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第1章 序論 

 
近年，食の欧米化や運動不足など生活習慣の乱れに伴い，肥満と診断される

人が増加している。メタボリックシンドロームとは，糖尿病，脂質異常症，高

血圧，肥満，インスリン抵抗性が基本的な構成要素であり，これらが一個人に

集積した状態により，動脈硬化性疾患発症の高いリスクをもたらすという疾患

概念である。厚生労働省の平成 27 年の国民健康・栄養調査 1)によると，肥満者

(BMI≧25)の割合は男性 29.5%，女性 19.2%となっており，過去 10 年間で女性の

み有意に減少している。しかし，健康日本 212)の目標値であった値を未だ達成で

きていない状況である。また，メタボリックシンドロームに関する項目におい

て，「糖尿病が強く疑われるもの」は男性 19.5%，女性 9.2%とほぼ横ばいであ

る。「血中コレステロールが 240mg/dL 以上の者」も男性 9.8%，女性 17.8%と

変化は見られていない。  
2008 年 4 月より，メタボリックシンドロームに着目した特定健診・特定保健

指導が実施され，それに伴い，メタボリックシンドロームにおいて併発する頻

度の高い非アルコール性脂肪肝(NAFLD)が着目され始めた。日本での NAFLD
患者数は約 1000 万人とされており，今後さらに増加していくと予測されている。 

NAFLD とは，組織診断あるいは画像診断において脂肪肝を認め，アルコール

性肝障害など他の肝疾患を除外した病態である。NAFLD の多くは肥満，糖尿病，

脂質異常症，高血圧などを基盤に発症することから，メタボリックシンドロー

ムの肝病変として捉えられており，病理学的な特徴として大滴性脂肪変成が見

られる。NAFLD から NASH(非アルコール性脂肪肝炎)への発生機序としては，

現在 two-hit theory が広く支持されている。まず肝細胞へのトリグリセリドの

沈着が起こり(first hit)，そこに酸化ストレスやエンドトキシンなどの曝露

(second hit)が加わり発症するというものである 3)。つまり，長期間による食習

慣の乱れは，肝臓へ脂質を沈着させ，それに伴いインスリン抵抗性を惹起させ，

耐糖能を悪化させる。耐糖能が悪化することにより，各組織での酸化ストレス

が増大し，炎症性サイトカインが放出されメタボリックシンドロームへ発展し

ていく。また，肝臓では，脂質蓄積によって酸化ストレスが増大し，炎症が起

こると NASH の状態になり，進行すると不可逆性の肝硬変，肝細胞ガンへと発

展する。それだけでなく，内臓脂肪から放出された遊離脂肪酸とグリセロール

は，門脈を介して肝臓に直接流入し，脂質異常症や高血糖などを引き起こし，

インスリン抵抗性につながる可能性が示唆されている 4)。 
メタボリックシンドロームも NAFLD も，ともに成因には食事を含む生活環

境因子が含まれる。乳清(ホエイ)とは，牛乳からカゼイン，脂肪，脂溶性ビタミ
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ンなどを除いた水溶性部分のことで，チーズなど乳製品を作る工程で生産され

る。これらにはラクトアルブミンやラクトグロブリンなどの成分が含有されて

いるにも関わらず，廃棄されてしまうことが多い。その乳清たんぱく質を濃縮，

濾過を行い乳清たんぱく質分離物にし，さらにそれを酵素で分解することによ

って作られるものがホエイペプチド(WPH)である。WPH はジペプチドやトリペ

プチドが主成分となっているため消化・吸収されやすいことが特徴としてあげ

られる。乳製品および乳清たんぱく質の生理作用は既にヒトを対象とした疫学

研究も行われており，CARDIA 研究(Coronary Artery Risk Development in 
young Adults)では，乳製品の摂取と BMI などインスリン抵抗性症候群の全て

の要素と負の相関があることを発表している。動物実験においては，アメリカ

の Zemel5)らが，乳製品と乳由来の Ca を摂取すると，体重や体脂肪の減少が顕

著だったことを発表し，さらに，低 Ca 食は脂肪蓄積を促進し，高 Ca 食は活性

型ビタミン D や副甲状腺ホルモン(PTH)を抑制するため肥満が抑制されるとい

う報告もされている 6)7)。 
乳清たんぱく質の脂質代謝への影響は，これまでに多く報告されている。乳

清たんぱく質の血清コレステロール低下作用については，肝臓からの VLDL-コ
レステロールの排出速度の低下 8)や糞中ステロイド排泄量の増加，またはコレス

テロール合成の抑制 9)と様々な報告がされている。そして近年，乳清たんぱく質

摂取による肝臓脂質の蓄積抑制 10)11)，高脂肪を与えたラットの体重増加，体脂

肪率，および肝臓の脂肪滴数の低下を介した耐糖能の改善 12)なども報告された。 
また，血清コレステロールの低下や肝臓の脂質蓄積の抑制だけでなく，近年

では炎症抑制作用も報告されている。乳清たんぱく質には抗酸化アミノ酸のシ

ステインが豊富に含まれており，抗酸化物質であるグルタチオン合成のために

必要な前駆体を供給し，グルタチオン濃度を上昇させ，酸化ストレスから細胞

を守ることで，肝臓の炎症を抑制するメカニズムが示唆されている 13)。Wei ら
14)は，ラットにおいて抗酸化能を増加させることを介したインスリン抵抗性の

改善作用を報告しており，山口ら 15)は LPS 添加前に細胞を乳清たんぱく質，ま

たは WPH に曝すことにより TNF-α産生が抑制されたことを確認している。動

物実験では，粂ら 16)が LPS を腹腔内投与したマウスにおいて，WPH を投与す

ることにより血中 TNF-α濃度，血中 IL-6 濃度が抑制されたと報告した。TNF-
αは炎症だけでなくインスリン抵抗性にも関与しているため，これらサイトカ

インの抑制はメタボリックシンドローム予防にも関係する。また，近年特定の

配列を持ったペプチドが抗炎症作用を持つと報告されており，Ala-Val-Phe，
Trp-Leu-Ala，Leu-Phe といった配列が炎症抑制に有効だと示されている 17)。 

乳清たんぱく質および WPH には，バリン・ロイシン・イソロイシンといっ

た BCAA が豊富に含まれていることも特徴であり，その中でも特にロイシンが
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多く含まれている。BCAA は以前より骨格筋合成促進効果が知られ，今日では

BCAA サプリメントとしても販売されているが，最近では糖代謝や脂質代謝に

も影響しているのではという報告もされている。ロイシンにおいては，mTOR
を介した筋たんぱく質の合成促進だけでなく，筋肉でのグリコーゲン合成促進

作用など骨格筋に及ぼす影響がよく知られている。この骨格筋合成促進作用に

よってグルコースの取り込みが促進され，血糖値が低下するというメカニズム

も考えられるが，それを確認している論文はない。そして，近年では肥満マウ

スにおける体重減少や血清コレステロールにも影響を及ぼすことが示された。

Zhang ら 18)は，ロイシンを混合した飲料を高脂肪食と共にマウスに摂取させる

と，食餌誘発性肥満，高血糖，血清コレステロール濃度の上昇を抑制したと報

告した。これは，骨格筋中脱共役たんぱく質(UCP)の発現増加による安静時エネ

ルギー消費量の増加による体脂肪量の減少が関係していると考察している。ま

た，Nairizi ら 19)は，BCAA やロイシンの飲料水による摂取は，高脂肪食による

体重増加や血清コレステロールを減少させると報告している。さらに，Macotela
ら 20)は，高脂肪食とロイシンを同時に摂取すると，ロイシンを添加した群にお

いて脂肪酸合成酵素(FAS)やアセチル CoA カルボキシラーゼ(ACC)の発現を抑

制することにより肝臓脂質の蓄積が抑制され，高脂肪食単独摂取と比較してロ

イシン添加によって IRS-1のSer307リン酸化が減少し耐糖能が改善したと報告

した。イソロイシンにおいては，骨格筋においてインスリンが関与していない

状態においても PI-3 キナーゼを刺激し，GLUT4 を細胞膜へ移行させ，インス

リン非依存的なグルコースの取り込みを促進することが報告されている。しか

し，バリンについては，ロイシン，イソロイシンのような脂質蓄積抑制および

NAFLD に伴う慢性炎症への影響に関する報告は少ない。 
著者のこれまでの研究 21)において，乳清たんぱく質分離物と WPH で食餌性

肥満モデルマウスでの耐糖能，肝臓脂肪蓄積，炎症に及ぼす影響について検討

したところ，WPH の方がより効果が見られた。これは，WPH の易吸収性が要

因であるのではないかと考えられる。しかし，ペプチド態での脂質代謝や肝臓

脂質におよぼす報告をしている論文は少ない。そこで本研究では，乳清たんぱ

く質分離物を加水分解することで生成される WPH および WPH に多く含まれ

ている BCAA における肝臓脂質蓄積抑制作用，および脂質蓄積によって惹起さ

れる軽度炎症への影響，およびそのメカニズムについて検討を行った。 
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第 2 章 実験方法 
 

