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第 1章：序論・研究背景 

 メタボリックシンドロームは内臓脂肪型肥満に加え、高血圧、高血糖（インスリン抵抗性）、

脂質異常症などの症状が 2つ以上軽度でも重複する状態を示す疾患で、冠動脈性疾患や 2型

糖尿病等の病気を引き起こすリスク要因である(1)。そのメカニズムについては色々な因子

が関与しているが、上記に述べた症状が密接に関連している事が示唆されている(2)。令和

元年の国民健康・栄養調査によるとメタボリックシンドロームが強く疑われるもの、あるい

は予備群と考えられるものの割合は男性では 55%、女性では 17%であり(3)、日本人はメタボ

リックシンドロームになると欧米人、米国人よりも遺伝的な特徴により悪影響を及ぼすこ

とが報告されている。 

近年様々な疫学研究やメタアナリシスにより、食事とメタボリックシンドロームの関係

が明らかにされている(4–6)。タンパク質、脂質、炭水化物の構成が偏った栄養バランスの

悪い食事や過剰なエネルギー摂取は、肥満、高血圧、高血糖、インスリン抵抗性を引き起こ

し、世界的に深刻化している。これらの疾患は、2型糖尿病、冠状動脈性心臓病、心血管疾

患を促進するメタボリックシンドロームの発症と関連している。食生活を改善することは、

このような障害を回避する手段の 1 つである。例えば食物繊維の摂取量とメタボリックシ

ンドロームとの関係は注目を集めている。主に全粒粉シリアル、豆類、新鮮な果物、野菜に

含まれる食物繊維の摂取が脂質および糖代謝に影響を及ぼすことがいくつかの研究で示さ

れている(7,8)。185 のコホート研究と 58 の臨床試験の結果をまとめたメタアナリシスで

は、食物繊維の摂取量が多い人ほど、肥満、2 型糖尿病、大腸がんに対する予防効果が高ま

ると報告されている(7)。別の研究では、全粒粉の摂取量の増加がメタボリックシンドロー

ムのリスク低減と関連することが示された(8)。さらに 1994年から 2005 年にかけて実施さ

れたコホート研究では、野菜や果物由来の食物繊維ではなく、穀物由来の食物繊維の摂取が

糖尿病のリスクを低減する事が報告されている(9)。これらの研究は、食物繊維の摂取がメ

タボリックシンドロームの発症を予防することができる事を示唆している。 

大麦は、食物繊維が豊富に含まれている穀物であり、水溶性食物繊維と不溶性食物繊維を

バランス良く含んでいる事が大きな特徴である。特に主な水溶性食物繊維源である「β-グ

ルカン」はその生理的作用が着目されており、いくつかの研究で、大麦の摂取により血中脂

質パラメータや耐糖能が改善されることが報告されている(10–13)。海外では 2010 年代よ

りβ-グルカンを用いた食品について健康強調表示が認められている。日本においても機能

性表示食品制度について、食後血糖値の上昇抑制作用、コレステロール値の低下作用、腸内

環境の改善作用を謳う複数の商品が事業者の責任における科学的根拠（システマティック

レビュー）を用いて表示されている。 

一般にこれらの効果は、β-グルカンが消化管内で粘度が上昇することで、栄養吸収速度

が低下する作用や、糞中への脂質排泄が亢進するためと考えられている(11)。この粘性の上

昇は食後のグルコース上昇やインスリンの過剰分泌を抑制する。著者が所属する研究室の
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過去の研究でも、大麦β-グルカン抽出物の摂取によって耐糖能異常改善や肝臓内脂肪蓄積

を抑制する事が確認されている(14)。またこれらの効果は高粘性の水溶性食物繊維に多く

見られる特徴であり、粘性の殆ど無い不溶性食物繊維は食後血糖値やインスリン濃度に無

関係であることも示唆されている。実際に粘性のない穀物のシリアルを対照群として、粘性

のある穀物のシリアルを介入群とした臨床試験をまとめたメタアナリシス分析では、粘性

のある食物繊維は、LDLコレステロール濃度および脂質代謝マーカーを減少させることが報

告された(15)。 

近年では腸内細菌によるβ-グルカンの発酵とそれに伴う代謝産物の増加によって耐糖

能や脂質代謝に影響を与える可能性が示唆されている(12,13)。大麦に含まれるβ-グルカ

ンは、腸内細菌叢によって発酵を受ける多糖類であり(16)、酢酸、プロピオン酸、酪酸など

の短鎖脂肪酸（SCFAs）が生成される(17)。SCFAsは宿主のエネルギー源となるとともに、G

タンパク質共役型受容体（GPCR）の一種である脂肪酸受容体を活性化する(18)。脂肪酸の

GPCR は炭素鎖の長さによって活性化する受容体が異なり、SCFAs は Gpr41 や Gpr43 によっ

て認識される。その中でも Gpr43 は腸管 L 細胞や白色脂肪組織で発現しており(19)、腸内

で認識されるとグルカゴン様ペプチド（GLP-1）の分泌を増加させ、インスリン抵抗性や耐

糖能の改善をもたらす(20)。これらの結果から、大麦摂取により促進される腸内発酵による

SCFAsの増加が、Gpr43シグナルを介して耐糖能の改善をもたらすと予想されている。著者

が所属する研究室では、過去にβ-グルカンを多く含む大麦を与えたマウスが、L 細胞数の

増加および GLP-1 の分泌促進を介して耐糖能の改善を示したことを報告した(21)。さらに

大麦粉を与えたマウスでは、SCFAsが GLP-1などの腸管ホルモンの分泌を促進することによ

り、インスリン感受性が改善されることも報告されている(22)。しかし、いずれの研究も

SCFAs受容体を介した作用については検討していないことから、大麦の摂取による SCFAsの

増加を介した代謝への影響は不明なままである。 

一方で、β-グルカンはその粘性により他の栄養素や胆汁酸（BA）などを消化管下部へ移

送するが、小腸下部で吸収されなかった一部の BAは腸内細菌によって代謝され、二次 BAと

なる。BA は肝臓において一次 BA(コール酸など)が合成され、回腸から 95%以上が吸収され

て肝臓に戻る。この流れは腸肝循環と呼ばれている。これまでの報告から大麦β-グルカン

の摂取はこの腸肝循環による吸収を阻害して、糞中での BA排泄量を増加させる事により肝

臓で BA合成が増加し、結果としてコレステロールの低下に繋がる事が推測されている。し

かしながら著者の修士研究では糞中排泄量が増加せず、肝臓での胆汁酸合成に関わる経路

は抑制されていたにもかかわらず脂質代謝が改善していた(23)。最近の報告では腸内細菌

による BA 組成の変動が主要な胆汁酸受容体である Tgr5 に認識され、cAMP が増加して生体

内で代謝に影響することも報告されている(24)。さらに肝臓では BA の核内受容体である

Farnesoid X receptor (Fxr)が活性化することで、BA分泌の調整と、脂質代謝の調整を担

っているとの報告もある(25)。高脂肪食環境下において BA量が増加する事を考慮に入れる

と、大麦β-グルカンの摂取によって消化管に大量に脂質が流入することにより一次 BA の
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分泌が増加する事で、その一部が受容体を介して各臓器に影響を及ぼしている可能性が考

