 (Foxol)、肝細胞核因子 4α(Hnf4q，)等の糖新生に関わる遺伝子発現が低

下しており、 TRGによる糖代謝の制御がインスリン抵抗性の改善と強く関連している

ことが支持された。アセチル CoAの合成に関わる ATPシトレートリアーゼ (Acly)の

発現低下、合成を阻害するピルベートデヒドロゲナーゼキナーゼアイソザイム 4(Pdk4) 

の発現増加によりアセチル CoA合成が抑制されていた。さらにコレステロール合成酵

素の Cyp51や LPL活性を抑制するAngpt14の発現低下が見られた。また

real-timePCRで定量した遺伝子 G6pc、Angpt14、Cyp51のCON群と TRG群の発現

結果を Fig.7-2-6に示す。いずれもマイクロアレイの結果と同じ傾向を示している事が

わかった。

7.2.4 考察

本節では TRGとNAが同モルになる食餌を GKラットに 43日間給与した実験を行

った。

OGTTの結果から、 CON群はインスリンの分泌が多いにも関わらず血糖値が低下し

ない事からインスリン抵抗'性になっていると考えられる。 TRGを与えたラットにおい

ては耐糖能に改善が見られたが、 NA群では改善が見られなかった。しかし両群とも血

清インスリン値が CON群より低い値になっている。つまり TRG群は OGTT時の血

糖、インスリン値が低く、 NA群は高血糖だがインスリン値が低い。この 2群聞を比

較すると、より TRG群はインスリン感受性が良いと考えられる。 TRG群における遺

伝子の応答を DNAマイクロアレイで検討した結果、 CON群に比して TRG群では、

主に糖新生のキー酵素である G6pcとフォスファターゼとテンシンの相同タンパク
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(Pten)の発現が低下しており、その低下がインスリン抵抗性改善のー要因になってい

ることが考えられた(参考 Fig.7 -2-7~7 -2-9)。

核内転写因子である Foxo1や Hnf4αの発現が低下していることから、その低下に伴

って G6pcの発現に見られるものと考え、 TRGの給与はこれらの発現を抑制し、糖新

生を抑制しているものと考えられる(参考 Fig.7・2・8)。また Foxo1はインスリンの制

御を受けており、インスリン存在下ではフォスファチジルイノシトール 3-キナーゼ

(PI3K) /プロテインキナーゼB(Akt)によりリン酸化を受けFoxo1は核外へ移動し転写

活性は発揮されず、 G6pcの発現は低下する。しかしインスリン抵抗性である場合、

Foxo1が核内に残存し、糖新生系酵素の遺伝子発現が維持され、高血糖に傾く事が報告

されている (75)0 TRG群はこのインスリンシグナルが円滑に行われることで糖新生

を抑制していると推察される。尚、解糖系酵素であるグルコキナーゼ (Gck)の発現量

がCON群よりも低下していたのは、臓器の摘出が絶食 10時間後に行われた為、 TRG

群では血中の糖濃度が CON群よりも低くなっていたことが原因のひとつと考えられ

る。

Ptenはインスリンの代謝において、中心的な役割を担う PI3K産物フォスファチジ

ルイノシトール (3，4，5)3リン酸 (PI(3，4，5) P3)を代謝し、インスリンシグナルを負に

調節する。 PI(3，4，5) P3はAktを活性化することでグルコース輸送担体 4型 (GLUT4)

を細胞膜まで輸送する (76)0 TRG群における Ptenの低発現は、 PI(3，4，5) P3濃度を

上げて GLUT4のトランスロケーションを誘導し、糖の取込みが促進したと考えられる

(参考 Fig.7・2・9)。絶食 10時間にも関わらず、 TRG群の方が糖の取込みを充進したと

すれば摂食時での糖取込みは TRG群で CON群よりも、より円滑に行われていること

が推察できる。

通常取り込まれるグルコースの多くは、解糖系から TCA回路を経てATP産生に利用

されるが、高血糖状態ではポリオール経路等の迂回経路を通るようになる。グルコース

はポリオール経路によりソルビトール、フルクトースに変換されるが、この変換時に

NADPHが大量に消費されるため、 NOや GSHの合成が低下し、酸化ストレスが充進
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すると考えられている。またフルクトースはグルコースに比べ、糖化や酸化ストレスを

より引き起こし易いことが報告されている (77)。さらには糖尿病の進行にともない、

TNF-α (78)や糖化最終産物 (AGEs)(79，80)の産生が増加し、それに伴って ROSの

産生増加が報告されている(参照 Fig.7-2-10)。そこで今回の実験では酸化ストレスマ

ーカーとして TBARSや 8・OHdGレベル、抗酸化系酵素の応答、体内の抗酸化物質と

しての GSH、糖化ヘモグロビン濃度を測定した。

ROSに関わる測定項目の中でも、血液、肝臓 TBARSや肝臓 8-0HdG、肝臓の抗酸

化系酵素 (CAT、GPx)はCON群に比して有意差があり、かっ NA群よりも低い値と

なった。過酸化水素 (H202)や過酸化脂質を還元する CATや GPxの低い活性は、体内

過酸化の低いレベルでの維持によるものと考えられる。糖尿病ラットでは体内での

H202レベルが上昇し、その除去のために CAT活性上昇が起こるという報告もなされて

いる(81)。また lflげtroでの実験では、 NAがTRGよりも OH.NO・DPPH.を消

去する作用が強いとの報告があるが (33)、TRGが NAより体内酸化に抑制的に作用

すると推察される本実験の結果とは異なる。 TRGは活性酸素の消去よりむしろ体内で

の抗酸化酵素への影響を通して酸化の冗進を抑制していることが考えられる。

Wistar群、 CON群の HbAlcは、飼育 1、4、6週目にわたって次第に上昇している

が、 TRG、NA群においては 4週目には上昇するものの 6週目には低下し 1週目との

有意差がなかった。マウスの赤血球の寿命は約 50日であり糖尿病マウス

C57BL/Ksιdb/dbにおけるHbAは 2・3週間後に HbAlcへで急激に変化する (82)。

ラットの赤血球の寿命は約 60日であり、 HbAが糖化される時間がマウスと変わらな

いものとすると、今回の実験で測定した 4週間目の HbAlcは実験開始 1週間後の血糖

レベルを反映しているものと考えられる。 6週目の値は TRG、NAが長期給与された

時の血糖レベルであり、その低下はこれら物質の長期にわたる給与がヘモグロビンの糖

化に抑制的に働くことを示唆している。

今回の実験では TBARSと同じように HbAlcもCON群に比べTRG、NA群におい

て低い値を示唆しており、 TBARSと HbAlcは正の相関を示すとする報告と一致する
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(83・85)。マロンジアルデヒド(MDA)の添加がヘモグロビンの糖化に影響を及ぼすと

報告されている (86，87)。従って酸化条件下で赤血球の膜は酸化され、生成した MDA

によってより糖化されやすくなり、 HbAlcの上昇を引き起こしたことが考えられる。ま

た HbAlcなどのアマドリ化合物以降におけるグリケーション後期段階反応 (AGEs産

生)を TRGや NAが制御し、糖尿病の充進を抑制することも考慮されるが、これら化

合物の活性酸素消去能は小さいことから、この経路の制御による抗糖尿病効果は小さい

と考えられる。

TRG、NAはともに血清、肝臓の脂質レベルを改善すること、脂質の糞中排植を増加

させることが示唆された。肝臓では脂肪酸合成系酵素の活性抑制とp酸化の充進が見ら

れた。 TRG群においては、アセチル CoAの合成を担う ATPシトレートリアーゼ

(Acly)やスクワレン合成酵素ファルネシル二リン酸ファルネシルトランスフエラーゼ

(Fdft1)、コレステロール合成酵素のシトクローム P450サブファミリー51(Cyp51)、

LPL活性を抑制するアンギオポイエチン様蛋白 4 (お19pt14)が関連している事が挙

げられる(参考 Fig.7-2-7)。特にAngpt14の発現低下により LPLが活性化することで

超低密度リボタンパクコレステロールれ在.JDL-C)や LDL-Cなどのリポタンパクの異

化が促進している可能性が考えられ、血清中の LDL-C値が CON群よりも有意に低下

している一因とも考えられる。NAは脂肪細胞の膜タンパクである Gタンパク質への作

用を介して、細胞内 c品。の活性を抑制し、その結果ホルモン感受性リバーゼ (HSL)

の活性化が阻害を受けて、 TGの分解が抑制されるとの報告がある (88，89)。また 2型

糖尿病においても、 TGの減少を引き起こし、結果として FFAが減少し、糖の取り込

みの促進および糖新生抑制の報告がある (90)。今回の結果では NA摂取による糖の取

り込み充進や糖新生の抑制は見られなかったが、 NAが TGや FFAに影響を及ぼして

いる点では一致している。今回投与した NA投与量ではグルコースレベルを変化させる

のに十分でなかったことが推察され、臨床でも少量の投与ではグルコースレベルに影響

しないとしている (91)。

TRGとNAは構造が類似物質で、メチル基とプラス荷電の有無だけの違いである。
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しかし今回の実験結果では、 2つの物質の効果の違いが明らかになった。どちらも脂質

レベルに影響を与えるが、血糖値および体内抗酸化物質のレベル、酵素活性には、 NA

より TRGの方がより効果が大きいことが示された。TRGはNAに比べて脂溶性が高く、

細胞膜の親和性が高いかもしれない。それによって体内への取込みや細胞への拡散にお

いて差が生じ、効果の違いとして現れたのかもしれない。

NAは体内で代謝され主に Nl-メチルー2-ピリドン・5-カルボキサミド (NMPC)と

Nl・メチルニコチンアミドとして排世されるが、一部 TRGへ代謝変換されることがし

られている (27-30)。湯山らは NMPCの排油量の動態と生体内での TRGの行方につ

いて，ヒト及びラットについて検討し、普通食でも TRGが尿中に排池されていること、

またNA、TRGを投与するとTRG、NMPCの排世量が増加することを示した (30-32)。

これらから NAの有用性は一部代謝された TRGが寄与しているのかもしれない。
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第 7章第3節肥満2型糖尿病モデル(阻ιAウマウスによる検討