第 1 節 Exp.1 食餌性肥満モデルマウスの耐糖能，肝臓脂質蓄積お

よび炎症に及ぼすホエイペプチドとアミノ酸の影響 

 
2-1-1 実験の概略  
本実験は，著者のこれまでの研究 21)におけるホエイペプチド(WPH)の耐糖能

改善作用や脂質蓄積抑制作用がホエイペプチドそのものによるものか，アミノ

酸によるものかを検証するため，低 Ca 性肥満モデルマウス(C57BL/6J)マウス

を使用した動物実験を行い，WPH および WPH と同様のアミノ酸組成の飼料が

耐糖能，脂質蓄積，および肝臓の炎症に及ぼす影響を評価した。 
 
2-1-2 人工消化試験 
 実験を行うに際し，ペプチドが消化酵素によってどれだけ分解されるかを明

らかにするため，人工消化試験を行った。 
 WPH を 100ml 容三角フラスコに 2.5g 秤量し，蒸留水 50ml を加えた。塩酸

で pH2.0 に調整し，豚由来ペプシン(和光純薬工業株式会社)50mg を加え反応を

開始した。37℃で振盪し，120 分間消化を行った。その後，炭酸水素ナトリウ

ム溶液で pH7.4 に調整後，豚由来パンクレアチン(関東化学株式会社)4mg を加

え，同様に 120 分間消化した。消化開始 0 分，60 分，120 分，180 分，240 分

に人工消化液を 1.5ml エッペンチューブに 0.2ml 採取し，速やかに-80℃で保存

した。その後，Modified Lowry Protein Assay (Thermo Scientific) を用い

Lowry 法にて測定を行った。 
 
2-1-3 実験動物 
 5 週齢雄の C57BL/6J マウス（日本チャールス・リバー株式会社）を 48 匹

用いた。固形飼料（NMF;オリエンタル酵母工業株式会社）を用い，1 週間の予

備飼育後，体重が均一になるように 1 群 8 匹ずつ 6 群に群分けし，12 週間飼育

した。飼育期間中，飼料と水は自由摂取とした。動物は，室温 22±1℃，湿度

50±5℃，12 時間明暗サイクル(8:00~20:00)で飼育した。なお，本実験は大妻女

子大学家政学部動物実験において定められた「実験動物施設の整備および管理

の方法並びに具体的な実験方法を定めた規則」に則り，倫理審査委員会の承認

を得て行った。 
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2-1-4 実験飼料 

Exp1 の飼料組成を Table1-1，WPH，および AA 群のアミノ酸組成を Table1-2
に示した。 
コントロール(CO)群の飼料は AIN-93G 組成を基本とし，糖質エネルギー比が

50%となるよう，ショ糖を添加し高糖質食とした。さらに，カルシウム濃度を

0.4%(MC)，0.2%(LC)となるように炭酸カルシウム(和光純薬工業株式会社)で調

節した。たんぱく質の因子は、20%カゼイン(CO 群)，カゼインの 10%をホエイ

ペプチド(WPH 群)，アミノ酸混合物(AA 群)に置換した群の計 3 水準とした。各

群のたんぱく質，脂質量が等しくなるようにカゼイン，大豆油，ラードで調整

した。 
試験群の WPH は雪印メグミルク(株)より分与を受けた(HW-3)。AA 群のアミ

ノ酸組成物は，WPH 群とアミノ酸組成が同じになるようにオリエンタル酵母工

業(株)で調製してもらった。 
大豆油，重酒石酸コリン，t-ブチルヒドロキノンは和光純薬工業株式会社，ラ

ードは植田製油株式会社より購入した。 
 
2-1-5 飼育方法（動物実験） 
 動物は，室温 22±1℃，湿度 50±5%，12 時間明暗サイクル(8:00～20:00)で
飼育した。 
 Table1-1 に示した実験飼料と水をそれぞれ 12 週間，自由摂取させ，体重と飼

料摂取量を測定した。マウスは，2～3 日毎に体重及び飼料摂取量を測定した。

飼料を入れた給餌器の重量を測定し，毎回給餌器の重量を測定しその差を摂取

量とした。そして，体重増加量，飼料摂取量，飼料効率を求めた。 
 糞は，実験最終週の 7 日間ステンレスメッシュの上で飼育して回収し，表面

を洗浄後，凍結乾燥し，粉砕をして分析用試料とした。 
 
2-1-6 動物解剖とサンプル採取 
 解剖当日は 8:00 より 6 時間絶食させ，イソフルラン/CO2 ガス麻酔下で安楽

死させてから開腹し，心臓より採血，肝臓，後腹壁脂肪組織，副睾丸周辺脂肪

組織，腸間膜脂肪組織を摘出し，重量を測定した。血液は，氷中保存し，6500rpm，

15 分間，4℃で遠心分離し，血清を採取し，－80℃で保存した。肝臓は－40℃
で保存した。 
 
2-1-7 分析方法 
(1) 血清分析 
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採取した血液は，血清を分離し，グルコース，トリグリセリド，遊離脂肪酸，

総コレステロール濃度を酵素法にて分析した。グルコースは「グルコース CⅡ-
テストワコー」，トリグリセリドの定量には「トリグリセライド E-テストワコー」，

遊離脂肪酸の定量には「NEFA C-テストワコー」，総コレステロール濃度の定量

には「コレステロール E-テストワコー」(いずれも和光純薬工業株式会社)を使

用した。 
血清レプチン濃度は，「マウス・レプチン・イノムアッセイキット」(R&D シ

ステムズ社製)を用いて，ELISA 法にて分析した。血清インスリン濃度は，「レ

ビス インスリン-ラット(H タイプ)」(株式会社シバヤギ)を用い，ELISA 法にて

分析した。 
 
(2) 肝臓脂質の分析 
肝臓を凍結乾燥後，粉砕し，クロロホルム：メタノール（2：1）溶液を用い

た Folch 法により抽出，水洗，乾固後，ドラフト内で窒素気流下によって溶媒

を除去(60℃)し，10％TritonX-100 を含むイソプロパノールを加えて溶解し，ト

リグリセリド，総コレステロール濃度を酵素法にて分析した。 
 トリグリセリドの定量には「トリグリセライド E-ワコー」，総コレステロール

の定量には「コレステロール E-ワコー」(いずれも和光純薬工業株式会社)を使

用した。 
 
(3) 脂肪組織の脂肪細胞のサイズ 
解剖時に摘出した副睾丸周辺脂肪は，2%酸化オスミウム(Osmium(Ⅷ)Oxide，

和光純薬工業株式会社)で 37℃，30 時間固定し，250μm と 25μm のメッシュ

で洗って回収し，コールターカウンター(Multisizer3)にて一定液量中の脂肪細

胞の粒径を計測した。 
 

(4) 耐糖能試験 
耐糖能試験は，飼育最終週に朝 8 時より 6 時間の絶食後，20%グルコース溶

液を，1.5g/㎏体重となるように経口ゾンデを用いてマウスの胃内に投与した。

投与前に尾部より採血し(0 分)，投与後 15 分，30 分，60 分，120 分後に同様に

採血を行った。血糖値の定量には「小型血糖測定器 グルテストエース R」(株式

会社三和科学研究所)を使用した。時間と血糖値の曲線からAUC(曲線下面積)を，

空腹時血糖値と血清インスリン濃度からHOMA-IRを算出した。HOMA-IRは，

マウス用の式がないためヒト用の式，空腹時血糖値(mg/dl)×血清インスリン濃

度 (μIU)/405 により算出した。 
※血清インスリン濃度 (μIU)＝血清インスリン濃度(ng/ml)×26 
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(5) 糞中脂質量の測定  
糞を洗浄後凍結乾燥し，粉砕後，0.5～1.0g 精秤し，4%酢酸含有のクロロホ

ルム：メタノール（2：1）を用いた Folch 法により，糞中脂質を抽出した。Folch
水洗用ブランク（クロロホルム：メタノール：水(3:48:47)）を用いて可溶性塩

類等を除去した。その後，恒量を求めたアルミカップに入れ，ホットプレート

上で溶媒を蒸発させた。その後，105℃で１時間以上加熱し，30 分間デシケー

ター内に放置後，重量を測定した (2 回測定)。脂質摂取量，総脂質排泄量から

見かけの消化吸収率を求めた。 
 
(6) 肝臓の mRNA 発現量の測定 

Total RNA の抽出をし，抽出した RNA に含まれる mRNA を逆転写反応(RT
反応)によって相補的 DNA(cDNA)を調製し，mRNA 発現量の測定に用いた。

mRNA 発現量は，SYBR Green 法にて，内部標準として用いた 36B4 との相対

比より求めた。なお，分析装置は Applied Biosystemes の 7300 Real-Time PCR 
System を用いた。 
方法の詳細を以下に示す。 