えられる。また、腸内細菌によって一次 BA は二次 BA に代謝されるが、二次 BA（デオキシ

コール酸（DCA）、リトコール酸（LCA））は Tgr5の活性能が一次 BAより高いことが報告され

ていることから(26)、盲腸以降の消化管下部では二次 BA が Tgr5 を介して各臓器に影響を

及ぼしている可能性も考えられる。しかし、大麦の摂取によって変動する BAの動態、及び

生体内でどのような作用を及ぼすかは殆ど明らかになっておらず、不明な点が多く残って

いる。 

これらの事から、本研究では大麦の摂取による SCFAs及び BAの動態変化が受容体を介し

て糖、脂質代謝に影響を及ぼすメカニズムを明らかにすることを目的とした。具体的には

SCFAsと糖代謝（耐糖能改善）の関係、BAと脂質代謝（血清コレステロール値低下）の関係

に着目し、実験動物、細胞を用いて作用機序の推定を行った。 

2章では糖代謝（耐糖能改善作用）における SCFAsの作用機序を明らかにするため、高脂

肪肥満モデルマウスと Gpr43欠損マウス、また L細胞モデルの GLUTag細胞を用いて検討を

行った。3 章では 2 章で大麦の摂取による SCFA の増加を介した Gpr43 のシグナルが耐糖能

改善作用に影響することが示されたため、この作用がβ-グルカン特異的かどうか、β-グル

カンを含まないアラビノキシラン主体の大麦粉を用いて検討を行った。4章では血糖値の上

昇抑制作用について、β-グルカンの粘性を介した作用とβ-グルカン、アラビノキシランの

腸内発酵を介した作用は影響を及ぼす時間帯が異なることが推測されたため、これらの抽

出物をマウスに単回投与させ、投与後すぐの血糖値（ファーストミール）と投与後数時間後

に標準食を摂取した場合の血糖値（セカンドミール）の影響を確認した。 

 5章・6章では脂質代謝（血清コレステロール値低下）における BAの作用機序を明らかに

することを目的とした。5 章では、2 章で使用した C57BL/6J マウスの各臓器を採取し、BF

の摂取による BAの動態を把握した。さらに血中、門脈中の代謝産物の違いをキャピラリー

電気泳動質量分析計（CE-MS）を用いたメタボローム分析にて確認した。結果として、仮説

通り、高脂肪食における大麦の摂取は BAの腸肝循環を促進させるとともに、腸管内では一

次 BAが減少し二次 BAが増加した。さらに回腸では Tgr5の発現量が増加し、肝臓では BAの

流入に伴い Fxrの発現量が増加した。これらの結果を踏まえ、6章では抗生物質を添加した

混合水をマウスに摂取させて腸内細菌の二次 BA への変換活性を落としたマウスを作成し、

通常の飲料水を摂取させた群も加えて、BA 動態の変化が脂質代謝へ及ぼす影響の詳細を確

認した。 
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第 2章： C57BL/6Jマウス、短鎖脂肪酸受容体（Gpr43）欠損マウス、

GLUTag 細胞における大麦粉の摂取による腸内発酵の増加を介した

Gpr43のシグナルが耐糖能改善に及ぼす影響 

 

第 1節：概略 

大麦β-グルカンが発酵されると、酢酸、プロピオン酸、酪酸などの SCFAsが生成される。

SCFAsは宿主のエネルギー源となるとともに、L細胞に存在する Gタンパク質共役型受容体

（GPCR）の一種である SCFAs 受容体 Gpr43 を刺激する。Gpr43 は GLP-1 の分泌を増加させ、

その結果、インスリン抵抗性や耐糖能が改善されることが分かっている。これらの結果から、

大麦摂取により促進される腸内発酵による SCFAsの増加が、Gpr43シグナルを介して耐糖能

の改善をもたらすことが期待されるが、Gpr43を介した大麦の生理作用を検討した研究報告

はない。従って、大麦摂取による腸内発酵を介した耐糖能の改善機構は不明なままである。 

よって、第 2章では、大麦摂取による空腹時および耐糖能改善効果作用が、消化管におけ

る腸内発酵と Gpr43を介したものであるかどうかを、C57BL/6Jマウス、Gpr43欠損マウス、

L 細胞モデルである GLUTag細胞を用いて検討を行った。 

 

第 2節：実験方法 

2-2-1：実験試料の調整 

 高β-グルカン含有の大麦品種「ビューファイバー」（BF）の搗精粉（歩留まり 70%）豊橋

糧食工業株式会社（日本、愛知）から購入した。大麦粉の栄養成分は Table1-1 に示した。 

 

2-2-2：実験動物 

 雄の 4 週齢の C57BL/6J マウスと Gpr43 欠損(-/-)マウスを用いた。C57BL/6J マウスは株

式会社チャールズリバーラボラトリーズジャパン（日本、横浜）より購入した。Gpr43欠損

(-/-)マウスは京都大学の木村郁夫教授より提供していただいた。 

 

2-2-3：実験飼料 

飼料は AIN-93G組成を基本とし、脂肪エネルギー比が 50%の高脂肪食となるようラードを

添加した。対照食（C）は総食物繊維量が 5%になるようセルロースを添加し、大麦群（B）は

BF を添加した。大豆油、酒石酸コリン、t-ブチルヒドロキノンは富士フィルム和光純薬株

式会社、ラードは植田製油株式会社より購入した。各実験飼料のタンパク質含量は、同等と

なるようにカゼインで調整した。実験飼料組成を Table1-2に示した。 
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2-2-4：飼育方法（動物実験） 

 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。 

 Table1-2 で示した実験飼料と水をそれぞれ 12 週間自由摂取させた。2～3 日毎に体重と

飼料摂取量を測定し、飼料摂取量は飼料を入れた給餌器と摂取後の給餌器の重量を測定し、

その差を摂取量とした。飼育最終週の 5日間は動物をステンレスメッシュの上で飼育し、糞

を採取した。糞は表面を洗浄後、凍結乾燥、粉砕して分析用の試料とした。 

 

2-2-5：耐糖能試験 

 耐糖能試験は飼育 11週目に朝 9時より 6時間の絶食後、20%グルコース溶液を、1.5g/kg 

体重に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。空腹時

血糖値（T0）と血清インスリン値から HOMA-IR を算出した（HOMA IR＝（血清インスリン

（ng/ml）×26）×（空腹時血糖値（T0）（mmol/L）／22.5）。さらに各時点（T15、T30、T60、

T120）で得られた血糖値から空腹時血糖値（T0）を引いた値を用いて、血中濃度時間曲線下

面積（AUC）を算出した。T15 から T60 までに得られた血糖値の直線に近い値を用いて、先

行研究(27)に基づきグルコース消失率（K値）を求めた。 

 

2-2-6：動物解剖とサンプル採取 

解剖当日は 8 時間マウスを絶食させ、イソフルラン麻酔下で開腹し、心臓、門脈より採

血、肝臓、盲腸、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℃で遠心分離して血清を採取し-80℃で

保存した。肝臓、盲腸はチャック付きビニール袋に入れ、-30℃で保存した。 

また遺伝子抽出用に回腸、肝臓を切り出し、1mlの RNA Stabilization Reagent（Qiagen, 

Hilden、ドイツ）を添加し-30℃で保存した。また、本実験において,使用された動物プロト

コルは大妻女子大学の動物研究委員会によって承認され、規則に従い実施した。 

 