7.3.1 緒言

第 2節で、 TRGとNAの非肥満2型糖尿病モデル GKラットにおける抗糖尿病効果

を検討した。結果、 TRG群では耐糖能が改善されることを示したが、 NA群での改善

は見られなかった。しかし両群とも脂質代謝には影響を及ぼし、血清、肝臓の TGレベ

ルは CON 群よりも低い値を示した。 GK ラットでは 6~13 週令の若年期に特異的に過

食と内臓肥満を呈する事が報告されていることを考え合わせると (92)、TRG、NAは

代謝異常の改善効果を持つことが十分期待できる。より肥満度が進む 2型糖尿病では

NAの脂質代謝異常改善を介して、糖尿病を軽減する可能性も考えられ、本節ではTRG、

NAの肥満2型糖尿病モデルにおける検討を行った。

1997年アメリカ糖尿病協会 (American-Diabetes-Associa tion; ADA)のワークグル

ープが示した新しい糖尿病の分類では、インスリン非依存性糖尿病は「インスリン抵抗

性を主たる基盤とし」とはじめに記載されているが (93)、1999年の日本糖尿病学会

の病型分類では「インスリン分泌不全があるJことが先になっている (94)。これは、

コーカサス系欧米白人の醇8細胞のインスリン分泌能が、モンゴル系の東アジアに住む

民族のそれに比べて著しく高いという遺伝的な人種差に基づくものである。一般的に欧

米人には肥満の 2型糖尿病患者が多く、日本人には非肥満の例が多い。つまり、日本人

はインスリン分泌不全という遺伝素因をもっ個体が多いうえ、わずかな内臓脂肪の増加

に対してインスリン抵抗性を帯びやすく (95)、2型糖尿病になりやすい宿命をもっ人

種であると言える。

前節に用いた非肥満 2型糖尿病 GKラットの特徴は、糖負荷後の血糖上昇は高く糖に

対するインスリン分泌不全を示すと同時に、飽食時の血清インスリン値はむしろ高めで

軽度のインスリン抵抗性も見られ、日本人に多い非肥満 2型糖尿病モデルラットと言え

る。インスリン分泌不全である原因として、胎生時より醇ランゲルハンス島の形成不全

や8細胞数減少が報告されており、加齢とともに繊維化の進行、末梢神経障害や軽度の
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腎障害、細小血管障害などの合併症が見られる (96)。

本節で使用した肥満 2型糖尿病 KK-AYマウスは重度な肥満・高血糖を発現すること

から、欧米型の肥満2型糖尿病に対応すると考えられている。このマウスは多食、多飲、

多尿、尿糖陽性、高血糖、高インスリン血症、インスリン抵抗性、醇ランゲルハンス島

肥大を呈し、6週齢から尿糖陽性となり、雄の糖尿病発症率が 100%に達する (97，98)。

本節では TRG、NAの肥満型糖尿病への影響を KK-AYマウスを用いて検討した。

7.3.2 実験方法

7.3.2.1 サンプル、実験動物

実験に用いた NAとTRGは 7.1.2.1と同じものを用いた。

肥満 2型糖尿病モデル KK-AJ'(KK竺AJ'/TaJcl6週令雄) マウスを用いて検討を行

った。飼育環境は 3.1.2と同じである。マウスは 2 日間馴化飼育後、対照 (CON)群

(n=8)、NA群 (n=7)、TRG群 (n=7)の 3群に分け、 28日間飼育した。同週令の

C57BLl6J (n=7)をKK-AJ'の対照群 (C57BL群)とした。食餌組成は Table7・3・1に示

す。

食餌摂取量、体重、飲水量は毎日測定した。空腹時、随時血糖値は隔週測定した。

HbA1cは 1、4週目に測定した。耐糖能試験は飼育 22-23日目に行った。糞の採取は

23・27日目に行い、使用時まで・80
0

Cで保存した。飼育最終日には、 12時間絶食後ネン

ブタール麻酔下で開腹し、心臓より血液を採取した。その後肝臓、左腎臓、左腎周囲白

色脂肪、左精巣周囲白色脂肪、肩甲骨間褐色脂肪を取り出し、重量測定後液体窒素で凍

結し、使用時まで-80
0

Cで保存した。

7.3.2.2 血糖値測定、 OGTT

空腹時血糖は 12時間絶食後、随時血糖は摂食後 1時間後にケアシスト(株式会社堀

場製作所製 一般医療器グルコース分析装置)を使用して測定した。

OGTTは 12時間絶食後、 7.2.2.2と同じ方法で、行った。グルコース投与0、30、60、
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Table7-3-1 Composition of the experimental diets(%) 

Constituent 
C57BL 

TRG NA 
CON 

Casein 15 15 15 

Q-Cornstarch:sucrose=2:1 70.5 70.444 70.45 

Corn oil 5 5 5 

Celulose 5 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 1 

trigonelline 0.056 

nicotinic acid 0.05 

100 100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93-VX which contained 25g bitartrate per 100g were 
obtained from Oriental Yeast Co，Ltd. 
* Equimolar trigonelline and nicotinic acid (0.406mmole) were added to respective 
diets. 
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120分に血糖値測定した。

7.3.2.3 血清インスリン濃度、血中 HbAlcの測定

OGTT (飼育 22-23日目)時と解剖時(飼育 28日目)のインスリン値は株式会社シ

バヤギ製のキット、レビスインスリンキットーマウス Sを用いて測定した。

血中 HbAlc濃度測定は 7.l.2.4と同じである。

7.3.2.4 血清、肝臓、糞中の脂質濃度測定

血清の調製、肝臓・糞中脂質の抽出、また測定も 3.3.2.2、7.1.2.5に従い行った。白

色脂肪細胞の TGについても肝臓での抽出、測定と同様である。

7.3.2.5 血清TNF-α濃度測定

TNF-αの定量は MouseTNF-αImmunoassay Kit (Biosource社)を用いて行った。

7.3.2.6 肝臓酵素活性測定

7.3.2.6.1 肝臓 FAS、G6PD+6PDG、CPT活性

測定サンプルの調製は肝臓 0.2gを10倍量の 3mM  Tris-HCl (0.25 Mスクロース 1

mMEDTA含)を加えて管型ガラスホモジナイザーでホモジナイズし、次いで得られた

ホモジネートを遠心分離 (1，000 X g， 15 min， 4
0

C)した。さらに上清を遠心分離

(100，000 X g， 45 min， 4
0

C)した後、その上清を FAS、G6PD.6PDGの活性測定に使

用した。

CPT、FAS、G6PD+6PDGの活性測定は 7.2.2.9の方法で=行った。

7.3.2.6.2 肝グルコースキナーゼ (GLK)、グルコース 6・フォスファターゼ (G6Pase)

活性測定

GLK、G6Pase測定サンプルの調製は FASや G6PD+ 6PDG測定用サンプルの場合
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と同じようにして行った。

GLK測定法は Davidsonらの方法に従った (99)。活性測定は 27
0

C下で行った。吸

光度計の 1mlの石英セルの中に 50mM  HEPESバッファー (pH7.4、 100mM  KCl、

7.5 mMMgCb、2.5mMジチオエリスリトールを含む)300μl、10mg/ml BSA 100μl、

0.5mMまたは100mMグルコース 100μl、4U/ml G6PD (Leuconostoc mθ'sent，θ'roid.θs) 

100μ1、0.5mM  NAD j 100μl、測定サンフル 200μlを加え、最後に 5mM-ATP 100μl 

を添加して反応を開始した。 340nmで5分間測定した。尚、へキ、ノキナーゼ、活性を考

慮、して 100mMグルコース添加時の吸光度変化値から 0.5mMグルコース添加時の吸

光度変化値を差し引いて補正した。

G6Pase測定は Langeらの方法に従った (100)。試験管に蒸留水 1ml、10mM  G6P 

50μl、測定サンプル 10μlを入れて 37
0

C、20分間インキュベートし、 270mM硫酸 (3.7

mMモリブデン酸アンモニウム、 240mMドデシル硫酸ナトリウム (SDS)含)220μl 

で反応を停止した。次いで1.2Mアスコルビン酸 50μl加えて室温 30分放置後吸光度

(820 nm)を測定した。 0.1、1、3、5、10Mのリン酸を測定サンプルの代わりに加え

検量線を作成した。

7.3.2.7 白色脂肪酵素活性測定

白色脂肪は-80
0Cで凍結保存しておいた精巣周囲脂肪を使用した。

リポプロテインリバーゼ (LPL)活性測定時の白色脂肪細胞の調製はBergoらの方法

で、行った (101，102)。白色脂肪を 0.025Mアンモニアバッファー (pH8.2， 1 mg/ml 

BSA， 10μg/mlロイペフチン， 1μg/mlペフスタチン， 25 IU/mlトライゾール， 5mM  

EDTA， 5 IU/mlヘパリン， 1%τ'riton-X-100， 0.1%SDSを含む)でホモジナイズ後、遠

心分離 (700 X g， 15 min， 4
0

C)し、上清を測定サンフルとした。測定は Roar

Biomedical， Inc.製の RoarLPL-Activity-Assay Kitを用いた。測定時に必要な LPLは

Merck&Co.， Inc.製Ps，θudomonassp由来を使用した。

グリセロール与フォスフェートデヒドロゲナーゼ (GPDH)活性測定時の調製は 4
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倍量の 0.25Mショ糖溶液でホモジナイズ後遠心分離 (700X g， 10 min， 4
0

C)し、そ

の上清をさらに遠心分離 (54，000X g， 1 h， 40

C)した上清を測定サンプルとして用い

た。測定は株式会社セルガレージ製の GPDH活性測定キットを用いた。

7.3.2.8 凍結切片作成

解剖時に醇臓を取り出し PBS(ー)で洗った後、 15%ショ糖溶液に漬け 4
0

Cで一晩脱

水し、さらに 30%ショ糖溶液で 4
0

C下一晩脱水を行った。次いで O.C.T.コンパウンド

(サクラファインテックジャパン株式会社)で包埋し切片作成まで・80
0

Cで凍結保存した。

凍結切片はクライオスタット (LEICACM 1850)を使用し、 10μmの厚さに切り、

ヘマトキシリンーエオジン染色をした。 4%パラホルムアルデヒドで固定し、マイヤ

ー・ヘマトキシン(和光純薬工業株式会社)5 min→温水(色出し)5 min→1%エオシン

Y溶液(和光純薬工業株式会社)5 min→95%エタノール 3min→95%エタノール 3

mln→95%エタノール 3min→100%エタノール 3min→100%エタノール 3min→ 

100%エタノール 3minの手順で染色を行った。その後、顕微鏡 (NIKONECLIPSE 

55i)下で観察を行った。

7.3.2.9 統計分析

データは平均+SEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

7.3.3 結果

体重増加量、食餌摂取量は TRG群で高い傾向を示したが群聞における差はなかった

(Fig.7-3・1)。また糖尿病に伴って水摂取量の増加が知られているが、総飲水量は C57BL

群に比べ CON群で有意に高く、 NA群で低下傾向、 TRG群で低下が見られた。

空腹時血糖値は飼育 2、3週目では KK-AJ'群間で差が見られなかったが、 4週目には

CON群に比べ、サンプル添加群でともに有意な上昇抑制が観察された (Fig.7 -3-2)。
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随時血糖値は 1週目を omg/dlとした変化量で見ると、 2、3週目に CON群における