【total RNA の抽出】 
RNeasy Mini kit(株式会社 Qiagen)のプロトコールに従い，14ml のチューブ

に Buffer RLT 調整液（Buffer RLT 1ml＋β-ME 10μl）を 1200μl 分注し，

RNAlater(株式会社 Qiagen)で保存した肝臓を 20～30mg 入れ，3 分間ホモジナ

イザー(PRO サイエンティフィック社)でホモジナイズし，12000rpm で 3 分間

遠心した。上清を別のチューブへ 1000μl 移動し，同量の 50%エタノールを加

え，ピペッティング混和を行った。700μl のサンプルを 2ml のコレクションチ

ューブにセットした RNeasy Mini Spin Column に入れ，10000rpm で，室温（15
～25℃）にて 15 秒間遠心後，フロースルー分画を捨てた。残りのサンプルも同

様の操作を繰り返した。700μl の Buffer RW1 を RNeasy Mini Spin Column
に入れ，10000rpm で 15 秒間遠心した。フロースルー分画とコレクションチュ

ーブは捨て，RNeasy Mini Spin Column を新しい 2ml コレクションチューブを

セットした。500μl の Buffer RPE を RNeasy Mini Spin Column に入れ，

10000rpm で 15 秒間遠心した。同様に 500μl の Buffer RPE を RNeasy Mini 
Spin Column に入れ，10000rpm で 2 分間遠心した。RNeasy Mini Spin Column
に 2ml の新しいコレクションチューブをセットし，12000rpm で 1 分間遠心し

た。フロースルー分画とコレクションチューブは捨て，RNeasy Mini Spin 
Column を新しい 1.5ml のコレクションチューブに移した。50μl の RNase フ

リー水をRNeasy シリカゲルメンブレンに入れ，10000rpmで1分間遠心した。
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再び RNase フリー水（下層の液）を再添加し，同様の操作を行った。溶解した

溶液を 50 倍希釈し，RNA 量を吸光度計で測定した。260nm/280nm 比が 1.5～
2.0 の範囲に調製した。 

 
【cDNA の調製】 

測定した RNA 量の濃度から計算して，5μg RNA/11.5μl DEPC 処理水にし

た。使用試薬は，10mM dNTPs(TOYOBO 株式会社) 2μl，0.3μg/ml Random 
primer(ライフテクノロジージャパン)1.5μl，5×Rever Tra ace Buffer 4μl，
Rever Tra ace(TOYOBO 株式会社) 1μl を混合し，Mixture8.5μl を 5μg 
RNA/11.5μl DEPC 処理水に加え，緩やかにピペッティングした(Total 20μl)。
RT-PCR(逆転写反応)にて，30℃で 10 分，42℃で 60 分，99℃で 5 分(逆転写酵

素を熱失活させる)反応を行った。サンプルを DEPC 処理水で 20 倍に希釈し，

相補的 DNA(cDNA)テンプレートとし，mRNA 発現量の測定に用いた。 
 

【mRNA 発現量の測定】 
総量 12.5μl の系で実施した。使用試薬は，Master Mix(×2) (Power SYBR 

Green,ABI 社)6.25μl，Primer Fw(45μM)0.5μl，Primer Rv(45μM)0.5μl，
D2W 3.75μl を混合し，Mixture とした。Micro Amp(96-well)に 12.5ng/ml 
Template(cDNA) 2μl と Mixture 10.5μl(Total 12.5μl)を入れ，振盪混合後，

プレート遠心機にて混合液を底に集めた。次々と PCR にて，反応を行った。 
測定項目とプライマー配列を以下に示す。 
 

<36B4> 
Fw:GGCCCTGCACTCTCGCTTTC 
Rv:TGCCAGGACGCGCTTGT 

 
<p40phox> 
  Fw:CAGCCAACATCGCTGACATC 
  Rv:CAAAGTGGCTGGTGAAGCCT 
 
<p47phox> 
  Fw:ACTCTCACTGAATACTTCAACG 
  Rv:TCATCAGGCCGCACTTT 
 
<p67phox> 
  Fw:AAGCAAAAAGAGCCCAAGGAA 
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  Rv:CATGTAAGGCATAGGCACGCT 
 
<TNF-α> 
 Fw:ACCCTCACACTCAGATCATCTTC 
  Rv:TGGTGGTTTGCTACGACGT 
 
<IL-6> 
 Fw:ACAACCACGGCCTTCCCTACTT 
  Rv:CATGTAAGGCATAGGCACGCT 
 
<モノサイトケモアトラクタントプロテイン-1(MCP-1) 
 Fw:CCACTCACGGCCTTCCCTACTT 
  Rv:TGGTGATCCTCTTGTAGCTCTCC 
 
<脂肪酸合成酵素(FAS)> 

Fw:CCTGGATAGCATTCCGAACCT 
Rv:AGCACATCTCGAAGGCTACACA 

 
<PPARα> 
 Fw:AGGAAGCCGTTCTGTGACAT 
 Rv:AATCCCCTCCTGCAACTTCT 
 
<ステロール調節エレメント結合たんぱく質 1c(SREBP-1c)> 
 Fw:GGCACTAAGTGCCCTCAACCT 
 Rv:GCCACATAGATCTCTGCCAGTGT 
 
<ステロール調節エレメント結合たんぱく質 2(SREBP-2)> 
 Fw: GACCGCTCTCGAATCCTCTTATGTG 
 Rv: GTTTGTAGGTTGGCAGCAGCA 
 
<HMG-CoA 還元酵素> 
 Fw:CCAAGGTGGTGAGAGAGGTGTT 
 Rv:CGTCAACCATAGCTTCCGTAGTT 
 
<ジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ 2(DGAT2)> 
 Fw:CTGGCTGATAGCTGTGCTCTACTT 
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 Rv:CGATCTCTCTGCCACCTTTCTT 
 
<アセチル CoA カルボキシラーゼ(ACC)> 
 Fw:GGATGACAGGCTTGCAGCTATG 
 Rv:GGAACGTAAGTCGCCGGATG 
 
<スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)> 

Fw: GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC 
Rv: TAGCAGGACAGCAGATGAGT 

 
(7) 肝臓の病理標本の観察 
肝臓の一部を 10%ホルマリン溶液に浸漬して固定した後，株式会社栄養・病

理学研究所に依頼し，脱水・パラフィン浸透処理・薄切・伸展・乾燥した後，

ヘマトキシリン・エオシン染色(HE 染色)および Oil Red O 染色をした。肝臓の

病理組織標本を光学顕微鏡(キーエンス・デジタルマイクロスコープ)で観察した。 
 
2-1-8 統計解析 
 すべての測定結果は平均±標準偏差で示した。統計方法は，たんぱく質とカ

ルシウム添加量を因子として，二元配置の分散分析を行った。交互作用が有意

になった場合は，カルシウム添加量別に解析を行った。群間での比較は

Tukey-Kramer の多重比較法を用いた。有意水準は 5%とした。正規性の確認と

Bartlett の等分散検定を行った。統計解析は JMP 9.0.0（SAS Institute 社）を

用いた。なお Table では異なるアルファベットの群間において有意差があるこ

とを示した。 
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Exp.2 ラットにおけるアミノ酸吸収実験 

2-2-1 実験の概略  
 Exp.1 において肝臓の脂質蓄積抑制作用が示唆され，その要因の 1 つとして

吸収されるアミノ酸の組成，および量に注目した。そのためこの実験では，ラ

ットにコントロール，WPH 添加，AA 添加の食餌をそれぞれ投与し，摂食 3 時

間後の門脈中のアミノ酸の分析を行う。 
 
2-2-2 実験動物 

4 週齢雄の SD ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を 15 匹用いた。

固形飼料（NMF;オリエンタル酵母工業株式会社）を用い，5 日間の予備飼育後，

6 日間飼育した。飼育期間中，飼料の投与は 1 日 1 時間のみとし，水は自由摂取

とした。 
 
2-2-3 実験飼料 
飼料組成を Table3 に示す。Exp.3 の飼料は，Exp.1 の MC-CO 群，MC-WPH

群，MC-AA 群と同じものを使用した。 
 
2-2-4 飼育方法（動物実験） 
 動物は，室温 22±1℃，湿度 50±5%，12 時間明暗サイクル(8:00～20:00)で
飼育した。 
 ラットの食餌は 1 日 1 時間のみの投与とし，水は自由摂取とした。飼料を入

れた給餌器の重量を測定し，毎回給餌器の重量を測定しその差を摂取量とした。

体重は，飼育期間中毎日測定を行った。飼料組成は Table3-1 に示した。なお，

本実験は大妻女子大学家政学部動物実験において定められた「実験動物施設の

整備および管理の方法並びに具体的な実験方法を定めた規則」に則り，倫理審

査委員会の承認を得て行った。 
 
2-2-5 動物解剖とサンプル採取 
 解剖当日は 7:00 より 1 時間摂食させた後，2 時間の絶食後に解剖を行った。

イソフルラン/CO2 ガス麻酔下で安楽死させてから開腹し，門脈血および心臓よ

り採血を行い，肝臓を摘出，重量を測定した。血液は，氷中保存し，6000rpm，

15 分間，4℃で遠心分離し，血清を採り，－80℃で保存した。肝臓は－40℃で

保存した。 
 
2-2-6 分析方法 
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(1) 血清分析 
Exp.1 と同様の方法で行った。 