2-2-7：短鎖脂肪酸分析 

盲腸・回腸内容物、血清、糞便、門脈中の SCFAs濃度は、先行研究(28)に従ってガスクロ

マトグラフ質量分析計（5977A MSD搭載 7890B GCシステム；Agilent））システムを用いて

分析した。各マウスのサンプルは、抽出液（HCl、ジエチルエーテル、内部標準（クロトン

酸））中で 5mmステンレスビーズ（AS ONE株式会社、大阪、日本）を用いて TissueLyser II

（Qiagen、Hilden、ドイツ）を使用してホモジナイズした。その後、遠心分離した上清を N-

tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamide と混合し、誘導体化した。サンプ

ル上清を 7890B GC システムで分析した。各 SCFA のイオン質量は、選択イオンモードで測

定した。オーブンを 60℃で 3分間維持し、5℃/分の速度で 120℃まで昇温し、その後 20℃/
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分の速度で 300℃まで昇温し、最終的に 300℃で 2分間維持した。前記入口、電子衝撃イオ

ン源、トランスファーラインの温度はそれぞれ 250 ℃、230 ℃、260 ℃とした。SCFAsの濃

度は，内部標準物質のピーク面積と比較することで算出した。 

 

2-2-8：GLUTag細胞の培養 

マウス大腸由来株である腸管分泌細胞モデルの GLUTag 細胞をトロント大 Daniel J. 

Drucker教授の許可を得て、北海道大学比良徹教授より提供していただいた。細胞は 10% FBS

と 1% penicillin/streptomycin を添加した DMEM (4500 mg/L glucose, L-glutamine, and 

sodium pyruvate,) 中、37℃、5% CO2で培養した。実験に使用する細胞は、Matrigel 24-

well (Corning Inc., Corning, NY, USA)にプレーティングした。 

 

2-2-9：生化学分析 

マウスの血清および門脈中のインスリンおよび総 GLP-1 の濃度は、それぞれマウスイン

スリン ELISAキット（柴柳株式会社、日本、群馬）および GLP-1 ELISAキット（富士フィル

ム和光純薬株式会社、日本、東京）を用いて酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）により測定

した。GLUTag細胞の総 GLP-1含量は、以下のように測定した。1.25×105個の細胞を用いて

24 ウェルプレートに播種した。3 日間培養した後、細胞を PBS で洗浄し、990μL のクレブ

スリンガー溶液（KRBH）（135 mM NaCl, 3.6 mM KCl, 0.5 mM NaH2PO4, 2. 0 mM CaCl2 -2H2O, 

0.5 mM MgSO4, 10 mM HEPES, 2.0 mM NaHCO3）にマウス盲腸内容物の上清 10μL（100 mg盲

腸内容物に対して 2.5 mlの滅菌水で遠心分離した）を添加した。上清を回収し、製造元の

プロトコルに従い、ELISA法により総 GLP-1含量を定量した。 

 

2-2-10：siRNAトランスフェクション 

Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) を用いて、24ウェル中の

GLUTag 細胞にネガティブコントロール siRNA または Gpr43 siRNA (Mm_Gpr43_5, Qiagen) 

をトランスフェクトした。ノックダウンの効率は、Gpr43の mRNA発現量によって確認した。

総 GLP-1、mRNA 発現量、Ca2+イメージングの測定は、トランスフェクション後 24 時間から

48 時間の間に実施した。 

 

2-2-11：Ca2+イメージング 

細胞内 Ca2+濃度は，Fluo-4（富士フィルム和光ケミカルズ）の蛍光強度により評価した。

蛍光画像は、Hamamatsu ORCA-ERデジタルカメラと Olympus 40×油浸対物レンズ（UPlanFLN; 

Olympus, Tokyo, Japan）を搭載した Olympus IX81 蛍光顕微鏡を用いて取得した。GLUTag

細胞を 0.01% Pluronic入り KRBHバッファー中 5μM Fluo-4で 37℃、30分間インキュベー

トし、KRBHバッファーで 3回洗浄後、37℃上に設置した。励起光は 460-495 nm、発光は 510-

550 nmであった。実験開始60秒後に 11倍濃縮試薬（MCC）を 1/10量添加した。KCl（30mmol/L）
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は実験終了 60 秒前に添加した。KCl の最大ピーク値を 100%として相対的なΔAUC を算出し

た。解析前に HCImageソフトウェア（Hamamatsu, Japan）を用いてバックグラウンドを減算

した。 

 

2-2-12：糖代謝、L細胞分化、GLP-1分泌に関わる遺伝子の mRNA発現量(Real-time PCR) 

動物実験では、マウスの回腸と肝臓の total RNAを RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて

製造元のプロトコルに従って抽出し、その RNA から cDNA を合成した。GLUTag 細胞を 1.25

×105個の細胞を用いて 24ウェルプレートに播種した。3日間培養した後、PBSで洗浄し、

MCC に上清を 10μL 含む KRBH を 990μL 加えて 24 時間培養した。上清を回収し、製造元の

プロトコルに従って ISOGEN を用いて RNA を抽出した。 cDNA を混合し、L 細胞機能および

グルコース代謝に関するプライマー配列（Table 1-3）と PowerUp SYBR Green Master Mix

を用いて Applied Biosystems Quant3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) 

によるリアルタイム PCRにより増幅させた。mRNAの発現解析には、2-ΔΔCT法を使用した。参

照遺伝子として 36B4 を用い、算出したΔCT値を比較した。次に、各プライマーに添加した

cDNA 溶液について、HC 群と HB 群のΔCT を差としてのΔΔCT を算出した。相対発現量は、

HC 群に対する fold change で示した。 

 

2-2-13：統計解析 

 本研究におけるすべての解析は R studio ソフトウェア（ver.1.3.1093; R-Tools 

Technology Inc., Richmond Hill, ON, Canada）を用いて行った。統計データは、Mean ± 

SE（平均値±標準誤差）で示した。2章において実験群間の有意差は、値が正規分布してい

る場合は Studentの t-testによって検定した。データが正規分布でない場合は、Wilcoxon 

rank testを実施した。OGTT、および GLUTag細胞を用いた mRNA発現と Relative IAUCのデ

ータについては、2 元配置分散分析を行い、因子の主効果と因子間の交互作用を評価した。

因子間の相関解析は、Spearmanの順位相関係数を用いて評価した。p <0.05を統計的に有意

とした。 

 

第 3節：実験結果 

 

2-3-1： C57BL/6J マウスの成長結果、耐糖能試験、糖代謝に関わる肝臓の mRNA発現量 

試験期間中の実験食の摂取量は、各群のマウス間で差はなかった（Figure 1-1A、Table 1-

4）。12週目の体重および飼料効率比にも各群で有意差は認められなかった（Figure 1-1B-

C）。空腹時血糖値は HC群に比べ HB群で有意に低く（Figure 1-1D）、インスリン濃度は HC

群に比べ HB群で低い傾向にあった（p = 0.07、Figure 1-1E）。インスリン感受性指数であ

る HOMA-IRは、HC群に比べ HB群で有意に低かった（Figure1-1F）。グルコース投与後 15分、

30 分、60分、120分の血糖値は、HC群に比べ HB群で有意に低かった（Figure1-1 G）。 ま
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た、AUC も有意に低かった（Figure 1-1H）。グルコース投与後のグルコース消失率（K 値）