高値がTRG群で抑制される傾向、 NA群では抑制が示されたが、 4週目には使用した

KK-AYいずれの群においても差はなくなった。

OGTTでの血糖値においては、 CON群が常に高い値であり、 TRGや NA群ではそ

の上昇が抑制されている (Fig.7-3-3)0 NA群の糖負荷 120分後における血糖値は

C57BL群の値とほぼ同程度の低値を示した。 OGTT時直前の血清インスリン値はすで

にCON群がTRG、NA群より高い、あるいは高い傾向にあったが、糖負荷60分後に

おいて差が認められなかった。これらのことから CON群は空腹時でも血糖値とインス

リン値が高く、インスリン抵抗性になっていることが示唆された。

精巣周囲の白色脂肪細胞重量を測定したところ、 C57BL群に比べて CON群は有意

に高くなり、 TRG、NA群はそれを抑制した (Table7・3-2)。また血清TNF-α値は CON

群で有意に高く、 TRG、NA群で上昇が抑制された (Table7-3-2)。

血清 T-Chol値は CON群に比べ、 NA群で C57BL群と同程度の低下、 TRG群で

低下傾向を示した (Table7・3・3)0 LDL-C値は、 C57BL群に比べて CON群で高値を

示すが、 TRG、NA群ではその上昇に有意な抑制がみられ、 C57BL群のレベルに近い

値を示した。血清TG値もまた CON群で高値を示したが、 NA群で上昇抑制、 TRG群

で抑制傾向であった。肥満者に対してインスリン抵抗性の指標となりうると報告されて

いる TG/HDL値も (103)、CON群で高値であり TRG、NA群で有意に抑制された。

肝臓脂質においては、 T-Chol、TG値は C57BL群に比べて CON群で上昇し、 TRG群

で有意に低下、 NA群で低下傾向が見られた (Table7-3-3)。糞脂質排世量は KK-AYマ

ウス間では差が見られず、総脂質、 T-Chol、TG、総胆汁酸値でも同じ現象であった

(Table7-3・3)。

HbAlc値は飼育 1週目に比べて 4週目に増加を示したが、 TRG群での増加の割合

はCON、NA群に比べて小さかった (Fig.7 -3-4)。

脂肪酸合成関連酵素 (FAS、G6PD+ 6PGD)、戸酸化のキー酵素としての CPTの活

性を肝臓において測定した結果、 FAS活性で CON群と比較してTRG群で有意な抑
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significantly (p <0.05). 
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Table 7・3圃 2 Effects of trigonelline and nicotinic acid on serum insulin and TNF-αlevels. 

Dietary group C57BL 
KK-AY 

CON TRG NA 

Organs (% of body weight) 

Liver 4.23 :t 0.07 b 4.58 :t 1.47 a 4.13:t 0.12 b 4.07 :t 0.12 b 

Kidney 0.606:t 0.023 b 0.704:t 0.017 b 0.691:t 0.015 b 0.784:t 0.023 a 

White adipo tissue 

Pararenal 0.391 :t 0.122 b 0.715:t 0.080 a 0.652:t 0.059 a 0.755:t 0.084 a 

Epididymal 1.04 :t 0.07 c 2.13:t0.10
a 1.70 :t 0.06 b 1.90 :t 0.06 

b 

Brown adipo tissue 
0.363 :t 0.027 b 0.807:t 0.068 b 0.957:t 0.056 a 0.756:t 0.045 b 

(between scapula) 

Serum 

Insulin (pg/ml) 483.5 :t 103.3 c 2328:t 304 a 1335 :t 297 b 1802 :t 299 ab 

TNF・α(pg/ml) 6.89:t2.16
C 34.1 :t 3.6 a 16.4:t 2.2 b 14.8:t 2.4 b 

C57BL and KKAy mice (10wk old) were given the each diet for 28d. Values are means:!:SEM， n=6 (NA group)， n=7 
(C57BL， TRGgroup)， n=8 (CON group). Means with different leUers differ significantly (p <0.05). 

Table7-3-3 Effects of trigonelline and nicotinic acid on serum， liver and feces lipid levels. 

Dietary group C57BL 
KK-AY 

CON TRG NA 

Serum 

T-Chol (mg/dL) 108 :t 17 b 164 :t 18 a 121 :t 12 ab 95.0 :t 16.6 b 

HDL・C(mg/dL) 26.8 :t 2.1 b 27.8 :t 3.5 b 48.0 :t 4.0 a 43.2 :t 8.7 a 

LDL-C (mg/dL) 73.5 :t 17.5 b 124 :t 18 a 61.0:t 11.2 b 51.5 :t 9.7 
b 

Atherogenic index 3.18 :t 0.81 ab 5.86 :t 1.31 a 1.59 :t 0.25 b 1.37 :t 0.33 b 

TG (mg/dL) 38.8:!: 6.1 b. 63.3 :t 5.5 a 60.5 :t 5.2 ab 44.9 :t 5.8 b 

FFA (mEq/L) 0.843::!: 0.028 0.939 :t 0.058 0.890 :t 0.034 0.764土0.132

TG/HDL 1.61 :t 0.41 ab 2.71 :t 0.61 a 1.29 :t 0.11 
. b 

0.932:t 0.141 b 

Liver 
Totallipid (mg/g of liver) 178 :t 15 186 :t 19 175:t 13 187:t 24 

T-Chol (mg/g of liver) 0.478 :t 0.160 c 2.80 :t 0.31 a 2.05土0.31b 2.36土0.18ab 

TG (mg/g of liver) 13.9:t 1.2 c 26.2 :t 2.5 a 20.2 :t 2.6 b 21.4 :t 2.37 ab 

FFA (mEq/g of liver) 4.91 :t 0.20 b 9.26 :t 0.88 a 8.84:!: 0.48 b 10.0 :t 0.51 a 

Feces 

Total excretion (g/40h) 0.845 :t 0.058 b 1.35 :t 0.04 a 1.41 :t0.12
a 1.22:t 0.12 a 

Totallipid (mg/g of feces) 19.0:t 1.6 b 25.8 :t 2.0 a 25.4:t 2.1 a 29.6 :t 2.5 a 

T-Chol (mg/g of feces) 3.56 :t 0.27 b 4.92 :t 0.22 a 4.92 :t 0.24 a 5.24 :t 0.27 a 

TG (mg/g of feces) 9.81土1.22a 7.02 :t 0.17 b 7.02 :t 0.31 b 6.96 :t 0.67 b 

Total bile acid (mg/g of feces) 0.463 ::!: 0.097 c 0.757:t 0.070 a 0.725 :t 0.079 ab 0.790:t 0.046 a 

Serum， liver and feces lipid levels were measured in C57BL and KK-AY mice (10wk old) frd each diet for 28d. 
Values are means:!:SEM， n=7 (C57BL， TRG， NAgroup)， n=8 (CON group). Means with different leUers di仔er
significantly (p <0.05). 
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activities in experimental animals. 

(A) Liver fatty acid synthase (FAS) activity. (B) Sum of glucose 6-phosphate 

dehydrogenase (G6PD) and 6・phosphogluconatedehydrogenase (6PGD) activity. (C) 

Carnitine palmitoyl transferase (CPT) activities. Values are means:tSEM， n=6 (NA 

group)， n=7 (C57BL， TRG group)， n=8 (CON group). Means with different letters differ 

significantly (p <0.05). 
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GLK/G6Pase activities in experimental animals. 

(A) Glukokinase (GLK) acitivity (B) Glucose 6中hosphatase(G6Pase) activity. (C) 

Activity ratio of GLK/G6Pase. Values are means:!:SEM， n=6 (NA group)， n=7 (C57BL， 

TRG group)， n=8 (CON group). Means with different letters differ significantly (pく0.05).
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(A) TG levels. (B) Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH) activity. (C) 
Lipoprotein lipase(LPL) activity. Values are means::!::SEM， n=6 (NA group)， n=7 (C57BL， 

TRG group)， n=8 (CON group). Means with different letters differ significantly (p <0.05). 
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C57BL 

Fig.7-3-8 Micrographs of pancreas islets (x200). 