 
(2)門脈中ペプチド濃度 
 門脈中のペプチド濃度は，Exp.1 と同じ方法で Lowry 法を用いジペプチド以

上のペプチド，たんぱく質濃度を測定後，Bio-rad Protein Assay(Bio-Rad 
Laboratories)を用いて Bradford 法にて総たんぱく質濃度を測定し，Lowry 法

から Bradford 法の算出値を差し引いて求めた。 
 
(3) 門脈中遊離アミノ酸濃度の測定 

GC/MS を用いたメタボローム解析の測定条件を以下に示す。 
装置:7890GC/5975C MSD with 7693 自動前処理付きオートサンプラ 
カラム:DB-5ms+Duragurd(10m) 30m，0.25mm，0.25µm 
注入量:1µL 
注入法:スプリット，10:1 
注入口温度:250℃ 
オーブン:60℃(7min)-10℃/min-325℃(10min) 
カラム流量:1.1ml/min(定流量モード) 
インターフェース温度:290℃ 
イオン源温度:250℃ 
測定モード:スキャン測定，質量範囲，m/z 50-600 

 血清の誘導体化は，血清を 10µl 採取し，窒素気流化で乾固した後，内部標準

は d24 ミリスチン酸を 2µl 添加した。門脈の血清は，2 つの方法で処理し，それ

ぞれ分析を行った。 
1．血清 10µl を採取し，6mol/L 塩酸(0.04%(v/v)2-メルカプトエタノール含有)を

1ml 加え，脱気・封管した後，恒温乾燥器にて 110℃，24 時間加水分解した。

15ml ファルコンチューブに移し，ドラフト内で窒素気流下(60℃)によって溶

媒を除去し，ピリジン溶液を 10µl，TMS 加えた後，上記 GC/MS にて測定し

た。 
2．血清 15µl を採取し，内部標準 5µl を加え計 20µl にし，窒素気流下(40℃)で

乾固させた。メトキシアミン塩酸塩濃度 40mg/ml のピリジン溶液を 10µl 加
え，撹拌した後，1%のトリメチルクロロシラン含有 N-メチル-N-トリメチル

シリルトリフルオロアセトアミド(MSTFA+1%TSCS)を 90µl 加え，37℃で 30
分かけて誘導体化した。 

 
2-2-7 統計解析 
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すべての測定結果は平均±標準偏差で示した。群間での比較は Tukey-Kramer
の多重比較法を用いた。有意水準は 5%とした。正規性の確認と Bartlett の等分

散検定を行い，不等分散の場合は，中央値と 25%，75%タイル値で示した。不

等分散の場合の多重比較は，Steel-Dwass の検定を用いた。統計解析は JMP 
9.0.0（SAS Institute 社）を用いた。なお Table では異なるアルファベットの群

間において有意差があることを示した。 
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Exp.3 肝臓脂質蓄積に及ぼすロイシンとバリンの影響 

2-3-1 実験の概略 
Exp.2 にてアミノ酸添加群の門脈からロイシンが多く検出された。また，有意

差はなかったが唯一バリンがアミノ酸添加群より WPH 群で多く検出された。

ロイシンは脂質代謝への影響が報告がされており，BCAA の中で最も生理活性

が高い。一方，バリンは脂質代謝や生体への影響の報告数が少なく，BCAA の

中で最も生理活性が低いとされている。 
そのため本実験では，食餌誘発性肥満モデルマウスにロイシンとバリンを強

化した高脂肪食を投与することで，NAFLD 状態におけるロイシン，バリンの肝

臓脂質蓄積に及ぼす影響をカゼイン，ペプチド食と比較して検討した。 
 
2-3-2 実験動物 
 5 週齢雄の C57BL/6J マウス(日本チャールス・リバー株式会社)を 30 匹用い

た。固形飼料（NMF;オリエンタル酵母工業株式会社）を用い，1 週間の予備飼

育後，体重が均一になるように 1 群 10 匹ずつ 3 群に群分けし，12 週間飼育し

た。飼育期間中，飼料と水は自由摂取とした。動物は，室温 22±1℃，湿度 50
±5℃，12 時間明暗サイクル(7:00~19:00)で飼育した。なお，本実験は大妻女子

大学家政学部動物実験において定められた「実験動物施設の整備および管理の

方法並びに具体的な実験方法を定めた規則」に則り，倫理審査委員会の承認を

得て行った。 
 
2-3-3 実験飼料 

Exp3 の飼料組成を Table3 に示した。 
コントロール(CO)群の飼料は AIN-93G 組成を基本とし，脂質エネルギー比が

50%となるよう，ラードを添加し高脂肪食とした。たんぱく質の因子は、20%
カゼイン(CO 群)，カゼインの 10%を WPH(WPH 群)，WPH のアミノ酸組成中

に含まれる量と同等のロイシン+バリン添加(LV 群)に置換し，BCAA を強化し

た群の計 3 水準とした。各群のたんぱく質，脂質量が等しくなるようにカゼイ

ン，大豆油，ラードで調整した。 
試験群の WPH は雪印メグミルク(株)より分与を受けた。大豆油，重酒石酸コ

リン，t-ブチルヒドロキノン，L-ロイシン，L-バリンは和光純薬工業株式会社，

ラードは植田製油株式会社より購入した。 
 

2-3-4 動物解剖とサンプル採取 
 解剖当日は 8:00 より 6 時間絶食させ，イソフルラン/CO2 ガス麻酔下で安楽
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死させてから開腹し，心臓より採血，肝臓，後腹壁脂肪組織，副睾丸周辺脂肪

組織，腸間膜脂肪組織を摘出し，重量を測定した。血液は，氷中保存し，6000rpm，

15 分間，4℃で遠心分離し，血清を採り，－80℃で保存した。肝臓は－40℃で

保存した。 
 
2-3-5 分析方法 
(1) 血清分析 

Exp.1 と同様の方法で行った。 
 
(2) 肝臓脂質の分析 

Exp.1 と同様の方法で行った。 
 
(3) 耐糖能試験 

Exp.1 と同様の方法で行った。 
 

(4) 糞中脂質量の測定  
Exp.1 と同様の方法で行った。 

 
(5) 肝臓の mRNA 発現量の測定 

Exp.1 と同様の方法で行った。 
 なお，プライマーを以下に示す。 
<アシル CoA 酸化酵素:ACOX> 
 Fw: CAGCGTTACGAGGTGGCTGTTA 

Rv: TGCCCAAGTGAAGGTCCAAAG 
 

<Stearoyl Coenzyme A desaturase 1: SCD1>  
  Fw: CCTTATCATTGCCAACACCAT 
  Rv: 5AGCCAACCCACGTGAGAGAA 
 
<glyceral-3-phosphate acyltransferase,mitochondrial: mtGPAT> 
  Fw: ACAGTTGGCACAATAGACGTTT 
  Rv: CCTTCCATTTCAGTGTTGCAGA 
 
(6) 肝臓の脂肪合成系・分解系の比活性の測定 

酵素源の調整を行い，分光法による比活性の測定を行った。 
1．酵素源の調整法 
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【試薬】 
 スクロース：和光純薬工業株式会社 
 EDTA(エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム二水和物)：ナカライテクス株式

会社 
 トリス塩基：和光純薬工業株式会社 
酢酸：和光純薬工業株式会社 

【操作】 
① マウスの肝臓(0.5g)に 4.5ml の氷冷ホモジナイズ用緩衝液(0.25M スクロ

ース液-1mM EDTA-3mM トリス塩酸(pH7.2))を加え，ポッターエルベ

ジェム型ホモジナイザーでホモジナイズした。 
② ホモジネートを遠心チューブに移し，500×g，10 分間，4℃で遠心分離し

た。 
③ 上清(ACOX の活性測定に使用)を他の遠心チューブに移し，8000×g，10

分間，4℃で遠心分離した。 
④ 上清を他の遠心チューブに移した(FAS の活性測定に使用)。全ての酵素源

は小分けして冷凍保存(-20~30℃)した。 
 
2．FAS の比活性測定 

 【試薬】 
  リン酸二水素カリウム：和光純薬工業株式会社 
  リン酸水素二カリウム：和光純薬工業株式会社 
  アセチル CoA：SIGMA 
  NADPH：和光純薬工業株式会社 
  マロニル CoA：SIGMA 
 【操作】 

① 測定用のセルに 0.2M リン酸カリウム緩衝液(pH7.0)(0.5ml)，2.5mM  
アセチル CoA(0.02ml)，10mM NADPH(0.03ml)，酵素源(0.02~0.1ml)
を入れ，水を加えて最終容量を 0.98ml とした。よく混ぜ，30℃に保温

した恒温セルホルダーに装着した。なお，NADPH は測定当日に調整し

た。 
② 340nm の波長でブランク反応を測定した。 
③ 10mM マロニル CoA(0.02ml)を添加し，反応を開始した。 
④ 反応の直線部分を計算に用いた(ブランク反応を差し引いて最終値を算