は、各群で有意差はなかったが、HB群で高かった（p = 0.19、Figure 1-1I）。また、T15分

におけるインスリン濃度も HC群に比べ HB群で有意に低かった（Figure 1-2）。したがって、

HB 群は高脂肪食による過剰なグルコースによる血糖値の上昇を防ぎ、インスリン感受性を

改善した。一方、肝臓の糖代謝関連遺伝子の mRNA発現量について、両群間に有意な差は認

められなかった（Figure 1-1J）。 

 

2-3-2：C57BL/6Jマウスの各臓器内での SCFAs濃度及び L細胞分化に関わる遺伝子発現

量 

C57BL/6Jマウスでは、HC群に比べ、HB群では盲腸の重量、酢酸、イソ酪酸、イソ吉草酸、

吉草酸などいくつかの SCFAs、および盲腸内の総 SCFAsが有意に増加した（Figure 1-3 A-

B）。一方、血清中の SCFAs濃度には、両群間に有意な差は認められなかった（Figure 1-4A）。

門脈中の酢酸および総 SCFAsの濃度は、HC群に比べ HB群で有意に増加した（Figure 1-4B）。

回腸における酢酸、イソ酪酸および総 SCFAsの濃度は、HC群に比べ HB群で有意に増加した

（Figure 1-5A）。また、糞便中の酢酸、酪酸、プロピオン酸、総 SCFAs の濃度は、HB群で

HC 群に比べ有意に増加した（Figure 1-5B）。また、門脈の血清中の総 GLP-1濃度は、HB群

で HC群に比べ有意に上昇した（Figure 1-3C）。次に、L細胞の分化と GLP-1分泌に関与す

る酵素の mRNA発現量を測定した。プログルカゴン（Pgcg）を GLP-1に処理する律速酵素で

ある Pc1/3の mRNA発現量は、HB群の回腸で HC 群に比べ有意に増加した（Figure 1-3D）。

さらに、Gpr43の mRNAレベルも増加する傾向にあったが（p = 0.06、Figure 1-3d）、Pgcg

には両実験群間で有意差は認められなかった（Figure 1-3d）。しかし、Pc1/3は Gpr43と正

の相関を示した（r = 0.61, p < 0.05）（Figure 1-6）。 

 

2-3-3：マウスの盲腸内容物を添加した GLUTag 細胞の GLP-1 濃度、Ca2+分泌量、L 細胞

分化に関わる遺伝子発現量 

大麦を摂取したマウスの盲腸内容物の上清を GLUTag細胞に添加すると、対照群と比較し

て総 GLP-1の濃度が有意に増加した（Figure 1-7A）。この効果は、Gpr43 をノックダウンし

た細胞では観察されなかった（Figure 1-7B）。Gpr43 を siRNA でノックダウンした GLUTag

細胞では、Gpr43の発現が有意に低下（56%減少）し、Gpr43の発現が安定して低下している

ことが示された（Figure 1-7B-C）。細胞内 Ca2+の増加は GLP-1やインスリンの分泌に影響を

及ぼすことから、上清添加後の Ca2+濃度動態を蛍光観察により検討した。その結果、大麦を

摂取したマウスの盲腸内容物の上清を添加した GLUTag細胞では、コントロールと比較して

Ca2+濃度が有意に上昇した（Figure 1-7D,F）。Gpr43ノックダウン細胞では、これらの増加

は実験群間で認められなかった（Figure 1-7E-F、2-way ANOVA (gene × diet, P <0.01) ）。

Gpr43の mRNA発現は HC群に比べ HB群で高い傾向にあった（Figure 1-7G、p = 0.07 ）。

Pc1/3の mRNA発現は HB群に比べ HC群に有意に高かった（Figure 1-7H ）。しかし、Gpr43
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ノックダウン細胞では、これらの効果は消失した（Figure 1-7G-H、2-way ANOVA (gene × 

diet, Gpr43; p <0.05, Pc1/3; p <0.01))．以上の結果から、大麦の摂取による腸内代謝

産物の変化により、L 細胞-Gpr43 を介して GLP-1 分泌に影響を与えることが明らかとなっ

た。 

 

2-3-4：Gpr43 欠損マウスの成長結果、臓器重量、耐糖能試験結果及び腸内 SCFAs濃度 

Gpr43欠損マウスの検討結果を下記に示す。マウスは試験期間中の実験食の摂取量に差が

なかったため、同等のエネルギー量を摂取したと判断した（Figure 1-8A、Table 1-5）。Gpr43

欠損マウスは、体重および摂食効率比に実験群間の差は認められなかった（Figure 1-8B-C、

Table 1-5）。空腹時血糖値については、実験群間で有意な差は認められなかった（Figure 1-

8D）。HC（KO-HC）群に比べ HB（KO-HB）群を与えた Gpr43欠損マウスではインスリン濃度が

低下する傾向にあったが（p = 0.06、Figure 1-8E）、HOMA-IR値には実験群間で有意な差は

見られなかった（Figure 1-8F）。グルコース投与後の血糖値、AUC、K値、T15でのインスリ

ン濃度は、実験群間で有意な差はなかった（Figure 1-8G-I、Figure 1-9）。盲腸内容物中の

ギ酸、酢酸、酪酸、コハク酸、総 SCFAs濃度および盲腸重量は、大麦群が対照群に比べ有意

に高かった（Figure 1-10A-B）。しかし、総 GLP-1の濃度に有意差はなかった（Figure 1-

8J）。したがって、大麦粉の摂取による腸内発酵の増加を介した総 GLP-1濃度の上昇、並び

にインスリン感受性を改善するには、Gpr43の発現が必要であることが明らかとなった。 

 

第 4節：考察 

第 2章では、高脂肪条件下の C57BL/6J マウス、Gpr43欠損マウス、腸管 L細胞のモデル

である GLUTag細胞を用いて、L細胞-Gpr43シグナルが GLP-1分泌に及ぼす影響を確認した。 

大麦粉を添加した高脂肪食を与えた C57BL/6J マウスでは、空腹時血糖値、血清インスリ

ン、グルコース誘発性血糖値上昇の抑制がみられた。一般に、大麦粉の摂取による食後血糖

上昇抑制は、β-グルカンの粘性による他の栄養素の消化吸収の遅延に起因するとされてい

る。しかし、著者の以前の研究では、低粘度の加水分解βグルカンを含む高脂肪食を与えた

マウスでは、腸内 SCFAs が増加し、耐糖能が改善したことを報告している(29)。SCFAs は、

いくつかの in vivo 研究において、GLP-1 の分泌を促進することが報告されている

(17,22,30)。GLP-1は、グルコース依存的にインスリン分泌を増加させ、血糖値を低下させ

る。また、グルカゴン分泌の抑制や骨格筋、脂肪細胞におけるグルコース取り込みの増加、

肝臓における糖新生経路の抑制に働く。これらの作用機序により血糖コントロールが改善

されインスリン抵抗性が緩和される(31,32)。 

本章では HB群において絶食時のインスリン濃度が低下していた。これは高脂肪食によっ

て生じるインスリン抵抗性の悪化が大麦の長期摂取による GLP-1 の分泌促進によって抑制

されたことで、血糖コントロールが改善され、結果として血糖依存的にインスリン濃度が低

下したと推測した。 
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実際に、大麦を与えたマウスの門脈血中の総 GLP-1分泌量は、回腸、盲腸、糞便中の SCFAs