Islets were stained with hematoxylin and eosin. 
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" 

制、 NA群で抑制傾向が観察された (Fig.7 -3-6)。しかし G6PD+ 6PGDや CPT活性

では、 KK-A_yマウス間では群間に差は見られなかった (Fig.7・3・5)。

また解糖系酵素の GLK活性、糖新生系の G6Pase活性は CON群に比して TRG、

NA群で低下、低下傾向を示し、解糖系と糖新生系のバランス指標としての

GLKJG6PaseはCON群に比べて TRG、NA群が高値を示した (Fig.7・3-6)。

精巣周囲白色脂肪細胞の TG濃度は CON群に比べて TRG、NA群で有意に低下し

た (Fig.7 -3-7)。サンフル給与群の細胞内にある TG濃度の変化を突き止めようと、FFA

の入り口、 LPL活性と GPDH活性を測定することした。 GPDH活性は C57BL群に比

べて CON群は高値を示し、 TRG、NA群は有意に低下した。 LPL活性において TRG

群は CON群と差が認められなかったが、 NA群は有意に高値を示した。

また TRG群マウスの棒臓のランゲルハンス氏島の顕微鏡写真を見ると、 CON群で

は変形、肥大が見られたが、 TRG群ではこれらの現象が見られなかった (Fig.7 -3-8)。

また CON群にはランゲルハンス氏島と外分泌部との境界が不明瞭で、あったが、 TRG

群では明瞭であった。

7.3.4 考察

肥満 2型糖尿病モデルとして KK-AYマウスを用い、南瓜成分の TRG、NAの抗糖尿

病効果について、血糖値、インスリンや HbAlc、また脂質マーカーへの影響を検討した。

空腹時のインスリン値や HOMA-IR値を C57BL，群と比較すると、 CON群は極めて

重度なインスリン抵抗性の状態にあるが、 TRG、NA群ではその軽減が見られる。しか

し4週目において空腹時血糖値はTRG、NA群で CON群よりも低い値を示すが、摂

食 1時間後の血糖値には、サンプル給与による効果が見られなくなる程 KK-AYマウス

ではインスリン抵抗性がさらに進んでいることが推察された。

KK-AYマウスにおける TRG、NA群の作用機構を検討するため、肝臓の GLKや

G6Pase活性を測定したところ、両酵素とも CON群に比べて TRG群で有意に低下、

NA群で低下傾向を示した。この糖代謝に関わる酵素の活性の違いが血糖値にも影響し、
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インスリンの感受性に差が生じたと推察できる。本章第2節の結果と同じ様に、CON群

は血糖値が高いにも関わらず、糖新生のキー酵素である G6pcが高発現し、その活性が

高く維持されていることが推察される。また CON群ではインスリンは十分量分泌され

ているが、インスリン受容体もしくは GLUTのトランスロケーションまでのシグナル

が障害を受け、サンフル給与群はそれらの障害を軽減しているのかも知れない。

Hotamisligilらは肥満ラットにおいて TNF・αがインスリン抵抗性を惹起すること、そ

の機序は TNF-αによるインスリン受容体基質(IRS)-1のセリンリン酸であることを報

告した (104)0 IRSのセリンリン酸化は、インスリンによるチロシンリン酸化に括抗

し、さらに IRS-1そのものの分解を促進することでインスリン抵抗性を引き起こすメカ

ニズムのひとつとして考えられている (105)。本節でも血清 TNF・α濃度の増加と

HOMA-IR値の増加は比例することから、 CON群でのインスリン抵抗性の TRG、NA

給与による改善は、 TNF-αの産生抑制と関係しているのかも知れない。

また脂肪組織由来TNF-α遺伝子発現が肥満者で 2倍以上充進しており、肥満の軽減

によってその発現の低下が見られることが報告されている (106)。精巣周囲の白色脂

肪細胞の重量や TG含量は CON群よりも TRG、NA群で低値であることがら、脂肪

細胞の数や大きさに差があり、それが TNF-α産生にも影響しているのかも知れない。

脂肪細胞の大きさとそれにより産出されるサイトカインについての報告は多数されて

いる (107-111)。また精巣周囲脂肪細胞の TG蓄積には、グルコースを TGに変換す

るGDPH活性の違いと関連している事が推察された。

背中の肩甲骨問の褐色脂肪細胞重量は、 CON群や NA群に比べて TRG群が有意に

高値を示した。白色脂肪細胞がエネルギー源としての余分な脂肪酸を蓄える臓器である

のに対して、褐色脂肪細胞は体熱生産に関わる脱共役タンパク (uncouplingprotein; 

UCP)を有する。 UCPは脂肪酸を細胞内に取り込み、熱を放散し体を恒温に保ってい

る。TRG群においては、 CON、NA群より褐色脂肪細胞重量が有意に大きいことから、

CON群や NA群よりも熱産生が盛んに行われているのかも知れない (112)。
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8.1.1 緒言

第 8章 ピログルタミン酸の抗糖尿病効果検討

第 1節非糖尿病ラットによる検討

本節では第 6章で単離同定したピログルタミン酸の非糖尿病モデルラット、 Wistar

ラットへの影響について検討した。

ピログルタミン酸 (P)はグルタミン酸のカルボキシル基とアミノ酸が分子内縮合反

応を起こして、ラクタムを形成したアミノ酸である。このアミノ酸は、様々な加熱加工

を施した食品に見出されており、生理機能として神経障害防止 (34)、抗腫場、抗転移

作用 (35)などが知られている。しかし 2型糖尿病との関係についての報告は見られな

い。本章では非糖尿病動物として Wistarラットおよび、 2型糖尿病モデル動物として

GKラット、 EζK-AYマウスを使用して、 Pがそれらの糖尿病関連各種マーカーに及ぼす

影響について検討した。第 1節では Wistarラットによる Pの及ぼす影響を見た。

8.1.2 実験方法

実験に用いたピログルタミン酸は、関東化学の DL-ピログルタミン酸 カルボン酸分

析用 (>98.0%)を使用した。

Wistar系ラット(日本エスエルシーより購入 8週令雄)を用いてPが糖尿病マーカ

ーや血清、肝臓脂質レベルに及ぼす影響を検討した。飼育環境は 3.1.2と同じ。ラット

は3日間馴化飼育後、対照 (CON)群 (n=5)、ピログルタミン酸添加群 (P0.05%、0.1%

添加群 :P①、 P②群、各n=6)の3群に分け、 46日間飼育した。食餌組成は Table8・1・1

に示す。 P群にはピログルタミン酸 0.05%、0.1%を加えた飼料を与え、添加した量を

αーコーンスターチ:スクロース =2:1混合を差し引き、全量を 100%になるようにし

た。

各種測定項目(糖尿病マーカー、各種脂質レベル、酸化ストレスマーカーなど)や測
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Table8-1-1 Composition of the experimental diets (%) 

Constituent CON P ① P ② 
Casein 15 15 16 
α圃 Cornstarch:sucrose=2: 1 70.5 70.45 69.4 
Corn oil 5 5 5 

Celulose 5 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 

Pyroglutamic acid 0.05 0.1 

100 100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93-VX which contained 25g bitartrate per 100g were obtained from Oriental 
Yeast Co，Ltd. 
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定方法は 7. 1. 2.3~7. 1. 2.7と同様である。

データは平均:tSEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

8.1.3 結果

飼育 46日間の食餌摂取量は群間で差はなく、体重増加量に関しでも群聞に差はなか

った (Table8-1-2)。空腹時や随時血糖値においてもばらつきがあるものの統計的な差

はなかった (Table8-1-2)。また臓器重量や血液 TBARS、肝障害マーカーとして測定

した血清 ALT、AST活性においても群聞に差がなかった (Table8-1・2)0 HbAlc値は

CON群のみで1週目に比べて6週目で10%の検定で増加が見られたが、P①、P②群

においては増加が見られなかった (Fig.8-1)。飼育最終日に採血、調製した脂質につい

てみると、 P②群において CON群に比べ、血清 LDL-C値が有意低い値を示した

(Table8-1-3)。肝臓脂質の P摂取による変化は見られなかったが、糞中の TG排I世量値

はP②群において有意な低下が見られた。

8.1.4 考察

本章では P給与が非糖尿病モデルラットにおいて糖尿病各種マーカ一、血清、肝臓

の脂質レベル等に及ぼす影響について検討した。

食餌摂取量や体重増加量、血液 TBARS値、血清ALT、AST活性値において群聞に

有意な差はなかった。しかし血清脂質においては CON群に比べ P②群において

LDL-C値が低値を示した。

糖尿病のマーカーとしての HbAlc値においては、 CON群において飼育 1週目に比

べて 6週目に増加したが(pぐ0.1)、P群においてはその増加が観察されなかった。こ

れらのことから非糖尿病ラットにおいても、老化の進行に従ってヘモグロビンの糖化が

進むこと、また Pは糖化を抑制することが明らかになった。
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Table8-1-2 Effects of pyroglutamic acid on organ weights， blood glucose and TBARS 

levels， and liver enzyme activities. 

Dietary group CON P① P ② 
Initial body weight (g) 179:!: 3 183:!: 2 180:!: 2 

Final body weight (g) 284:!: 4 292 :!:5 286:!: 5 

Total food intake (g/46d) 722 :!:6 724:!: 5 706土8

Feeding Blood glucose (mg/dl) 

1st week 68.4:!: 8.0 70.7:!: 5.5 70.7:!: 4.0 

6th week 93.8:!: 2.7 92.5:!: 5.7 94.5 :!: 6.1 

Fed Blood glucose (mg/dl) 

1st week 110:!: 2 104:!: 4 120:!: 4 

6th week 120:!: 4 113:!: 4 117:!: 6 

Organ (% of body weight) 

Liver 3.14:!:0.08 3.12:!: 0.08 3.99:!:0.10 

Kidney 0.333 :!: 0.004 0.324:!: 0.009 0.312 :!: 0.004 
White fat 

Mesentery 1.36 :!: 0.07 1.41 :!:0.11 1.39:!: 0.03 
Pararenal 0.331 :!: 0.027 0.333 :!: 0.026 0.343 :!: 0.023 
Epididymal 1.24:!: 0.11 1.26 :!: 0.06 1.28:!: 0.05 

Blood 

Glucose (mg/dL) 118:!: 7 114:!: 5 107:!: 4 
TBARS (nmol/ml) 0.905 :!: 0.090 0.927 :!: 0.032 0.741 :!: 0.040 

Serum enzyme 

ALT (μmol/min/L) 44.5:!: 10.2 42.0:!: 7.9 39.3 :!: 11.9 
AST(μmol/min/L) 74.9 :!: 6.7 79.5:!: 5.9 65.0 :!: 4.49 

Values are means::!:SEM， n=5 (CON groups)， n=6 (P①，② group). Means with different letters differ 
significantly (p <0.05). 
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Fig.8-1 Effect of pyroglutamic acid on hemoglobin A1c levels in experimental 

animals. 

t vs. value at 1 st week， pく0.1.

Table 8-1-3 Effects of pyroglutamic acid on serum， liver and feces lipid level of 

experimental rats. 