出)。分子吸光係数は 6220M-1cm-1 である。 
 
2．ACOX の比活性測定 
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【試薬】 
 リン酸二水素カリウム：和光純薬工業株式会社 
 リン酸水素二カリウム：和光純薬工業株式会社 
 4-アミノアンチピリン：和光純薬工業株式会社 
 フェノール：和光純薬工業株式会社 
 牛アルブミン：和光純薬工業株式会社 
 ペルオキシダーゼ：SIAMA 
 FAD：和光純薬工業株式会社 
 パルミトイル CoA：SIGMA 
【操作】 
① 緩衝液(100mM リン酸カリウム緩衝液，1.64mM 4-アミノアンチピリン，

21.2mM フェノール(pH7.4))を調整した。測定当日に 4mg の牛アルブミ

ンと 80unit のペルオキシダーゼを緩衝液(10ml)に溶かし，さらに 1mM 

FAD(0.1ml)を添加し，測定用緩衝液とした。 
② 測定用のセルに測定用緩衝液(0.5ml)，酵素源(0.005~0.01ml)を入れ，水を

加えて最終容量を 0.95ml とした。よく混ぜ，30℃に保温した恒温セルホ

ルダーに装着した。 
③ 500nm の波長でブランク反応を測定した。 
④ 2mM パルミトイル CoA(0.05ml)を添加し，反応を開始した。 
⑤ 反応の直線部分を計算に用いた(ブランク反応を差し引いて最終値を算出)。

分子吸光係数は 6390M-1cm-1 である。 
 

3．たんぱく質測定 
【試薬】プロテインアッセイキットⅡ：日本バイオ・ラッド ラボラトリーズ

株式会社 
【操作】 
 セル内のたんぱく質濃度は，キットを用いて Bradford 法により測定した。 
 なお，比活性の算定式は以下である。 
 
 
               (1 分間当たりの吸光度変化)×(反応液の容積 ml)×1000 

比活性(n mol/min/mg protein)= 
                (mM 吸光度係数)×(セル内のたんぱく質濃度) 
 
2-3-6 統計解析 

Exp.2 と同様に解析を行った。 
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第 3 章 実験結果および考察 
 

第 1 節 Exp1 食餌性肥満モデルマウスの耐糖能，肝臓脂質蓄積 

および炎症に及ぼすホエイペプチドとアミノ酸の影響 

 
3-1-1 人工消化試験 
 人工消化試験の結果を Fig.1-1 に示した。 
 ペプシン消化を行った 60 分，120 分ではほとんど分解されなかったが，トリ

プシン消化では約 45%分解され，最終的な消化残存率は 54.1%となった。 
 
3-1-2 成長結果 
 マウスの成長結果を Table3-1-1 に示した。 
 初体重，飼料摂取量，飼料効率，体重増加量について，交互作用および各群

間で有意差は認められなかった。初体重に有意差はなく，終体重はたんぱく質

の因子で有意差が認められ，WPH 群で有意に低下した。 
 
3-1-3 臓器重量 
 マウスの臓器重量の結果を Table3-1-2 に示した。 
 肝臓重量は各群間に有意差は見られず，交互作用も認められなかった。 
総脂肪組織重量はたんぱく質の因子において有意差が見られ，WPH 群で CO

群と比べて有意に低下した。副睾丸周辺脂肪組織重量は，たんぱく質の因子に

おいて有意差が見られ，CO 群と比べ WPH 群で有意に低くなった。腸間膜脂肪

組織重量は，たんぱく質の因子において有意差が認められ，CO 群と比べ WPH
群，AA 群で有意に低下した。後腹壁脂肪組織重量については交互作用，たんぱ

く質の因子，カルシウムの因子にて有意差は見られず，各群間で有意差は見ら

れなかった。 
 
3-1-4 血清生化学値ならびにインスリン，レプチン濃度 
 血清生化学値ならびにインスリン，レプチン濃度の結果を Table3-1-3 に示し

た。 
 血清トリグリセリド濃度は，たんぱく質の因子で有意差があり，WPH 群が

CO 群に比べ有意に増加した。血清コレステロール濃度，血清遊離脂肪酸濃度は，

各群間で有意差は見られず，交互作用も認められなかった。血清レプチン濃度
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については，交互作用は認められなかったが，WPH 群，AA 群で CO 群と比べ

て有意に低かった。血清インスリン濃度は，各群間に有意差は見られず，交互

作用も認められなかった。 
 
3-1-5 肝臓脂質蓄積量 
 肝臓脂質蓄積量の結果を Table3-1-4 に示した。 
肝臓トリグリセリド蓄積量(mg/liver)は，たんぱく質の因子において有意差が

認められ，CO 群と比べて WPH 群で有意に低下した。コレステロール蓄積量

(mg/liver)もたんぱく質の因子において有意差が認められ，CO 群と比べて WPH
群，AA 群で有意に低下した。 
 
3-1-6 副睾丸周辺脂肪組織の脂肪細胞のサイズ 
 副睾丸周辺脂肪組織の脂肪サイズ(70µm 以上)の結果を Table3-1-5 に示した。 

 25~240µm 個数平均径は交互作用が有意となり，LC において CO 群と比べて

WPH 群，AA 群で有意に低い値を示した。25~240µm 体積平均径では交互作用

は認められなかったが，たんぱく質の因子において WPH 群，AA 群で低下傾向

が見られた(p=0.07)。 
70~200µm 個数平均径，70~200µm 体積平均径については各群間で有意差は

見られなかった。 
 
3-1-7 耐糖能試験 
 耐糖能試験の結果を Table3-1-6，Fig.1-2，Fig.1-3 に示した。 
 0 分値において有意差は見られなかったが，15 分値において AA 群が CO 群，

WPH 群と比べて有意に高い値を示した。その後，30 分値，60 分値で交互作用

が認められた。60 分値においては MC において，CO 群，WPH 群と比べて AA
群で有意に低下した。120 分値においてはたんぱく質の因子で有意差が認められ，

CO 群，WPH 群と比べて AA 群で有意に低下した。 
 
3-1-8 糞中脂質蓄積量 
 糞中脂質重蓄積量の結果を Table3-1-7 に示した。 
 糞中脂質排泄量は交互作用が見られ，Ca 添加量の因子でも有意差が見られ，

MC で LC よりも排泄量が増加していた。それに伴い，見かけの消化吸収率にお

いても交互作用が見られ，Ca 添加量の因子で有意差が見られ，MC で LC より

も吸収率が低下していた。 
 
3-1-9 肝臓の mRNA 発現量 



24 
 

 肝臓の mRNA 発現量の結果を Table3-1-8，Table3-1-9 に示した。 
 IL-6 の mRNA 発現量は，交互作用が認められ，MC において WPH 群， AA
群で有意に低い値を示した。NADPH オキシダーゼのサブユニットである

p40phox， p47phox ，p67phoxについて，p47phoxは交互作用が有意となり，LC に

おいて AA 群が CO 群，WPH 群と比べて有意に低値を示した。p40phox ，p67phox

について交互作用は認められなかったものの，p67phox において AA 群が CO 群

と比べて有意に低い値を示した。MCP-1 はたんぱく質の因子において有意差が

あり，CO 群と比べて WPH 群で有意に低下した。SOD については，交互作用

は認められなかったが，たんぱく質の因子において有意差があり，CO 群と比べ

て WPH 群，AA 群で有意に低下した。 
 転写因子である SREBP-1c 発現量は，交互作用が有意となり，MC において

AA 群が有意に低い値を示した。SREBP-2 発現量について交互作用は認められ

なかったが，CO 群に比べて WPH 群，AA 群で有意に低値を示した。PPARα

も交互作用は認められなかったが，CO 群と比べて WPH 群で，CO 群，WPH
群と比べて AA 群で有意に低値を示した。DGAT2 については，交互作用は認め

られなかったがたんぱく質の因子で有意差が見られ，AA 群で CO 群と比べて有

意に発現量が低下した。HMG-CoA 還元酵素，脂肪酸合成酵素(FAS)は，各群間

で有意差は認められなかった。アセチル CoA カルボキシラーゼ(ACC)は，交互

作用は認められなかったが，たんぱく質の因子において WPH 群，AA 群で CO
群と比べて有意に発現が低下していた。 
 
3-1-10 肝臓の病理切片 
肝臓の病理切片を Fig.1-4，Fig.1-5 に示した。 

Fig.1-4 は各群の HE 染色の結果であり，CO 群には大滴性の脂肪滴が見られ

るが，WPH 群には見られない。また，AA 群にも脂肪滴が見られるが，CO 群

ほど大きいものは少なかった。 
 Fig.1-5 は CO 群と WPH 群の HE 染色と Oil Red O 染色の結果である。HE
染色では白い部分，オイルレッド O 染色では赤い部分が中性脂肪であるが，ど