の増加とともに増加し、HOMA-IRが有意に減少した。過去の研究では、門脈にカテーテルを

入れ、オーツ麦β-グルカンを与えた豚は、SCFA吸収を増加させ、グルコースフラックスを

減少させ、GLP-1に関連した変化が報告された (30)。別の研究では、大腸にプロピオン酸

を投与すると、ラットとマウスで GLP-1の放出が促進されることを明らかにした(33)。研究

デザインに違いはあるものの、本結果はこれらの先行研究と一致している。各群でグルコー

ス消失率に差はなかったが、グルコース刺激後 15分での血糖値およびインスリン値は大麦

群で低下した。したがって、大麦摂取により、血糖値上昇を抑制するための適切な量のイン

スリンが分泌と考えられる。また、糖新生やグルコース輸送に関わる遺伝子の mRNA発現量

には変化がなかった。著者は以前に大麦粉を与えたマウスの肝臓、回腸、脂肪組織における

糖代謝関連遺伝子の発現量は、コントロールと比較して変化がなかったことを修士論文研

究にて報告している(23)。つまり本研究で観察された耐糖能の改善は、糖代謝関連遺伝子の

mRNA 発現量ではなく、主に腸内の GLP-1 の分泌に起因するものであった。さらに、大麦の

摂取により回腸の Gpr43の mRNA発現量が増加する傾向がみられた。同様の傾向は、マウス

大腸由来の細胞モデルでも確認された。SCFAsは L細胞に発現する Gpr43 を介して GLP-1の

放出を増加させる(34)。以上の結果から、大麦の摂取は SCFAsの増加を介して GLP-1の分泌

を増加させ、Gpr43を活性化させ、耐糖能の改善に寄与すると結論付けた。 

 マウス盲腸内容物の上清を GLUTag 細胞に添加すると、Ca2+濃度と GLP-1 分泌が促進され

ることが示された。この効果は、大麦を摂取させたマウスの盲腸内容物の上清によって亢進

した。しかし、Gpr43 を siRNAでノックダウンすると、これらの作用は消失した。Gpr43 は、

腸管の L 細胞で G タンパク質の Gq ファミリーと共役していることが知られている。

Gpr43 の活性化は、SCFAs 刺激に応答して、細胞内シグナル伝達経路を介して細胞内 Ca2+ 

によって上昇する(35,36)。Gqシグナルが活性化され、Ca2+濃度が上昇すると、GLP-1の分泌

が引き起こされる(37)。以前の研究では、酢酸またはプロピオン酸で L細胞を刺激すると、

Gpr43依存的に Ca2+濃度が上昇し、GLP-1の分泌が誘導されることが報告されている (38)。

これらのことから、大麦の摂取による SCFAsの上昇が Gpr43を活性化し、細胞内 Ca2+濃度を

上昇させ GLP-1 分泌を誘発することが示唆された。さらに、本研究では、Pgcg を活性型 

GLP-1 に変換する酵素である Pc1/3 が Gpr43 依存的に発現上昇したが、Pgcg の mRNA 発

現は in vivo および in vitro ともに上昇しないことが確認された。従って、大麦摂取に

よる GLP-1 分泌増加のメカニズムは、mRNA 発現量では説明できない。しかし、過去の研究

では大麦粉を摂取したマウスは、Pgcg などの L 細胞の機能に関連する遺伝子発現は変化し

ないものの、L細胞の数が増加することで GLP-1分泌が増加したとの報告がある(21)。GLP-

1 の分泌シグナルについては、さらなる研究が必要である。さらに、GLUTag 細胞は、Gpr43

の発現が低いことが報告されている(38)。しかし本研究では Real-time PCRを用いて、Gpr43

が同細胞で発現していることを明らかにした。さらに、最近の研究では、Gpr43が GLUTag細

胞で発現していることも確認されている(39)。GLUTag 細胞における Gpr43 の発現に関する
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これらの相違は、異なる培養条件および/またはドナーに起因している可能性がある。 

 C57BL/6Jマウスとは対照的に、Gpr43欠損マウスでは、大麦粉の摂取により盲腸内の SCFAs

が増加するにもかかわらず、血糖値の上昇抑制および門脈内の総 GLP-1 の増加が減弱する

ことが示された。本研究は、大麦の摂取が Gpr43 を介して GLP-1 の分泌を増加させること

により、血糖値の上昇を抑制することを初めて示した。以前の研究では、プロバイオティク

ス株（Bifidobacterium animalis subsp. lactis GCL2505）の摂取によって、マウスの血中

SCFAsが増加するとともに耐糖能試験における血糖値の上昇が抑制されたが、Gpr43欠損マ

ウスではこれらの効果が消失することが報告されている(40)。さらに、血清酢酸濃度が

Gpr43を活性化し、宿主のエネルギー消費を増加させ、体脂肪蓄積を抑制することも報告し

ている。Gpr43の活性化には生理的濃度の SCFAs で十分であることから(18)、本研究では大

麦粉の摂取による SCFAs 増加率でも Gpr43 の活性化により耐糖能に影響する可能性が示唆

された。しかし、本研究では、腸管内の SCFA 濃度も上昇する一方で、血清酢酸濃度に有意

な変化は見られなかった。これは解剖前に 8 時間絶食をした事により血中の酢酸がエネル

ギーとして使用された事も考えられる。しかしながら Gpr43 を介した血糖コントロールの

改善および脂肪率の減少に対する SCFA増加の効果は不明なままである。この矛盾を解決す

るためには、血清酢酸の用量反応と脂肪率の減少／血糖コントロールの改善を検討するさ

らなる研究が必要である。さらに、Gpr43欠損マウスでも、大麦摂取後にインスリン濃度の

低下が見られる傾向があった。大麦摂取による高インスリン血症の改善は、腸内発酵の効果

とβ-グルカンの粘性による栄養吸収の抑制の両方によるものと思われる。しかし、グルコ

ースによる血糖値の上昇は抑制されなかったことから、腸内発酵による Gpr43 シグナルが

主に耐糖能の改善に関与していることが示唆された。以前の研究では、Gpr43欠損マウスは

体重、脂肪重量が増加し、GLP-1が減少し、インスリン感受性が低くなることが報告されて

いる(20)。しかし、本研究では、C57BL/6J マウスと Gpr43 欠損マウスの間で最終体重に差

はなかった。この相違は、C57BL/6J マウスが高脂肪食を与えると肥満を生じ高血糖症状を

発症することに起因すると考えられる。さらに、今回は他の臓器に発現している Gpr43のイ

ンスリンシグナルに関連する要因については調査していない。Gpr43は脂肪組織に発現して

おり、脂肪蓄積を抑制し、脂質およびグルコース代謝を促進することが報告されている(20)。

しかし，大麦摂取による SCFAsの増加は，盲腸・結腸の腸内細菌叢による発酵に起因するた

め，他の組織での Gpr43シグナルの確認は，SCFAsの腸管吸収率を考慮する必要がある．腸

管で吸収された酢酸とプロピオン酸の大部分は、肝臓や他の組織で代謝される(41,42)。酪

酸は主に腸管で利用され、主要なエネルギー源であるとともに、大腸のバリア機能を高める

(43)。門脈の酢酸と総 SCFAsの濃度は、有意に増加した。したがって、門脈を経由して肝臓

に運ばれた SCFAは、肝臓で速やかに代謝された可能性がある。他の組織における Gpr43シ

グナルを解明するためには、さらなる研究が必要である。 

 以上、肥満マウスにおける大麦粉の摂取は、腸内発酵を介してグルコース負荷による血糖

値の上昇を抑制することを示した。GLUTag細胞を用いた検討により、大麦由来の SCFA増加
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を介した Gpr43シグナルの活性化により、細胞内 Ca2+レベルと GLP-1分泌が亢進することを