Dietarygroup CON P① P ② 
Serum 

T-Chol (mg/dL) 107 :!:: 6 ab 114:!::5
a 98.1 :!:: 2.3 b 

HDしC(mg/dL) 40.5 :!:: 4.0 ab 38.4 :!:: 1.9 b 46.0土3.0a 

LDL-C (mg/dL) 46.4:!:: 3.9 a 54.4:!:: 3.2 a 30.4 :!:: 6.4 b 

Atherogenic index 0.623 :!:: 0.016 0.660 :!:: 0.020 0.532:!:: 0.022 

TG (mg/dL) 97.7 :!:: 14.9 105 :!:: 17 108:!:: 29 

FFA (mEq/L) 0.180 :!:: 0.009 0.247土0.011 0.222:!:: 0.014 

Liver 
Totallipid (mg/g of liver) 45.2:!:: 1.1 40.7 :!:: 2.4 43.2:!:: 2.3 

T-Chol (mg/g of liver) 1.31 :!:: 0.09 1.39:!:: 0.04 1.34 :!:: 0.06 

TG (mg/g of liver) 8.95:!:: 1.15 9.77土0.71 8.33 :!:: 1.14 

FFA (mEq/mg of liver) 15.1 :!::0.9 16.4:!:: 1.8 15.4:!::0.7 

Feces 

Total excretion (g/40h) 2.14士0.01 2.25 :!:: 0.12 2.17土0.11

Totallipid (mg/g of total feces) 27.0:!:: 1.6 27.6:!:: 4.8 32.4:!:: 3.1 
T-Chol (mg/g of total feces) 6.41 :!:: 0.31 7.17:!:: 0.10 6.95:!:: 0.33 

TG(mg/g of feces) 16.5:!::1.1 a 14.6:!:: 1.0 a 11.5 :!:: 0.8 b 

Values aremeans:!:SEM， n=5 (CON group)， n=6 (P①，② group). Means with different letters differ 
significantly (p <0.05). 
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第 8章第2節 非 肥 満2型糖尿病モデル (GK)ラットによる検討

8.2.1 緒言

本章第 1節で Pの摂取が非糖尿病ラットの糖尿病各種マーカ一、血清、肝臓脂質レ

ベル、肝臓障害のマーカーなどに及ぼす影響を検討した。その結果Pを0.1%の割合で

添加した飼料は、血清 LDL-C値を減少させること、また 0.05%P群での影響は小さい

ことが明らかになった。

本節は、 Pを 0.05%の割合で添加した飼料の給与が、非肥満 2型糖尿病モデルとし

ての GKラットに及ぼす影響を検討した。

8.2.2 実験方法

非肥満2型糖尿病モデル GK (GKlSlc 8週令雄)ラットを用いて抗糖尿病効果の検

討を行った。

サンプルは 8.1.2と同じである。また動物の飼育環境も 3.1.2と同様である。ラット

は 4日間の期11化飼育後、対照 (CON)群 (n=6)、0.05%P添加群 (n=5)の 2群に分

け、 43日間飼育した。食餌組成は Table8・2・1に示す。非糖尿病モデル群には Wistar

ラット (n=5)を使用した。飼育最終日に 10時間絶食後ネンブタール麻酔下で採血と

各種臓器の採取を行い分析に用いた。分析項目や方法は 7.2.2.2~7.2.2.9 と同様である。

データは平均+SEMで表した。データは、一元配置分散分析法(必.JOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

8.2.3 結果

CON群における体重は 43 日間にわたって増加したが、 P群での 21日目からの増

加は CON群に比べ少なく、 Wistar群と同じ増加曲線を描いた (Fig.8-2-1)。

飼育開始時、 3、5週目に測定した空腹時血糖値は非糖尿病の Wistar群では GKラ

ットに比しては明らかに低い値を示したが、 GKラットの群間で有意な差は見られなか
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Table8-2-1 Composition of the experimental diets (%) 

Constituent 
Wistar 

P 
CON 

Casein 15 15 

Q-Cornstarch:sucrose=2:1 70.5 70.45 

Corn oil 5 5 

Celulose 5 5 

Mineral mixture 1 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 

Pyroglutamic acid 0.05 

100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93・VXwhich contained 259 bita吋rateper 1 009 were 
obtained from Oriental Yeast Co，Ltd. 

106 



った (Fig.8・2-2)。摂食 1時間後に測定した随時血糖値は、開始時の値がぱらついたた

め、同じ群での経時的変化量 (1週日と 3、5週目の差)を群間で比較した。 Wistar、

CON群は 1週と 3、5週との閉で変化がなかったが、 P群では 1週目と比較すると、

3、5週目の値が低下を示した。随時血糖値の 1週日をomg/dlとして 3、5週目の変

化量を群問で比較すると、 3、5週目に CON群に比べて P群は有意に低かった。

飼育 26-27日目に行った OGTTは、糖負荷後 60分で CON群に比べてP群で有意

な上昇抑制が見られた (Fig.8-2・3)。得られた血糖値においてAUC面積を計算すると、

P群で CON群に比べて有意に低い値だ、った。またこの OGTTでのインスリン濃度の

経時変化は CON群で常に高値を示したのに対し、 P群では糖負荷 30分後を除いて有

意な上昇の抑制を示した。

解剖後に摘出した肝臓重量および精巣周囲の白色脂肪細胞重量は、 CON群に比べて

P群で低い傾向、有意な低値を示した (Table8-2-2)。解剖時の血清インスリン値でも、

Wistar群に比べて CON群で有意に高い値を示し、 P群は CON群に比べて有意に低

い値を示した (Table8-2・2)。脂肪細胞由来のサイトカインであるアディポネクチンは

CON群のばらつきが大きく統計的差異は見られなかった。 TNF-α濃度においても GK

ラット群聞に有意な差は見られなかった (Table8-2-2)。

血清の T-Chol、LDL-C濃度は非糖尿病の Wistar群に比べて CON群で高い値を示

し、 P群で有意な低値、または低くなる傾向を示した (Table8-2・3)。肝臓の TGレベ

ルは CON群で Wistar群より高い値を示したが、P群では CON群より有意に低い値

を示した。飼育 6週間目で採取した糞中における TG排世量も CON群に比べ、 P群

が有意に低い値を示した。

HbAlcの測定結果について、各群で 4、6週目と 1週間目の値について有意差検定を

行った結果を Fig.8-2-4に示した。Wistar群、 CON群において 1週目と比較して 4週

目で上昇傾向、 6週目で有意な上昇が観察された。しかし P群において 4週目で有意

な上昇が見られたが、 6週目には低下を示した。

肝臓の脂肪酸合成系酵素の 1つである FASと脂肪酸合成に必要なNADPHを産生す
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Table8-2・2Effects of pyroglutamic acid on serum insulin and adiponectin， and TNF-α 

levels of experimental rats. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON P 

Organ (% of body weight) 
Liver 3.19::!:: 0.06 b 3.44::!:: 0.09 a 3.28::!:: 0.13 ab 

Kidney 0.312 ::!:: 0.006 b 0.424 ::!:: 0.007 a 0.405 ::!:: 0.012 a 

Epidimal adipo tissue 0.751 ::!:: 0.049 c 1.02土0.06a 0.577 ::!:: 0.093 b 

Serum 

Insulin (pg/ml) 87.2 ::!:: 0.4 c 116.9 ::!:: 4.9 a 99.0 :!: 2.9 b 

Adiponectin (ng/ml) 96.3 ::!:: 6.4 82.4::!:: 25.8 90.0:!: 5.7 

TNF-α(pgIml) 121 :!: 1 123::!:: 4 115 ::!:: 1 

Values are means:tSEM， n=5 (Wistar， P group)， n=6 (CON group). Means with different leUers differ 
significantly (p <0.05). 

Table8-2-3 Effects of pyrogutamic acid on serum and liver lipid levels，and fecal excretion of 

lipids in the experimental rats. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON P 
Serum 

T-Chol (mg/dL) 66.0::!:: 5.8 b 123.3::!:: 21.5 a 93.8 :!: 3.6 ab 

HDL-C (mg/dL) 45.2::!:: 2.1 b 72.7 ::!:: 3.4 a 66.2::!:: 3.4 a 

LDL-C (mg/dL) 10.4::!::4.7b . 66.9::!::16.7a 20.4::!:: 6.2 b 

Atherogenic index 0.451 ::!:: 0.076 0.680 ::!:: 0.271 0.438 ::!:: 0.142 

TG (mg/dL) 82.2::!:: 5.3 a 90.9 ::!:: 16.6 a 35.8土3.9b 

FFA (mEq/L) 0.629::!:: 0.040 0.705 ::!:: 0.046 0.671 :!: 0.860 

Total bile acid (トlmol/l) 1.84 ::!:: 0.40 b 7.25 ::!:: 1.49 a 6.70土0.59ab 

Liver 
Totallipid (mg/g of liver) 51.7 ::!:: 5.5 58.7::!:: 5.6 44.7::!:: 7.7 

丁目Chol(mg/g of liver) 3.15::!:: 0.62 c 4.96土0.64a 3.91 :!: 0.59 b 

TG (mg/g of liver) 16.0 ::!:: 2.2 b 52.2::!:: 8.5 a 18.8士5.8b 

PL (mg/g of liver) 16.5::!:: 1.6 23.0::!:: 3.5 17.0::!::0.8 
FFA (mEq/g of liver) 65.1 ::!:: 1.4 66.8::!:: 2.0 66.2::!:: 0.4 

Feces 
Total excretion (g/40h) 1.96::!::0.17 2.03 ::!:: 0.11 2.14::!::0.11 
Total lipid (mg/g of total feces) 35.1 ::!:: 1.4 40.5::!:: 1.7 38.1 ::!:: 2.2 
T-Chol (mg/g of total feces) 0.809 ::!:: 0.039 0.883土0.081 0.996 ::!:: 0.080 

TG (mg/g of feces) 13.5::!:: 5.5 b 57.1 ::!:: 7.0昌 15.7:!: 3.5 b 

Values are means:tSEM， n=5 (Wistar，P group)， n=6 (CON group). Means with different leUers differ significantly 
(p<0.05). 
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るG6PDと6PGD、そして脂肪酸のp酸化系の酵素 CPT活性について測定した結果を

Fig.8-2・5に示した。 FAS活性は CON群に比べP群で有意に低下し、 CPT活性では

高い活性値を示した。 G6PD+6PGD活性は群聞に有意差が認められなかった。

血液と肝臓の TBARS値は群間に有意な差はなかった (Table8・2・4)。酸化ストレス

のマーカーとしての尿中 8・OHdG量についても GKラット間では有意な差がなかった

(Table8-2-4)。

グルタチオンについては、GSHとGSSG値がWistar群よりもCON群は高くなり、

P群では低下傾向を示した。 GSHI(GSH + GSSG)比は CON群に比べてP群が高い

傾向を示した (Table8・2・5)。

また赤血球 CAT活性と肝臓CAT、GPx活性は CON群でWistar群より高いまたは

高い傾向にあり、 P群では CON群より有意に低い値を示した (Table8司2-6)。

DNAマイクロアレイ法を使い、 P給与による影響を受けた遺伝子について検討した

ところ、発現が 2倍以上に上昇した遺伝子数は 105、低下した遺伝子数は 179であっ

た。中でも今回の実験に関連のある糖代謝と脂質代謝に絞って検索したものを、

Table8・2・7に示した。 G6pc、Foxo1、Hnf4q.等の糖新生に関わる遺伝子発現が低下し

ており、 Pによる糖代謝の制御がインスリン抵抗性の改善と強く関連していることが支

持された。またアセチル CoAの合成を阻害する Pdk4の発現増加、 LPL活性を抑制す

るAngpt14の発現低下が見られた。

8.2.4 考察

今回の実験は Pを GKラットに給与し、その給与が糖尿病各種マーカ一、血清、肝

臓脂質レベル等に及ぼす影響について検討した。

その結果 CON群に比べて P群では、①体重増加量が低い ②摂食時や耐糖能試験

時の血糖値が低い ③HbAlcが低い ④酸化ストレスマーカーが低値を示す などが

分かつた。

①については肝臓や白色脂肪等の重量が CON群よりも P群で低下、または低下傾
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Table8田 2-4Effects of pyroglutamic acid on oxidative status of experimental rats. 