ちらの染色方法でも WPH 群で脂肪蓄積を抑制していた。 
 
3-1-11 考察 
成長結果から，副睾丸周辺脂肪組織重量は WPH 群で有意に低くなった。ま

た，副睾丸周辺脂肪組織の脂肪細胞のサイズにおいて，WPH 群は CO 群と比べ

てサイズが小さくなっていた。そのために，脂肪組織重量の低下が起こったと

考えられる。さらに，血清レプチン濃度は脂肪組織重量に反映される 22)ため，

副睾丸周辺脂肪組織重量の低下によって低くなったと考えられた。なお，脂肪
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細胞サイズの小型化を引き起こす PPARγ発現量は今回測定していないため，

今後検討する必要がある。 
Ca 摂取量と脂肪組織の関係は，今までいくつかの論文で発表されている。

Zemel ら 23)は 0.4%Ca 飼料を用いた実験において，副甲状腺ホルモン(PTH)の
分泌が促進し，1α，25(OH)2-D3の合成が促進されることで Ca が脂肪細胞内に

流入するため脂肪の合成が促進されるメカニズムを提唱した。本実験で設定し

た Ca 濃度はどちらも低 Ca であったが，WPH のアミノ酸組成には Ca 吸収促

進物質であるリシンやアルギニンが多く含まれており，なおかつ吸収されやす

いペプチド態であるため終体重や脂肪組織重量に影響したと考えられた。 
糞中脂質について，0.4%Ca 添加で脂質排泄量が有意に増加していた。しかし，

過去の研究では 0.5%Ca 添加と 0.1%Ca 添加でも脂質排泄量に有意差は見られ

ず 22)，高濃度(1.2%)添加した際に脂肪酸と Ca が塩を作り体外に排出されたとい

う報告 7)がある。0.4%Ca と 0.2%Ca で脂質蓄積に差が無かったことから，この

糞中脂質排泄量の結果は脂質蓄積に影響していないと考えられる。 
血清トリグリセリド濃度は，CO群と比較してWPH群で有意に上昇していた。

Uno ら 24)は，肝臓のアミノ酸濃度が上昇するとアミノ酸シグナルおよび

mTOR/S6K が活性化されることで神経シグナルを介して LPL の発現が低下し，

血中トリグリセリド濃度が上昇することを報告している。そのため，吸収性の

高い WPH 群で血清トリグリセリド濃度が有意に上昇したと考えられた。 
肝臓脂質については，トリグリセリド蓄積量は WPH でのみ有意に低下した。

このことから，肝臓脂質の低下作用は WPH 特異的な作用であると考えられる。

また，Ca の因子において有意差は見られなかったため，肝臓脂質蓄積抑制作用

は Ca 添加量に依存しないことが示唆された。小林ら 25)は，ラットに WPH を

20%含有させた食餌を 2 週間与えたところ，血清および肝臓のトリグリセリド

濃度の低下，肝臓コレステロール濃度の低下を確認し，またそれらの作用は脂

肪合成に関与する酵素の活性低下によるものであったと報告している。また，

Shertzer 26)らは，高脂肪食を給餌したマウスにおいて乳清たんぱく質分離物を

混ぜた水を 21 週間投与すると，肝臓の脂肪滴数および非極性脂質の沈着が有意

に少なくなったと報告している。本実験での組織染色でも WPH 群で脂肪滴の

沈着が CO 群と比べて減少していたことから，乳清たんぱく質およびホエイペ

プチドには肝臓脂質蓄積抑制作用があることが示された。 

炎症マーカーについて，WPH は MCP-1 の発現を抑制していた。MCP-1 は，

脂質蓄積によって産生される活性酸素によって増加する 27)。このことから，

WPH は脂質の合成を抑制することで蓄積を抑え，脂質蓄積による活性酸素を低

下させることで MCP-1 の発現を抑制することが考えられた。 
今回，SREBP-1c および脂肪合成に関わる DGAT2 発現量は，AA 群で有意

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shertzer%20HG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21310864
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に低い値を示した。PPARαおよびコレステロール合成に関わる SREBP-2 発現

量は CO 群と比べて WPH，AA 群間で有意に低値を示した。AA 群においても

CO 群と比べて脂質合成に関与する遺伝子の mRNA 発現に有意差は見られたが，

肝臓トリグリセリド蓄積量に有意差が見られなかったことから，SREBP-1c や
DGAT2 の発現を介したものではないと考えられた。脂肪酸の合成を促進する

SREBP-1c は，インスリン-aPKC によって活性化され，脂肪酸合成やコレステ

ロール合成を制御する 28)。Eller 29)らは，ラットにおいてカゼイン食と比べてホ

エイ食においてインスリン濃度に有意差はなかったが，肝臓 SREBP-1c 発現が

有意に低下したと報告している。今回の実験では，Eller らと同じく血清インス

リン濃度に有意差は見られなかったため，インスリン調節は関与しない他のメ

カニズムが肝臓脂質の蓄積に影響を与えていると考えられる。 
肝臓において，炎症に関連する IL-6 および NADPH オキシダーゼのサブユニ

ットである p40phox，p47phox，p67phoxは AA 群のみで CO 群と比べて有意に低下

した。組織や細胞内に脂質が蓄積すると活性酸素による酸化ストレスが産生さ

れ，MCP-1 や TNF-αの増加や NADPH オキシダーゼの活性化が誘導される。

その結果，マクロファージの誘導や，活性酸素がさらに増加することで炎症が

促進する。Iwasa ら 30)は，四塩化炭素によって肝線維症にさせた Wistar 系雄ラ

ットにおいて 10mg/kg/体重の BCAA を 16 週間投与したところ，アラキドン酸

やリノール酸の過酸化代謝物であり細胞障害性の高い 4-HNE の減少，DNA 損

傷の酸化ストレスマーカーである 8-OHdG の減少， ROS 防御システムのたんぱ

く質である SOD が増加したと報告している。しかし，今回の実験では SOD の

mRNA 発現量の増加は認められず，この報告と一致しなかった。アミノ酸はミ

トコンドリアに直接入り込むため 31)，AA 群のアミノ酸はミトコンドリアに流入

し，NADPH オキシダーゼのサブユニットの発現を低下させることで活性酸素

の産生を抑制し，炎症の惹起を抑制している可能性が考えられた。しかし，Olha 
ら 32)らは，高濃度の BCAA は NADPH オキシダーゼを活性化すると報告してい

る。そのため，これらの作用には抗酸化作用の強いシステインが関与している

ことが考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eller%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19779477
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584917300096
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584917300096
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Fig.1-1  人工消化試験 
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Fig.1-4 肝臓組織の HE 染色 

CO 群 

WPH 群 

AA 群 
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Fig.1-5 肝臓組織の HE 染色と Oil Red O 染色での比較 
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Exp.2 ラットにおけるアミノ酸吸収実験 

 
3-2-1 成長結果および臓器重量 
  ラットの成長結果を Table3-2-1 に示した。 
 最終体重については，AA 群で CO 群より有意に低下した。初体重，1 日当た

りの飼料摂取量は，各群間で有意差は見られなかった。 
 肝臓総重量については，WPH 群，AA 群で CO 群と比べて有意に低下してい

た。 
 
3-2-2 血清生化学値 
 ラットの血清生化学値の結果を Table3-2-2 に示した。 
 血清脂質について，血清コレステロール濃度は AA 群で CO 群より有意に低

下した。血清遊離脂肪酸濃度，血清トリグリセリド濃度は，各群間に有意差は

見られなかった。 
 
3-2-3 門脈中アミノ酸濃度 
 ラットの門脈中アミノ酸濃度の結果を Table3-2-3 に示した。 
 総遊離アミノ酸濃度は CO 群，WPH 群と比べて AA 群で有意に高値を示した。

また，ロイシン濃度は WPH 群と比べ AA 群で有意に高値を示した。門脈中ペプ

チド濃度は各群間に有意差は見られなかった。 
 
3-2-4 考察 
 最終体重について，1 日あたりの食餌摂取量に差はなかったが AA 群で CO 群

と比べて有意に低下した。また，肝臓重量は CO 群と比べて WPH 群および AA
群で有意に低下し，血清コレステロール濃度も AA 群で CO 群と比べて有意に

低い値を示していた。 
門脈中のアミノ酸濃度は，総遊離アミノ酸は AA 群で CO 群，WPH 群と比べ

て有意に高値を示していた。ペプチドとアミノ酸はそれぞれ異なる経路を介し

て門脈を通り，肝臓に到達する。ペプチドは小腸から直接吸収された後，その

まま吸収されて標的器官に流入することが知られている 33)。WPH の主体であ

るジペプチド，トリペプチドは小腸や腎臓に存在し，H+勾配を駆動力とするペ

プチドトランスポーター1(PEPT1)を介して吸収され，小腸でアミノ酸に分解後

門脈を通って肝臓に輸送される。そして，一部はペプチド態のまま臓器に達す

ることも報告されている。一方，アミノ酸は小腸に存在し Na+を駆動力とする

アミノ酸トランスポーターによって吸収されるため，この吸収速度の違いが肝
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臓の脂質代謝に影響していることも考えられた。そのため，門脈中のペプチド