明らかにした。さらに、Gpr43欠損マウスでは、グルコースによる血糖値上昇の抑制と門脈

中の総 GLP-1の増加が消失した。したがって、大麦摂取による耐糖能異常の改善効果には、

SCFAsを介した Gpr43 シグナルが寄与していることが示唆された。 
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Table 1-1～1-5 

Table 1-1: 大麦粉の栄養成分表 

 (g/100g dry matter) Barley flour（BF）  

Fat 3.4 

Protein 9.4 

Available carbohydrate 67.8 

Ash 1.0 

Total dietary fiber 18.4 

β-(1-3)-(1,4) Glucan 10.1 

Fat: Acid hydrolysis method 

Protein: Kjeldahl method 

Ash: Dry ashing method 

Total dietary fiber: AOAC 991.43 method 

β-(1-3)-(1,4) Glucan: McCleary method (AOAC 995.16) 

Available carbohydrate: (100 − (“Fat” + “Protein” + “Ash” + “Total dietary fiber”) 
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Table.1-2: 実験に用いた対照および大麦群の飼料組成 

 (g/kg diet) 

  Control diet Barley diet 

Casein 200.0 167.9 

Corn starch 132.0 132.0 

Dextrinized corn starch 197.5 17.6 

Sucrose 100.0 100.0 

Soybean oil 70.0 70.0 

Lard 200.0 190.9 

Cellulose 50.0 - 

Barley flour - 271.1 

AIN-93G mineral mixture 35.0 35.0 

AIN-93 vitamin mixture 10.0 10.0 

L-cystine  3.0 3.0 

Choline bitartrate 2.5 2.5 

t-butylhydroquinone 0.014 0.014 
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Table 1-3: リアルタイム PCRで使用したプライマー配列 

 gene 

symbol 
Forward Reverse 

G6pd 5’-TACTGGCAGAGCAGGT-3’ 5’-GATCTGGTCCTCACG-3’ 

Pepck 5’-CCACAGCTGCTGCAGAACA-3’ 5’- GAAGGGTCGCATGGCAAA-3’ 

Glut2 5’-CGCAATGGTCGCCTCATT-3’ 5’-CAGTCCTGATACACTTCGTC-3’ 

Pk 5’-TGCAATTGGAGCCGTGGA-3’ 5’-CCTGGGCAGAACGAGTCACA-3’ 

Gpr43 5'-GGGATCTGGGTCACATGCTTAT-3 5'-ATGTCAGACAGACGGGTACCAA-3' 

Pc1/3 5'-AGACAGCATTACACCATCTCTA-3' 5'-AGAACACTTCTCTGCATACCAAGGT-3' 

Pgcg 5'-ATTGCCAAACGTCATGATGA-3' 5'-GGCGACTTCTTCTGGGAAGT-3' 

NeuroD 5'-CTTGGCCAAGAACTACATCTGG-3' 5'-CGTGTTTGAAAGAGAAGTTGCC-3' 

Reference   

36B4 5'-GGCCCTGCACTCTCGCTTTC-3 5'-TGCCAGGACGCGCTTGT-3' 
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Table 1-4: 実験飼料を与えた C57BL/6Jマウスの体重、飼料摂取量、および臓器重量 

  HC (C57BL/6J) HB (C57BL/6J) p value 

Initial weight (g) 20.92 ± 0.49 20.72 ± 0.44  0.84 

Final weight (g) 43.67 ± 1.47  41.13 ± 1.15  0.29 

Body weight gain (g/d) 0.26 ± 0.01  0.23 ± 0.01 0.26 

Food intake (g/d) 2.83 ± 0.06  2.85 ± 0.06  0.84 

Food efficiency ratio (%) 8.99 ± 0.32  8.27 ± 0.46  0.21 

Liver weight (g) 1.52 ± 0.11  1.29 ± 0.04  0.05 

Cecum with contents (g) 0.29 ± 0.01  0.37 ± 0.02 < 0.01 

Retroperitoneal fat (g) 1.06 ± 0.07  0.91 ± 0.06  0.13 

Epididymal fat (g) 2.50 ± 0.10 2.47 ± 0.17  0.91 

Mesenteric fat (g) 1.17 ± 0.14  0.91 ± 0.09  0.12 

データは Mean ± SEで示した（n=8）。 

Food efficiency ratio ＝ Body weight gain / Feed intake × 100 
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Table 1-5: 実験飼料を与えた Gpr43欠損マウスの体重、飼料摂取量、臓器重量 

  Gpr43(-/-) HC Gpr43(-/-) HB p value 

Initial weight (g) 22.26 ± 0.36 22.30 ± 0.59  0.95 

Final weight (g) 38.37 ± 1.50  36.54 ± 2.09  0.49 

Body weight gain (g/d) 0.16 ± 0.01  0.14 ± 0.01 0.42 

Food intake (g/d) 2.60 ± 0.14  2.69 ± 0.18  0.71 

Food efficiency ratio (%) 6.31 ± 0.55  5.24 ± 0.69  0.24 

Liver weight (g) 1.51 ± 0.10  1.44 ± 0.13  0.67 

Cecum with contents (g) 0.26 ± 0.02  0.40 ± 0.02  <0.01 

Retroperitoneal fat (g) 0.91 ± 0.07  0.75 ± 0.10  0.20 

Epididymal fat (g) 1.90 ± 0.13 1.63 ± 0.18  0.22 

Mesenteric fat (g) 0.77 ± 0.10  0.68 ± 0.15  0.63 

データは Mean ± SEで示した（n=8-10）。 

Food efficiency ratio = body weight gain / food intake × 100 
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Figure 1-1～1-10 

Figure 1-1 

 

Figure 1-1(A)対照食または大麦食を与えた C57BL/6J マウスの実験期間中の飼料摂取量。

(B-C) 試験終了時のマウスの体重および飼料摂取効率（体重増加量／飼料摂取量×100）。

(D)空腹時血糖値。(E)血清中のインスリン濃度。(F）インスリン濃度と空腹時血糖値を用い

て算出した HOMA-IR。(G）耐糖能試験における 15分、30分、60分、120 分での血糖値。gの

下段は、2元配置分散分析により決定した、食事（Diet）の主効果、および食事と時間（time）

との交互作用の p値を示す。(H）各期間で得られた血糖値を用いて算出した血中濃度時間曲

線下面積（AUC）。(I）T15から T60までに得られた血糖値の直線に近い値を用いたグルコー

ス消失率（K値）。(J）Real-time PCRを用いた肝臓の糖代謝に関与する遺伝子の mRNA発現

量。データは Mean ± SEで示した（n=8）。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す

（*p <0.05, **p <0.01）。 
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Figure 1-2 

 

Figure 1-2：T15のインスリン濃度。 

データは Mean ± SE で示した（プールデータ、繰り返しによる n=4）。 

図中の上付き文字は実験群間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

Figure 1-3 

 

Figure1-3 (A) C57BL/6J マウスに対照食または大麦食を与えたときの盲腸重量。(B）盲腸内容物中の SCFAs および有機酸の濃度。(C) 門脈

中の総 GLP-1濃度。(D) Real-time PCR法による回腸の糖代謝および L細胞機能に関与する遺伝子の mRNA発現レベル。データは Mean ± SE