Dietary group 

TBARS 

Blood (nmol/mり
Liver (nmol/g of liver) 

Urea a国 OHdG(ng/g of creatinine) 

Wistar 

1.32 :t 0.35 

172 :t 15 

442:t 85 

CON 

1.46 :t 0.46 
178 :t 5 

665 :t 158 

GK 

P 

1.29 :t 0.29 

195 :t 14 

678:t 173 

Values are means:!:SEM， n=5 (Wistar， P group)， n=6 (CON group). Means with different letters differ significantly 
(p<0.05). 

Table8・2・5 Effects of pyroglutamic acid on liver glutathione levels of experimental rats. 

Dietary group 

GSH (mmol/kg of liver) 

GSSG (mmol/kg of liver) 

GSHI (GSH + GSSG) ratio 

Wistar 
GK 

CON P 

3.72 :t 0.20 b 4.27 :t 0.11 a 4.25土0.26ab 

0.0196 :t 0.0064 b 0.0592:t 0.0123 a 0.0381:t 0.0019 ab 

0.995 :t 0.002 a 0.986 :t 0.003 b 0.991 :t 0.004 ab 

Wistar and GK rats (14wk old) were given the each diet for 43d. Values are means:!:SEM， n=5 (Wistar， P group)， 
n=6 (CON group). Means with different letters diffちrsignificantly (p <0.05). 

Table8-2-6 Effects of pyroglutamic acid on blood and liver antioxidant enzymes activities of 

experimental rats. 

Dietary group Wistar 
GK 

CON P 

Blood 

CAT (U/mg of Hb) 4.74:t 0.72 b 7.96 :t 1.21 a 4.91 :t 0.69 b 

GPx (U/mg of Hb) 27.6 :t 4.2 34.0 :t 3.3 26.2 :t 1.8 

Liver 
CAT (U/mg of protein) 70.8 :t 3.5 ab 76.0:t 1.1 a 60.8:t7.7

b 

GPx (U/mg of protein) 1.04 :t 0.07 ab 1.15:t0.05a 0.82 :t 0.08 b 

Wistar and GK rats (14wk old) were given the each diet for 43d. Values are means:!:SEM， n=5 (Wistar， P group)， 

n=6 (CON group). Means with different letters di仔ersignificantly (p <0.05). 
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向にあること、また肝臓TG濃度が CON群よりも低いことなどから、 Pによる臓器の

脂肪蓄積抑制が要因のひとつになっていることが推察される。肝臓における脂肪酸合成

系酵素の FASやp酸化系酵素の CPT活性を測定したところ、 P群で CON群に比べ

FAS活性が低下し、 CPT活性が高くなった。つまり、 P給与により脂肪酸合成は低下

し、脂肪酸分解は充進することとなり、 Pが脂肪の蓄積を抑制していることが示唆され

た。

②については、 OGTTの結果より、 Pを与えたラットはインスリン抵抗性が改善され

ていることが要因のひとつと考えられる。 DNAマイクロアレイ解析においても、解糖

系酵素 Gckと糖新生系酵素 G6pcの発現の低下が見られた。また第 7章第 2節と同様

に、 G6pc発現は Foxolや Hnf4αが Pの影響を受けたことにより低下していることが

推察された(参照 Fig.8-2-7)。

③の P給与による HbAlcの低下については、 Pの給与によってインスリン感受性が

改善され、その結果血糖値の上昇が緩和されて糖化が抑制されたことが要因のひとつと

して考えられる。

最後に④の酸化ストレスマーカ一等の改善については、 TBARSや 8・OHdGにおいて

は群聞に差は見られなかったが、 P群では体内の総グルタチオン中の GSH値が CON

群より高い傾向を示していること、また赤血球、肝臓 GPx活性が CON群より低い値

で維持されていることが関連していることが推察できる。 P群では CON群に比べて

体内酸化が抑制されており、結果として酸化に抑制的に働く GSHが節約され、 GSH/

(GSH + GSSG)の高い値、 GSHの産生に必要な GPxの低い活性が認められたものと

推察される。
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第 8章第3節肥満2型糖尿病モデル (KK-Aウマウスによる検討

8.3.1 緒言

本章第 2節で、ピログルタミン酸 (P)の非肥満 2型糖尿病モデル GKラットにおけ

る抗糖尿病効果を検討した。その結果P群は耐糖能を改善する作用を有し、また血清、

肝臓などの TGレベルを低下させることを示した。本節では、より肥満 2型糖尿病モデ

ル、 KK-AYマウスを用い、 Pが糖尿病各種マーカ一、血清、肝臓脂質濃度に及ぼす影響

などについて検討した。

8.3.2 実験方法

KK-AY(KK-AY/TaJcl 6週令雄)マウスを用いて検討を行った。マウスは 2 日間馴

化飼育後、 CON群 (n=8)、P添加群 (n=7)の 2群に分け、 28日間飼育した。同週

令の C57BL/6J (n=7)をKK-AYの対照群とした。食餌組成は Tableふ3-1に示す。実

験に用いた Pは関東化学株式会社から購入し純度 98%以上のものを使用した。飼育最

終日に 12時間絶食後、ネンブタール麻酔下採血、臓器の採取を行い、各種測定に用い

た。測定項目や方法は 7.3.2.2-7.3.2.6と同様に行った。

データは平均::!::SEMで表した。データは、一元配置分散分析法 (ANOVA)を使用し、

事後分析として Fisher'sPLSD法を用いた。統計的有意水準はpく0.05とした。

8.3.3 結果

総食餌摂取はKK-AYマウス間で差はないが、体重増加量は CON群よりも P群で飼

育27日目に有意に高い値を示した (Table8ふ 1)。総飲水量は C57BL群に比べ、CON

群で有意に高く P群で低下傾向を示したが、有意な差はない。

空腹時血糖値は飼育 2、3週日で群間に有意な差が見られなかったが、 4週日には P

群が CON群より低い値を示した (Fig.8・3・2)。随時血糖値は 1週目をomg/dlとした

時の各週の血糖値を群間で比較すると、 2、3週目に P群が CON群より低い傾向にあ
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Table8-3・1Copsition of the experimental diets(%). 

Constituent 
C57BL 

P 
CON 

Casein 15 15 

αーCornstarch:sucrose=2:1 70.5 70.45 

Corn oil 5 5 

Celulose 5 5 

Miheral mixture 1 3.5 3.5 

Vitamin mixture 2 

Pyroglutamic acid 0.05 
100 100 

1 AIN-93G-MX and 2 AIN-93-VX which contained 25g bitartrate per 100g were obtained from 
Oriental Yeast CO，Ltd 
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った。しかしながら 4週目には KK-AYマウスのいずれの群においても血糖値が急上昇

し群聞に差がなくなった。

OGTTでの血糖値においては、糖負荷後 30、60、90、120分のいずれにおいても

CON群に比べて、 P群の血糖値は低い値を示した (Fig.8-3-3)。糖負荷 120分後に

はP群の血糖値は C57BL群の値と差がない程度に低下した。 OGTT測定0分におけ

る血清インスリン値は CON群に比べ P群で低い値を示したが、糖負荷後では群間に

有意な差は見られなかった (Fig.8-3-3)。これらのことから CON群は空腹時でも血糖

値とインスリン値が高く、インスリン抵抗性になっているのが示唆された。インスリン

抵抗性の指標となる HOMA-IR値からもICON群におけるインスリン抵抗性の上昇が

示唆される (Fig.8-3-3)0 OGTT測定時の血清 FFA濃度はKK-AYマウスで群聞に有意

な差が見られなかった。

腎周囲と精巣周囲の白色脂肪細胞の重量を測定したところ、群間に差がなかった

(Table8-3-2)。しかし血清TNF-α値は CON群で有意に高く、 P群で上昇が抑制され

た。白色脂肪細胞が肥大化することにより分泌される TNF-αであるが、脂肪量は変化

しないにも関わらず血清に放出されている量に各群間で差がみられるのは、脂肪細胞の

大きさが異なるのかも知れない。

血清T心hol値においては CON群で有意に高く、またP群では C57BL群と同等ま

で低下した (Table8-3-3)。逆に HDL-C値は CON群で減少し P群で有意に増加して

いる。 LDL-C値は CON群が有意に増加し、 P群においてはその増加の抑制が見られ

た。 TGや FFA値への P給与による変動は見られなかった。肥満タイプのインスリン

抵抗性の指標となる TG/HDL値は CON群で上昇し、 P群で低下した。肝臓 T-Chol

は血清と同様に、 C57BL群に比べ CON群は高い値を示し、 P群は CON群よりも低

い値を示した。また肝臓 TGや FFA値も血清同様、群聞における差が見られなかった

(Table8-3-3)。糞脂質においては糞 1g中の T-Cholや TG、総胆汁酸値は群聞に差は

ないが、総排I世量はP群が CON群に比べて有意に低い値を示した (Table8-3-3)。

Wistar、CON群において、 HbAlc値は飼育 1週目に比べて 4週目に上昇を示した
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Fig.8-3-1 Body weight gain(A)， total food intake(B) and water intake(C，D). 

Means with different lettrs differ significantly (p <0.05). 