濃度を測定した結果，各群間で有意差は見られなかった。H+勾配を利用してい

る PEPT1 の方がアミノ酸トランスポーターに比べて吸収速度が速く，ペプチド

はアミノ酸の約 2 倍の速さで吸収される。Rubio ら 34)はカゼインおよびラクト

アルブミンをラットに投与し，給餌後経時的に門脈のアミノ酸濃度を測定した

結果，全ての時点でラクトアルブミン食がカゼイン食と比べてアルギニン，ロ

イシン，トリプトファン，リジンおよびメチオニンの遊離アミノ酸濃度が有意

に高かったと報告している。また，カゼインとカゼインの加水分解物をラット

に投与し経時的に比較したところ，分岐鎖アミノ酸であるバリンは全てのポイ

ントで有意にカゼイン群の方が高く，ロイシンは 60 分値，105 分値でカゼイン

加水分解物群が有意に高かったことを報告し 35)，カゼインとカゼイン加水分解

物の小腸での吸収経路の違いを示唆している。このことから，測定時にはペプ

チドは吸収済みであり，結果 AA 群の遊離アミノ酸濃度が高く，血中ペプチド

濃度に有意差が見られなかった可能性がある。そのため，WPH 群と AA 群の作

用の違いは小腸での吸収速度が最も要因として考えられた。本実験では 1 時点

のみでの測定であったため，具体的な吸収速度の差を検討するため，今後，飼

料を摂取させてから経時的に門脈血を採取し，遊離アミノ酸濃度およびペプチ

ド濃度を分析する必要がある。 
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Exp.3 ペプチドとアミノ酸における肝臓脂質蓄積比較実験 

3-3-1 成長結果 
 マウスの成長結果を Table3-3-1 に示した。 

飼料摂取量，飼料効率，初体重，終体重，体重増加量に有意差は見られなか

った。 
 
3-3-2 臓器重量 
 マウスの臓器重量の結果を Table3-3-2 に示した。 
 肝臓重量，腹腔内脂肪組織重量(後腹壁脂肪組織重量，腸間膜脂肪組織重量，

腸間膜脂肪組織重量)において各群間で有意差は見られなかった。 
 
3-3-3 血清生化学値ならびにインスリン濃度 
 血清生化学値ならびにインスリン濃度の結果を Table3-3-3 に示した。 
 血清トリグリセリド濃度は WPH 群で CO 群と比べて有意に高値であったが，

CO 群と LV 群間では有意差は見られなかった。血清コレステロール濃度，血清

遊離脂肪酸濃度において，各群間で有意差は見られなかった。血清インスリン

濃度においても各群間で有意差は見られなかった。 
 
3-3-4 肝臓脂質蓄積量 
 肝臓脂質蓄積量の結果を Table3-3-4 に示した。 
 肝臓トリグリセリド蓄積量(mg/liver)およびトリグリセリド濃度(mg/g liver)
は CO 群と比べて WPH 群および LV 群で有意に低下した。肝臓コレステロール

蓄積量(mg/liver) およびコレステロール濃度(mg/g liver)は各群間で有意差は見

られなかった。 
 
3-3-5 耐糖能試験 
 耐糖能試験の結果を Table3-3-5，Fig.3-1 に示した。 
 0 分，15 分，30 分，60 分，120 分値は各群間に有意差は見られなかった。

AUC についても各群間に有意差は見られなかった。 
 
3-3-6 肝臓の mRNA 発現量 
 肝臓の mRNA 発現量の結果を Table3-3-7 に示した。 
 CO 群と LV 群，CO 群と WPH 群を比較すると，炎症マーカーである TNF-
α，NADPH オキシダーゼのサブユニットである p40phox， p47phox ，p67phox，

MCP-1，脂質代謝に関連するSREBP-1c，SREBP-2，HMG-CoA還元酵素，FAS，
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DGAT2，ACC，SCD1，mtGPAD，β酸化に関係する PPARα，ACOX，につ

いて各群間に有意差は見られなかった。F4/80 発現量は CO 群と比べて WPH 群

で有意に低下した。 
 
3-3-5 肝臓中酵素の比活性の測定 
 肝臓中酵素の比活性の測定結果を Table3-3-7 に示す。 
 FAS の比活性について，有意な差は見られなかった。ACOX の発現について

は，CO 群と比べて WPH 群，LV 群で有意に高い値を示した。 
 
3-3-6 考察 
 最終体重や腹腔内脂肪組織重量に有意差はなかったが，血清トリグリセリド

濃度が WPH 群で有意に増加したのは，Exp.1 と同じく肝臓にアミノ酸が流入し

たことによる，神経シグナルを介したLPL発現抑制によるものだと思われた 24)。

WPH 群でより高値であったのは，ペプチド態で速やかに吸収されるため，肝臓

へのアミノ酸流入が速かったからだと考えられる。 
肝臓脂質については，肝臓重量に有意差はなかったが，肝臓 TG 蓄積量は CO

群と比べ WPH 群，および LV 群で有意に蓄積が抑制された。WPH 群は Exp.1
でも蓄積抑制作用が見られたため，再現性のある効果と言える。また，Exp.1
でのアミノ酸混合物の場合において有意差はなかったが，バリン，ロイシンを

強化することで肝臓の脂質の蓄積抑制作用を示す可能性が考えられた。肝臓脂

質の蓄積抑制作用は様々な乳製品中の成分において報告されている。 
Schneeman36)らは全乳粉末と脱脂粉乳と比べると全乳粉末は肝臓コレステロー

ルとトリグリセリドの蓄積を抑制したと報告し，Morishita ら 37)はマウスにお

いて牛由来ラクトフェリンを 4 週間投与したところ，腸間膜脂肪組織重量と肝

臓トリグリセリド蓄積量が有意に低下したと報告した。乳清たんぱく質中に多

く含まれている BCAA に関しても，多数論文が発表されている 18)19)。 
さらに，肝臓の mRNA 発現量を測定した結果，脂質合成系および脂質分解系

の遺伝子発現も有意差は見られなかった。このことから，肝臓脂質蓄積は酵素

の発現量ではない可能性が考えられた。そこで，酵素活性を測定したところ，

FAS について有意差は見られなかったが，ACOX は CO 群と比べて LV 群で有

意に高値であった。ACOX は分解系の脂質代謝に関わっており，特にβ酸化に

影響を与える。β酸化とは，脂肪酸を酸化して脂肪酸アシル CoA を生成し，さ

らにそこからアセチル CoA を取り出す代謝経路であり，ミトコンドリアと細胞

小器官のペルオキシソームで行われる。ACOX はペルオキシソームでのβ酸化

に関与しており，ペルオキシソームでのβ酸化は長鎖脂肪酸を短くし，ミトコ

ンドリア内でのβ酸化で分解しやすくする役割を担っている。高脂肪食を摂取

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schneeman%20BO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2754512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morishita%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391533
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E9%85%B8%E5%8C%96
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%A2%E3%82%B7%E3%83%ABCoA
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%A2%E3%82%BB%E3%83%81%E3%83%ABCoA
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E4%BB%A3%E8%AC%9D%E7%B5%8C%E8%B7%AF
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させると脂質が蓄積するが，ロイシンおよびバリンの強化によって酵素活性が

高まり，β酸化を活性化することで，肝臓の脂質蓄積を抑制する可能性が示さ

れた。また，WPH 群も CO 群と比べて ACOX 活性が有意に高値であった。WPH
の分岐鎖アミノ酸量は LV 群よりも少ないものの，LV 群と同じ結果が見られた

ことから，WPH の吸収速度の速さが，より少ないアミノ酸量でも効果を示した

可能性が考えられる。今後，WPH 群と LV 群の具体的な吸収速度の差の確認，

および呼吸商を測定し，どの程度β酸化が活性化されるか確認する必要がある。 
炎症マーカーの発現については，LV 群は CO 群と比べて各項目で有意差は見

られなかったが，WPH 群は F4/80 において CO 群と比べて有意に低下した。

F4/80 はマクロファージに関連する遺伝子であり，脂質が蓄積すると活性酸素に

よって MCP-1 の増加し，それに伴いマクロファージが誘導されるため F4/80 発

現が増加する。今回の実験では，WPH は高脂肪食による脂質蓄積に対しβ酸化

を活性化させることで分解系を促進することで抑制し，その結果マクロファー

ジの誘導を抑えたため F4/80 の発現を抑制したことが考えられた。 
また，高脂肪食を摂取させることにより腸内環境が悪化し，リポ多糖類(LPS)

が生産され，LPS が門脈を介して脂質が蓄積された状態の肝臓に到達すると，

炎症が惹起されることがある 38)。Tsutsumi ら 39)は，WPH ベースの食餌をマウ

スに摂取させると，システインの抗炎症作用により LPS 誘導性の体重減少，お

よび大腸と肝臓の損傷を抑制し，大腸内を保護する腸内細菌を増加させたと報

告している。しかし本実験では，大腸内の分析は行っていないため，WPH が及

ぼす腸内環境，および LPS 誘導性による肝臓の炎症と WPH については不明で

ある。 
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第 4 章 総合考察 
 
 Exp.1 では，耐糖能や肝臓脂質蓄積におよぼす WPH とアミノ酸，および Ca
量の影響について検討を行った。Exp.2 ではラットを使用し，門脈のアミノ酸濃