で示した（n=8）。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01）。 
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Figure 1-4 

 

血清（A）および門脈（B）中の SCFAs と有機酸の濃度を示す。 

データは Mean ± SEで示した（n=8）。 

図中の上付き文字は実験群間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01） 
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Figure 1-5 

 

回腸（A）および糞便（B）中の SCFAs および有機酸の濃度。 

データは Mean ± SEで示した（n=8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01）。 
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Figure 1-6 

 

C57BL/6Jマウスの回腸における Gpr43と pc1/3の mRNA発現量の Spearmanの散布図。 

r 値は Spearmanの相関係数を示す。 
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Figure 1-7 

 

大麦または対照飼料を摂取したマウスの盲腸内容物中の上清を添加した GLUTag細胞（A）

または Gpr43 ノックダウン GLUTag 細胞（B）から上清を採取して測定した総 GLP-1 の濃度

（n=6）。(C) Gpr43 ノックダウン細胞および正常細胞における Gpr43の mRNA発現量(n=6)。

(D-E) Gpr43ノックダウン細胞または正常 GLUTag細胞に上清を添加した際のレシオメトリ

ック蛍光による Ca2+濃度の変化(n=3～5)。(F）細胞内 Ca2+値を用いて算出した濃度-時間曲

線下面積（AUC）（n=3～5）。(G-I) 大麦またはコントロール飼料を与えたマウスの盲腸内容

物の上清を添加した GLUTag 細胞及び Gpr43 ノックダウン GLUTag 細胞での L 細胞機能に関

連する mRNA 発現量(n=6)。F-I の上部は、2 元配置 ANOVA によって決定された、遺伝子型

（Gene）、添加盲腸内容物（Diet）、およびそれらの相互作用の主効果の p値を示している。

データは、Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p <0.05, 

**p <0.01）。 
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Figure 1-8 

 

(A) Gpr43欠損マウスに対照食（KO-HC）または大麦（KO-HB）を摂取させた実験期間中の摂

取量。(B-C) 実験期間終了時のマウスの体重および飼料効率(体重増加量/摂取量×100)。

(D)空腹時血糖値。(E)血清中のインスリン濃度。(f）インスリン濃度と空腹時血糖値を用い

て算出した HOMA-IR。(G）15 分、30 分、60 分、120 分での耐糖能試験時の血糖値 g の下段

は、2元配置分散分析によって決定された、食事の主効果、および食事と時間との間の交互

作用の p値を示す。(H）各期間で得られた血糖値を用いて計算した血中濃度時間曲線下面積

（AUC）。(I）T15から T60までに得られた血糖値の直線に近い値を用いた K値。(J）門脈中

の総 GLP-1の濃度。データは Mean ± SEで示した(n=8～10)。図中の上付き文字は、実験群

間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01）。 
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Figure 1-9 

 

Gpr43欠損マウスにおける T15のインスリン濃度。 

データは Mean ± SE で示した（プールデータ、繰り返しによる n=4）。 

図中の上付き文字は実験群間の有意差を示す（*p <0.05, **p <0.01）。 
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Figure 1-10 

 

Gpe43欠損マウスの盲腸の重量(A)と盲腸内の SCFAsと有機酸の濃度(B)。 

データは Mean ± SE で示した(n=8～10)。 

図中の上付き文字は実験群間の有意差を示す(*p <0.05, **p <0.01)。 
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第 3 章：C57BL/6J マウスにおける大麦粉の摂取による耐糖能の改善

がβ-グルカン特異的かどうかの検証 

 

第 1節：概略 

 第 2 章の結果より、大麦粉の摂取による耐糖能改善作用は腸内発酵を介した SCFAs の増

加による Gpr43 のシグナルが寄与していると推定された。次に 3 章として、第 2 章で得ら

れた作用がβ-グルカン特異的な作用であるか、β-グルカンを含まないアラビノキシラン

主体の大麦粉(bgl)及び BFを C57BL/6Jマウスに摂取させて検討した。 

 

第 2節：実験方法 

 

3-2-1：実験試料の分析 

BFとβ-グルカンフリー大麦（「四国はだか 84」（bgl））を使用した。各大麦粉の栄養組成

を Table 2-1に示す。大麦粉中のβ-グルカン濃度は、McCleary法（AOAC 995.16）により

測定した。総食物繊維は、酵素重量法（AOAC 991.43）により測定した。タンパク質および

脂質は、それぞれケルダール法および酸加水分解法で分析した。水溶性食物繊維画分（SDF）

は BFおよび bgl粉から抽出し、糖質組成を分析した（Figure 2-1）。大麦粉 10gにヘキサン

100mlを加え、8時間攪拌した。その後、遠心分離により残渣を回収し、ヘキサンを除去し

た。この脱脂大麦粉を用いて、先行研究(44)に準じて、SDFを抽出した。SDFを硫酸で酸分

解して単糖を抽出し、中和した溶液を GC/MSで分析した。 

 

3-2-2：実験動物 

 雄の 4週齢の C57BL/6Jマウスを用いた。C57BL/6J マウスは株式会社チャールズリバーラ

ボラトリーズジャパンより購入した。 

 

3-2-3：実験飼料 

飼料は AIN-93G組成を基本とし、脂肪エネルギー比が 50%の高脂肪食となるようラードを

添加した。対照食（C）は総食物繊維量が 5%になるようセルロースを添加し、大麦群はそれ

ぞれ BF、及び bgl を添加した。大豆油、酒石酸コリン、t-ブチルヒドロキノンは富士フィ

ルム和光純薬株式会社、ラードは植田製油株式会社より購入した。各実験飼料のタンパク質

含量は、同等となるようにカゼインで調整した。実験飼料組成を Table 2-2に示した。 

 

2-2-4：飼育方法（動物実験） 

 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。 
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 Table 2-2で示した実験飼料と水をそれぞれ 12週間自由摂取させた。2～3日毎に体重と

飼料摂取量を測定し、飼料摂取量は飼料を入れた給餌器と摂取後の給餌器の重量を測定し、

その差を摂取量とした。 

 

3-2-5：耐糖能試験 

 耐糖能試験は飼育 11週目に朝 9時より 6時間の絶食後、20%グルコース溶液を、1.5g/kg 

体重に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。空腹時

血糖値（T0）と血清インスリン値から HOMA-IR を算出した（HOMA IR＝（血清インスリン

（ng/ml）×26）×（空腹時血糖値（T0）（mmol/L）／22.5）。またグルコース溶液投与後 0、

15、30、60 分の血清を採取し、活性型 GLP-1 およびインスリン濃度を、マウスインスリン

ELISAキット（シバヤギ株式会社）および GLP-1 ELISAキット（富士フィルム和光純薬株式

会社）を用いて測定した。各期間で得られた血糖値、インスリン、総 GLP-1の値を用いて、

血中濃度時間曲線下面積（AUC）を算出した。 

  

3-2-6：動物解剖とサンプル採取 

解剖当日は 8 時間マウスを絶食させ、イソフルラン麻酔科で開腹し、心臓、門脈より採

血、肝臓、盲腸、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℃で遠心分離して血清を採取し-80℃で

保存した。肝臓、盲腸はチャック付きビニール袋に入れ、-30℃で保存した。 

また遺伝子抽出用に回腸を切り出し、1mlの RNA Stabilization Reagentを添加し-30℃で

保存した。また、本実験において,使用された動物プロトコルは大妻女子大学の動物研究委

員会によって承認され、規則に従い実施されている。 

 