120 



(A) -eーC57BL
350 r 

-+-CON 
守・ a 

;:;;- 300 
、て0、コ、3 

ε250 I 
ω ω 8コ 200 

/二 b 

ol 

て00 3 
150 

//  一ーさE c 
iコ 100
ol 
c 

l4U6 L ・5 50 

。
2 3 4 (week) 

(B) (C) 

-. 1000 qU3 3 700 a 
、て、コ、 O E2 

てコ コ
E 750 0> 500 ) 

① U0 0 3 

てコ 円/舟 a
。。三子

コ 500 
三.白b三、Eh，，， 300 0> 

て。コ c 
。 250 ω 100 4コ ~曹‘ ED ED 0> 圃~長ザー-h b b てコ c 
Lω L cu 。 Zニ

u -100 
2 3 4 (week) 2 3 4 (week) 

Fig.8田 3-2Fasting (A) and fed (B，C) blood glucose. 
(A) Blood glucose level after 1 Oh fasting. (B) Blood glucose level after 1 h 

feeding. (C) Changes in fed blood glucose levels. Values that obtained by 

subtracting the value at 1 week from that at 2，3 or 4 week， are shown. Means 

with different letters at same week differ significantly (p <0.05). 

121 



(A) (B) 

1200 
-a-C57BL 

b 

a 

C 

900 

600 

300 

。

(」芝
c
一E-
p
c
)
Oコ
〈

一・-CON

b 

a 900 

てコ
百

三600
ω 
ω 
o 
(.) 

コ
ち)300 
tコ。。
白 CON P C57BL C 。

KK-AY 120(min) 90 60 30 。

b 

a 2.5 

2 

1.5 

(0) 

ぽ
一
，
〈

2
0工

(C)3500 

n

u

n

u

n

u

 

n

u

n

u

n

U

 

8

1

4

 

q
L

司
4

4

1

会

E
h
a
)
c
=
コ
ωc

C 
0.5 

。c 
700 

CON P 

KK-AY 

C57BL 。
。 6qmin) 30 

1.8 

:::.i 1.2 
0" 
w 
E 

〈

辻0.6

(E) 

。
。 30 60 (min) 

Fig.8-3-3 Effects of pyroglutamic acid on OGTT in experimental animals. 

(A) Glucose loading was carried out in C57BL and KK司AY mice (9wk old) at 22-

23d after start of feeding the experimental diet. (B) Area calculated under the curve 

(AUC) of the OGTT. (C) Serum insulin concentrations just before and after glucose 

loading. (0) HOMA-IR was calculated by following formula { (fasting blood glucose 

xfasting serum insurin ) / 405 }. (E) Serum free fatty acid just before and after 

glucose loading. Values are means::!::SEM， n=7 (C57BL， P group)， n=8 (CON group). 

Means with different letters differ siqnificantlv (ρ<0.05). 

122 



Table8・・3・2 Effects of pyroglutamic acid on serum insulin and TNF-α levels of experimental i 

Dietary group C57BL 
KK-AY 

CON P 

Organs (% of body weight) 

Liver 4.23:!: 0.07 b 4.58 :!: 1.47 a 4.35 :!: 0.09 ab 

Kidney 0.606 :!: 0.023 b 0.704:!: 0.018 a 0.727 :!: 0.006 a 

White adipo tissue 

Pararenal 0.391 :!: 0.122 b 0.708 :!: 0.080 a 0.812:!: 0.088 a 

Epididymal 1.04:!: 0.07 b 1.92 :!: 0.11 a 2.13:!: 0.10 a 

Brown adipo tissue 0.363 :!: 0.028 b 0.807 :!: 0.068 a 0.761 :!: 0.031 a 

Serum 

Insulin (pg/ml) 483.5 :!: 103.3 c 2328:!: 304 a 1308 :!: 267 b 

TNF-α(pg/ml) 6.89:!: 2.16 c 34.1土3.6a 15.8:!: 2.0 b 

C57BL and KK-AY mice (1 Owk old) were given the each diet for 28d. Values are means:!:SEM， n=7 
(C57BL， P group)， n=8 (CON group). Means with different letters di仔ersignificantly (p <0.05). 

Table8・・.3-3Effects of pyroglutamic acid on serum， liver and feces lipid levels of experimente 

Dietary group C57BL 
KK-AY 

CON P 

Serum 

T-Chol (mg/dL) 108:!: 17 b 164:!: 18 a 108 :!: 10 b 

HDL-C (mg/dL) 26.8:!: 2.1 b 27.8 :!: 3.5 b 49.7:!: 4.8 a 

LDL-C (mg/dL) 73.5:!: 17.5 b 124:!: 18 a 46.3:!: 13.4 b 

Atherogenic index 3.18:!: 0.81 ab 5.86:!: 1.31 a 1.36:!: 0.38 b 

TG (mg/dL) 38.8:!: 6.1 b 63.3 :!: 5.5 a 57.3 :!: 7.4 a 

FFA (mEq/L) 0.844:!: 0.027 0.939 :!: 0.058 0.918土0.081

TG/HDL 1.61土0.41ab 2.71土0.61a 1.18:!:0.12
b 

Liver 
Totallipid (mg/g of liver) 178:!: 15 186 :!: 19 159:!: 20 

T-Chol (mg/g of liver) 0.48 :!: 0.16 c 2.80 :!: 0.31 a 2.18:!:0.16
b 

TG (mg/g of liver) 13.9 :!: 1.2 b 26.2:!: 2.5 a 21.5 :!: 1.9 a 

FFA (mEq/g of liver) 4.91土0.20b 8.84士0.48a 9.38 :!: 1.05 a 

Feces 

Total excretion (g/40h) 0.845 :!: 0.058 c 1.35 :!: 0.04 a 1.11:!:0.10
b 

Totallipid (mg/g of total feces) 19.0 :!: 1.6 b 25.8 :!: 2.0 a 27.7 :!: 2.6 a 

T-Chol (mg/g of feces) 3.56:!: 0.27 b 4.92:!: 0.22 a 5.03:!: 0.24 a 

TG (mg/g of feces) 9.81:!: 1.22 a 7.02:!: 0.17 b 6.57 :!: 0.29 b 

Total bile acid (mg/g of feces) 0.463 :!: 0.097 b 0.757 :!: 0.070 a 0.901 :!: 0.027 a 

Serum and liver lipid levels， and fecal Iipid were measured in C57BL and KK-A Y mice given the each diet for 
28d. Values are means:!:SEM， n=7 (C57BL， P group)， n=8 (CON group). Means with different letters differ 
significantly (p <0.05) 
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Fig.8・3-4Effect of pyroglutamic acid on hemoglobin A1c in experimental animals. 

Significantly different from 1 wk，p <0.05. 
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が、 P群では統計的な有意な上昇が見られなかった (Fig.8-3-4)。

脂肪酸合成酵素FASと合成に必要な NADPH産生酵素 G6PD、6PGD、そしてp酸化

のキー酵素となる CPTを肝臓において測定した結果、 FAS活性は CON群と比較して

TRG群で有意に低い値を示した (Fig.8-3-5)。しかし G6PD+ 6PGDやCPT活性で

は、 KK-AYマウス間では群聞に差が見られなかった。

また解糖系酵素の GLK活性、糖新生系の G6Pase活性の測定結果は、両酵素とも

CON群に比して P群で有意に低値を示し、解糖系と糖新生系のバランスをみた

GLKlG6PaseはP群で有意な上昇を示した (Fig.8-3-6)。この解糖系と糖新生のバラ

ンスが、血糖値や耐糖能に影響を及ぼしている一因と考えられる。

8.3.4 考察

肥満 2型糖尿病モデルの KK-AYマウスを用いて、南瓜成分として見出された Pにつ

いての抗糖尿病効果を、血糖値、インスリンや HbAlc、また血清、肝臓の脂質濃度を測

定して検討した。

総食餌摂取量に変化はないにも関わらず、 CON群に比べて P群が有意に高い体重

の増加を示した。P群で有意に体重が低下した非肥満糖尿病 GKラットでの結果(本章

第 2節)との違いは何であろうか。 Hofmannらはインスリン抵抗性を発症している

KK-AYマウスの体重が減少すること、またそれは糖尿病治療薬のビオグリタゾン投与に

より体重の増加を示すことを報告している (113)。本来エネルギー源となる糖がイン

スリン抵抗性により各細胞で使用できず、タンパク質や脂質をエネルギー源として分解

しているためと考えられるが、今回の結果も同じ事が言えるのではないだろうか。本節

のKK-AYは2節の GKラットとは異なり、高血糖、高インスリン血症が見られ重度な

インスリン抵抗性を示す動物である。 GKラットで見られた P給与による耐糖能改善や

白色脂肪細胞の減少(体重増加の低下)が、 KK-Arでは耐糖能のみが改善されているの

は、両動物における 2型糖尿病の症状の進行度合いの違いによるのではないかと思われ

る。
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animals. 