度を測定することで小腸からの吸収量の検討を行う実験，さらに Exp.3 では門

脈から多く検出されたアミノ酸を使用し，アミノ酸量を強化することで WPH
と同じ効果が得られるかどうか，肝臓脂質蓄積および炎症の評価，脂質代謝関

連酵素の酵素活性の測定を行った。 
Exp.1 および Exp.3 において WPH で肝臓トリグリセリド蓄積の抑制作用が

見られた。また，Exp.1 ではアミノ酸添加群で肝臓脂質蓄積は低下しなかったが

Exp.3 においてロイシンとバリンを強化した群では有意に低下していたことか

ら，Exp.1 でのアミノ酸量ではトリグリセリドの蓄積抑制作用は弱かったこと，

アミノ酸での肝臓脂質蓄積抑制には BCAA の量が関連していることが示された。

さらに Ca の添加量の因子において有意な差は見られなかったため，肝臓脂質の

蓄積抑制作用は，アミノ酸が同組成の場合は WPH で顕著にみられる作用であ

り，Ca 添加量に影響されないことが示唆された。 
肝臓の mRNA 発現量を測定すると，Exp.1 では ACC が WPH を添加(10%)

することで有意に発現が低くなっていた。炎症マーカーは WPH 群で MCP-1 の

発現が抑制された。糖質が分解されて生成されるグルコースは最終的にオキサ

ロ酢酸とアセチル CoA に代謝され，このアセチル CoA は ACC によってマロニ

ル CoA になり，FAS によってマロニル CoA を原料として脂肪酸炭素鎖の伸長

を行う。また，脂質蓄積によって生じる活性酸素によって MCP-1 の発現が増加

する 27)が，WPH は脂質合成，蓄積を抑制することで活性酸素の産生を低下さ

せ，MCP-1 発現を低下させたことが考えられた。したがって，高ショ糖食を摂

取させた場合，WPH は脂肪合成系酵素の mRNA 発現を抑制することで肝臓の

脂質蓄積を抑制し，それにより MCP-1 発現を抑制することで炎症を抑制する可

能性が示された。また，ACC はインスリン分泌に影響されることが知られてい

るが，インスリン濃度に有意差は見られなかったことから，これらの酵素の発

現抑制にはインスリン分泌の調節を介していないことが明らかとなった。 
アミノ酸添加群は肝臓トリグリセリド蓄積に有意差は見られなかったが，

NADPH オキシダーゼサブユニットの発現を抑制した。WPH と同じアミノ酸組

成であるため，BCAA や抗酸化アミノ酸のシステインが多く含まれている。ま

た，アミノ酸はミトコンドリアに直接流入する。そのため，アミノ酸は脂質蓄

積には影響しないが，ミトコンドリアに直接流入し，NADPH オキシダーゼサ

ブユニット発現を抑制することで活性酸素の産生を低下させ，炎症を抑制する
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ことが考えられた。また，炎症マーカーの発現に関して，Olha ら 31)が，高濃

度の BCAA は NADPH オキシダーゼを活性化すると報告していることから，ロ

イシンおよびバリンを強化した Exp.3 では CO 群と比べて NADPH オキシダー

ゼサブユニットに差が無かったと考えられ，Exp.1 での炎症抑制作用はシステイ

ンによるものである可能性が考えられた。 
一方，Exp.3 では肝臓の脂質合成系，および脂質分解系の mRNA 発現に有意

差はなかったものの，ACOX の酵素活性がロイシン，バリン強化群(LV 群)で有

意に高くなった。肝臓ではβ酸化が行われており，PPARαに制御される ACOX
はペルオキシソームでのβ酸化に関わっている。ミトコンドリアでのβ酸化に

関わる mtGPAD の遺伝子発現は有意な差は見られなかったことから，細胞内ペ

ルオキシソームでのβ酸化が活性化していることが考えられた。このことから，

ロイシンおよびバリンといったBCAAはACOXの発現量に変化は起こさないが，

酵素そのものの活性を高めることでβ酸化を活性化させ，脂質の蓄積を抑制す

る可能性が示された。 
また，WPH 群は LV 群よりも BCAA 量が少ないにも関わらず，ACOX の活

性が高くなっていた。WPH とアミノ酸は，それぞれ小腸に存在する吸収経路が

異なるため，門脈のアミノ酸組成の検討を Exp.2 で行った。その結果，遊離ア

ミノ酸濃度は WPH 添加群よりもアミノ酸添加群で有意に高く，ロイシンの濃

度もアミノ酸群で有意に高値を示した。一方，門脈中ペプチド濃度は各群間で

有意差が見られなかった。このことから，WPH はアミノ酸よりも早く吸収され

る可能性が示された。WPH はジ・トリペプチドが主体であり，H+駆動型トラ

ンスポーターである PEPT1 から吸収される。一方，アミノ酸は Na+駆動型トラ

ンスポーターであるアミノ酸トランスポーターから吸収される。Exp.3 の WPH
群と LV 群にはペプチドの含有量に違いがあり，ペプチドは吸収された後標的器

官に直接流入することが報告されている 33)ため，アミノ酸に分解されなかった

一部のペプチドにより，LV 群よりも少ない BCAA 量でも肝臓への流入がより

速かったため同じような効果が見られたと考えられた。あるいは，遊離アミノ

酸濃度の差から，アミノ酸流入量の違いによるアミノ酸シグナルの差も要因と

して考えられる。 
Exp.3 の炎症マーカーの発現を測定すると，マクロファージの指標である

F4/80 が WPH 群で CO 群と比べて有意に低値であった。F4/80 は，脂質が蓄積

することで生じる活性酸素によって MCP-1 が増加すると，マクロファージが誘

導されることで増加する。WPH はβ酸化を活性化させ脂質蓄積を抑制したこと

から活性酸素の産生を抑え，F4/80 も抑制したと考えられた。LV 群も同じメカ

ニズムで脂質蓄積をしているにも関わらず F4/80 に変化が見られなかったこと

から，吸収速度または抗酸化作用を有するペプチドの配列が関わっている可能

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584917300096
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性がある。また，活性酸素の産生を抑制していることを確認するため，今後酸

化ストレスマーカーを測定する必要がある。 
以上の結果から，WPH は Ca 添加量およびインスリン濃度に依存せず，肝臓

トリグリセリド蓄積を抑制する可能性が示唆された。さらに，そのメカニズム

として，高ショ糖食を摂取させた場合は ACC 発現を抑制することによる脂質合

成系の抑制，高脂肪食を摂取させた場合はペルオキシソームでのβ酸化に関わ

る ACOX の活性化によるものであることが示された。また，WPH は，高ショ

糖食においては脂質合成抑制による MCP-1 発現抑制，高脂肪食においては脂質

分解を促進することで蓄積を抑制し，その結果 F4/80 の発現を抑制することで

炎症を抑制することが示された。これらの要因として，過去の報告からアミノ

酸配列に含まれる BCAA17)や，アミノ酸流入量の違いによるアミノ酸シグナル

の差が関連していると考えられる。 
アミノ酸に関しては，Exp.3にてWPH中に多く含まれているBCAAのうち，

バリンおよびロイシンを強化した食餌を摂取させると，強化させなかった Exp.1
では見られなかった肝臓トリグリセリド量の有意な低下が認められ，さらに

ACOX の活性化が見られた。ACOX の活性化機構は不明であるが，これらの結

果から，バリンおよびロイシンの添加量を増やすことにより ACOX の酵素活性

を高めβ酸化を活性化させることで，肝臓脂質蓄積低下作用が見られる可能性

が示された。また，Exp.1 にて NADPH オキシダーゼのサブユニットの発現の

抑制は抗酸化アミノ酸であるシステインが要因である可能性が考えられた。

WPH とは異なる結果が得られたことから，それぞれ異なるメカニズムで肝臓の

炎症の惹起を抑制していることが示された。 
今回の研究では，WPH およびアミノ酸を添加することで血清トリグリセリド

濃度が有意に増加した。これは，肝臓のアミノ酸濃度が上昇すると mTOR が活

性化されることで，神経シグナルを介してLPLの発現が低下するためである 24)。

そのため，今後は血清中の脂質のプロフィールを解析する必要がある。飼料に

関しては，WPH の添加量を 10%に設定したため，今後は WPH の添加量を 10%
以上にした場合どのような作用が見られるか，用量反応性が見られるか検討す

る必要がある。また，今回コントロールとして使用したカゼインも WPH と同

じく乳由来であるため，カゼインをコントロールとしない場合の検討も必要で

ある。ペプチドについては，WPH のアミノ酸組成特有のペプチドについては，

WPH 中の特定のアミノ酸配列が肝臓脂質蓄積抑制作用や抗炎症作用を示して

いる可能性もあるため，今後さらなる調査が必要である。 
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