(A) Liver fatty acid synthase (FAS) activity. (B) Sum of 

glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and 6-
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第 9章総括

本研究は、野菜の中から高血圧降下作用を有するものを探索、同定することを目的と

して、アンギオテンシン I変換酵素 (ACE)活性を阻害する物質の探索から開始した。

身近な野菜をサンプルとしたが、中でも高い ACE阻害率を持つ南瓜について、高血圧

自然発生ラット (SHR)を用いて血圧降下作用の検討を行った。

南瓜のSHRにおける単回投与が血圧に及ぼす影響については、収縮期血圧 (SBP)が

160 mmHg程度の SHRに3段階に濃度調整をした南瓜濃縮物を投与し、血圧の変動

を経時的に測定して検討した。結果は濃度依存的に血圧降下作用が認められ、その効果

は摂取 2時間後まで続くことが明らかにされた。またラットの空腹時 SBPを4段階の

症状に分けて(正常 (~139 mmHg) 群、軽症 (140~159 mmHg) 群、中等症 (160~179

mmHg)群、そして重症 (180mmHg~) 群)、単回投与を行ったところ、正常群では

投与後も低下が見られず一定血圧を保っているのに対して、空腹時血圧が高い群では、

症状が悪化しているものほど南瓜濃縮物の投与により血圧の降下割合は高く、その効果

は6時間にわたって観察された。

続いて 1週間食餌に添加して連続投与を行い検討したところ、 SBP、拡張期血圧

のBP)ともに NaCl添加群 (+NaCl群)に比べ NaClと南瓜濃縮物を添加した群

(+NaCl+Pumpkin群)は低下を示した。腎臓のACE活性を測定したところ、+NaCl群

に比べて+NaCl+Pumpkin群で有意に低下していることが分かつた。このことより高

血圧降下の要因のひとつは、腎臓でのACE活性が阻害されたことによる可能性が考え

られた。また血清脂質を測定したところ、 +NaCl+Pumpkin群では総コレステロール

(T-Chol)、低密度リボタンパクコレステロール (LDL-C)が有意に低下しており、南瓜

には脂質代謝の正常化にも有効な可能性を推察するに至った。

南瓜が高血圧降下作用を有する事が明らかになったことを受け、次にACE阻害活性

を有する物質の探索を行った。南瓜の熱水抽出物のうち DOWEXカラムに吸着される

画分を HPLCで分画、分取し、それぞれの画分の ACE阻害活性の測定を行った。高活
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性画分についてさらに精製し、最終的にはアミノ酸分析や LC瓜日によるスペクトル分

析によって目的物質の同定を行った。単離・同定した物質は既知物質であり、他の植物

から抽出・単離され高血圧降下作用が確認されているニコチアナミンであった。

さらに南瓜の新たな機能性を探索する目的で、最近急激な増加を見せている糖尿病に

着目し、南瓜の糖尿病軽減作用の有無を、糖尿病モデル Goto・Kakizaki(GK)ラットを

用いて検討した。南瓜濃縮物の凍結乾燥物を混餌で飼育した GKラットについて、飼育

48日目に経口グルコース耐性試験 (OGTT)の測定、また 76日目に解剖後血液・臓器

の採取をし、脂質や糖尿病関連マーカーの測定を行った;その結果、 OGTTにおいて糖

負荷 30分後で CON群に比べて南瓜給与群で有意な上昇抑制が見られた。血糖値の曲

線下面積 (AUC)においても CON群に比して南瓜給与群は有意に上昇抑制効果を示

し、南瓜には GKラットにおいて糖尿病を軽減する作用のあることが推察された。

次に南瓜から糖尿病軽減に有効と考えられる物質の探索を行った。南瓜熱メタノール

抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフィ一、 HPLCで分画し、含量の多いピークに

ついて精製を行った。得られた物質について NMRや FAB-MS等による各種スペクト

ル分析を行ったところ、ニコチン酸 (NA)とトリゴネリン (TRG)と同定された。また

熱水抽出物のうち DOWEX吸着部分を分取、HPLCで精製し、ピログルタミン酸 (P)を

同定した。

TRG、NAの糖尿病動物における効果を検討する前に、非糖尿病 Wistarラットにお

ける影響について、血糖値、肝障害マーカ一、酸化ストレスマーカ一、血清、肝臓脂質

レベル等分析し検討した。飼育期間中に測定した空腹時、随時血糖値や肝障害のマーカ

ーとして ALTや AST値、酸化ストレスマーカーとしての血液 TBARS値には TRG、

NA給与の影響が見られなかった。 TRG群の脂質レベルへの影響は見られなかったが、

NA群においては肝臓 T司 Chol、TGおよびゃ遊離脂肪酸 (FFA)値がむしろ上昇を示し

た。この節では非糖尿病ラットにおいて TRG給与は大きな影響がなく、 NA給与では

血清や肝臓の脂質代謝に何らかの影響を及ぼす可能性が示唆された。

続いて 2型糖尿病モデル動物として GKラットを用い、 TRG、NA給与が糖尿病各種
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マーカ一、酸化ストレスマーカ一、血清、肝臓脂質レベル等に及ぼす影響について検討

した。 TRGとNAを0.056%、0.05%混ぜた餌で、 43日間飼育した。飼育 4週日に

はOGTTを行った。その結果、 OGTTにおける血糖値は NA給与による改善が見られ

なかったが、 TRG群では CON群に比べ、糖負荷 60、120分後に有意な低下を示し

た。同時に測定した血清インスリン値は 0分の時点で CON群が有意に高く、その後

も低下することなく高値を示したが、 TRGや NA群では低い値を示し、 CON群に見

られるインスリン抵抗性が緩和されている可能性が考えられた。 TRG給与による改善

のメカニズムは DNAマイクロアレイ解析から、糖代謝の遺伝子グルコースー6-フォスフ

ァターゼ (G6pc)、フォークヘッド転写因子 (Foxo1)、肝細胞核因子4α(Hnf4α)、フ

ォスファターゼとテンシンの相同蛋白 (Pten)の発現低下が関わっていることが推察

された。 G6pc発現に関しては転写因子 Foxo1とHnf4の発現抑制を介して、低発現し

ていると推察された。また糖の取込みに関わる Ptenの発現が低下していることから、

グルコース輸送担体 4型 (GLUT4)がトランスロケーションし、糖の取り込みを促進

していると予想することができる。

また TRG、NA群は CON群に比べ、血清、肝臓 T-Chol、TG値を有意に低下させ

た。これは脂肪酸合成酵素 (FAS)、グルコースー6-ファスフェートデヒドロゲナーゼ

(G6PD)、6・ファスファグルコネートデヒドロゲナーゼ (6PGD)活性の抑制やカルニ

チンパルミトイルトランスフエラーゼ (CPT)活性の上昇、 TRG給与による ATPシト

レートリアーゼ (Acly)やファルネシル 2リン酸ファルネシルトランスフエラーゼ 1

(Fdftl)、シトクローム P450サブファミリー51(Cyp51)の発現低下に関わりあると示

された。また TRG群で LDL-C値が有意に低下しているのも、アンジオポエチン様タ

ンパク質 4(お19pt14)の発現低下により LPLが活性化している可能性が考えられる。

以上の事から TRGの給与は糖尿病各種マーカーの発現抑制、血清、肝臓の各種脂質レ

ベルの改善を通して抗糖尿病効果を示す可能性が示唆された。 NAの給与は血糖値の改

善には効果を示さなかったが、脂質レベルの改善には有効なことが推察された。

続いて肥満 2型糖尿病モデル KK-AYマウスによる TRG、NAの糖尿病に対する抑制
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について検討を行った。 GKラットによる実験と同濃度の TRG、NAを餌に混ぜ 4週

間の飼育を行った。空腹時、随時血糖は各週測定をし、最終週 OGTTを行った。空腹

時血糖値は飼育 4週目で CON群において急激な上昇が見られたが、 TRG、NA群に

おいては上昇が抑制された。随時血糖値では2、3週目において NA群で有意な上昇抑

制、 TRG群で上昇抑制傾向が観察された。 OGTTにおける血糖値も TRG、NA群は

CON群に比べ低い値での推移を示した。血清インスリン値は糖負荷 0分の空腹時で

CON群に比べて NA群が低下傾向、 TRG群が有意な低下を示した。 GKラットにお

いては NA群による血糖値の改善が明確に見られなかったが、 KK-_Ayマウスにおいて

は NA群により空腹時や随時血糖値の改善、 OGTTにおける血糖値の上昇抑制が観察

された。醇臓p細胞の顕微鏡写真において、 CON群で細胞の肥大が観察されたが、 TRG

群ではそれが抑制されているようだ。空腹時のインスリン濃度は CON群に比して

TRG群が有意な低下を示していることから、 CON群ではインスリンの大量分泌のた

め勝臓p細胞が肥大したこと、 TRG摂取ではインスリン分泌が抑えられるため細胞の肥

大化が抑制されているものと考えられる。TRGによる肝臓の GLKや G6pase活性の抑

制は GKラットにおける場合と同様であり、糖代謝の制御がTRGの効果に密接に関わ

っていることが推察された。

南瓜から単離同定したもうひとつの物質Pについても Wistarラット、 GKラット、

KK-AYマウスにおいて糖尿病関連各種マーカーや脂質レベルへの影響を通して検討し

た。 GKラットにおける検討では 0.05%のPを混餌し、 7週間飼育した。食餌摂取量

に有意な差はなかったが、体重増加量では 3週目以降 CON群に比して上昇に抑制が

見られ、同週令の Wistarラットと同じような増加曲線を描いた。解剖後に採取した精

巣周囲脂肪量が CON群よりも P群で小さい事から、体重差には脂肪量の差が反映さ

れているのではないかと考えられた。空腹時血糖値は GKラット群聞において差は見ら

れなかったが、 P群の随時血糖値は飼育開始時に比べて 3、5週目に有意な低下を示し

た。また OGTTの血糖値においても、糖負荷 60分後で CON群に比べて P群が有意

な低い値を示し、 P摂取が耐糖能を改善している事が示唆された。肝臓の DNAマイク
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ロアレイ解析や FAS、G6PD+ 6PGD、CPT酵素の活性測定結果においても、 TRG給

与の場合と同じような結果を示し、 PもTRGと同じような機構で耐糖能の改善に関わ

っていることが推察できた。

PのKK-AYマウスにおける影響についても 0.05%のPを添加した飼料を 4週間給

与し検討した。 4週目の空腹時血糖値および 2、3週目の随時血糖値はいずれも CON

群に比べP群は低い値を示した。 OGTTにおける血糖値は CON群に比して P群が常

に低く推移し、また OGTTにおける糖負荷直前の血清インスリン値は、P群が CON群

より低い値を示した。血清、肝臓T-Chol値は CON群に比して P群が有意に低い値を

示した。GKラットによる場合と同様に Pによる糖新生系酵素 G6pcと解糖系 Gckが血

糖値制御と密接に関わっていることが推察された。

南瓜の原産地について、メキシコの洞窟で紀元前 7000 年~5500 年の地層からカボ

チャの種が発見され、中南米が原産地とされるようになった。日本には天文 10年 (1541

年)に大分に漂着したポルトガル船が、大名の大友宗麟にカンボジア産のカボチャを贈

って伝来されたと言われている。この時にカンボジアから持って来たのでカンボジアが

なまってカボチャと呼ぶようになり、南瓜と書くのは『南蛮国からきた瓜』が語源とさ

れている。長い食経験を持つ南瓜であるが、機能的成分についてはあまり知られていな

かった。血圧を下げると言われている GABAや抗酸化能が高いpカロテンは代表する南

瓜の成分であるが、本研究でそれ以外の成分とその機能について注目し研究を行った。

その結果ニコチアナミンやニコチン酸、トリゴネリン、ピログルタミン酸が、高血圧や

糖尿病に有効な成分として見出すことが出来た。
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