3-2-7：短鎖脂肪酸分析 

盲腸中の SCFAs濃度は、ガスクロマトグラフ質量分析計（5977A MSD 搭載 7890B GCシス

テム；Agilent））システムを用いて、2章と同様の分析方法で実施した。 

 

3-2-8：マウス回腸の mRNA 発現量の分析（Real-time PCR） 

マウスの回腸の total RNA を RNeasy Mini Kit を用いて製造元のプロトコールに従って

抽出し、その RNA から cDNA を合成した。L 細胞機能および糖代謝に関するプライマー配列

（2章と同様、Table 1-3）と PowerUp SYBR Green Master Mixを用いて Applied Biosystems 

Quant3 Real-Time PCR Systemによるリアルタイム PCRにより増幅させた。mRNAの発現解
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析には、2-ΔΔCT法を使用した。参照遺伝子として 36B4を用い、算出したΔCT値を比較した。

次に、各プライマーに添加した cDNA溶液について、C群と BF群、及び bgl群のΔCTを差と

してのΔΔCTを算出した。相対発現量は、C群に対する fold changeで示した。 

 

3-2-9：盲腸内容物中の腸内細菌数 

 盲腸内の主要な腸内細菌叢を、既報(45)に従って、real-time PCRで解析した。QIAamp® 

Fast DNA Stool Mini kit（Qiagen）を用いて盲腸消化物中の全 DNA を抽出した。DNA に

PowerUp SYBR Green Master Mixと属レベルの細菌プライマーを混合した(Table 2-3)。こ

の混合溶液を増幅し、閾値サイクル（Ct）値を求めた。同様に、各標準細菌株を連続希釈し

て標準 DNA溶液を調製し、増幅して Ct値を得た（Table 2-3）。標準菌株の Ct値から検量線

を作成し、盲腸消化物中のコロニー形成単位(CFU)を算出した。 

 

3-2-10：統計解析 

 すべてのデータは、Mean ± SEで示した。実験群間の有意差は、対照(C)群との Dunnett

の多重比較検定により判定した。p <0.05を統計的に有意とした。 

 

 

第 3節：実験結果 

 

3-3-1：大麦粉から抽出した水溶性食物繊維画分の組成分析  

BF及び bglの水溶性食物繊維成分を GC/MS で分析した（Figure 2-2A、Table 2-4）。BFで

はβ-グルカン画分であるグルコースが全 SDFの 84.4%を占め、bglは 35.7%であった。アラ

ビノキシラン画分であるアラビノースとキシロースは BFの 4.9％と 8.3％を占め、bglはそ

れぞれ 20.4％と 40.4％であった。以前の研究では、アルカリで抽出した全粒大麦のアラビ

ノースとキシロースの比率はそれぞれ 26.3%と 38.3%と報告されており(46)、本研究とほぼ

一致する結果であった。したがって、BFの SDFはβ-グルカンの純度が高く、bglはアラビ

ノキシランが高いことがわかった。 

 

3-3-2：成長結果及び耐糖能試験結果 

各試験飼料を摂取したマウスの摂餌量に差はなく、同等のエネルギー量を摂取した

（Figure 2-3B）。最終体重、体重増加率、飼料効率、腹部内臓脂肪は C 群に比べ BF群で有

意に低かった（p <0.05）（Table 2-5）。OGTTでは，空腹時，グルコース投与後 30分後の血

糖値および AUCは，C群に比べ BF群で有意に低く（p <0.05），60分では低い傾向にあった

（p ＝ 0 .06）（Figure 2-3C-D）．空腹時のインスリン濃度は、C群に比べ BF群で有意に低
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く（p <0.05）、15分で低下する傾向があった（p = 0.06）（Figure 2-4A）。空腹時、グルコ

ース投与後 15 分、30 分の GLP-1 濃度に有意差はなかった。しかし、60 分後の GLP-1 濃度

は、BF群および bgl 群で C群に比べ有意に高かった（Figure 2-3E）。また、グルコース投

与後 30分から 60分までの AUCは、bgl群、BF群ともに C群に比べ有意に高かった（Figure 

2-3F）。したがって、大麦摂取による GLP-1分泌量の増加は、β-グルカンだけでなくアラビ

ノキシランも関与していることがわかった。 

 

3-3-3：盲腸内容物中の短鎖脂肪酸 

盲腸の内容物重量は、C群に比べ BF群で有意に増加し（p <0.05）、bgl群でも増加する傾

向が見られた（p ＝ 0.10）（Figure 2-5A）。盲腸内容物中の酢酸、コハク酸、総 SCFAsの濃

度は、C群と比較して bgl群および BF群で有意に高かった（p <0.05）（Figure 2-5B）。ま

た、酪酸および吉草酸濃度は、C群と比較して bgl群で有意に高かった（p <0.05）。 

 

3-3-4：盲腸内容物中の主要な腸内細菌数 

Clostridum leptum subgroupの数は、C群と比較して BF群で有意に高かった（p <0.05）。

Lactobacillusの数は C群と比較して bgl群で有意に高かった（p <0.05）（Table 2-6）。 

その他の細菌数に各群有意な差は見られなかった。 

 

3-3-5：L細胞分化に関わる mRNA発現量及び相関分析結果  

回腸中の Gpr43 の発現は、C 群に比べ bgl 群および BF 群で有意に増加した（p <0.05）

（Figure 2-6A）。Pc1/3の発現は、C群に比べ bgl群および BF群で有意に増加した（Figure 

2-6B）。NeuroDの発現も、C 群に比べ bgl群および BF群で有意に増加した（p <0.05）（Figure 

2-6C）。Pgcgと Ngn3 の発現量には、各群で有意な差は見られなかった（Figure 2-6D-E）。

さらに、Pc1は酢酸、酪酸および総 SCFAsと正の相関があった（p <0.05）。同様に、NeuroD

および Gpr43は、酪酸と正の相関を示した（p <0.05）（Figure 2-6D）。これらの結果は、大

麦がβ-グルカンを含んでいなくても、アラビノキシランが SCFA の増加を介して L 細胞分

化と GLP-1分泌遺伝子に影響を与えることを示した。 

 

第 4節：考察 

第 3章ではβ-グルカンを含まないアラビノキシランが主な繊維源である大麦品種を摂取

させたマウスを用い、第 2 章で得られた大麦の摂取による腸内発酵性および GLP-1 分泌に

及ぼす影響がβ-グルカン特異的な効果であるか検討した。その結果、大麦アラビノキシラ

ン摂取により、大麦β-グルカンと同様に腸内の SCFAs が増加し、GLP-1 の分泌が促進され

ることがわかった。さらに、大麦アラビノキシランが SCFAs の増加を介して L 細胞分化や
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GLP-1分泌遺伝子に影響を与える可能性があることを示した。 

OGTTでは、グルコース投与 60分後に両大麦群で GLP-1濃度が劇的に上昇した。以前の研

究では、C57BL/6Jマウスに大麦粉（β-グルカン 2％）を高脂肪食と一緒に与えると、GLP-

1 の分泌が増加し、インスリン感受性が改善されることが示されている(22)。したがって、

β-グルカンを多く含む大麦粉は、GLP-1 分泌の増加を通じて耐糖能の改善をもたらす可能

性がある。ただし、この効果はβ-グルカンを含まない大麦粉（bgl群）でも認められた。以

前の研究では、過体重の女性（BMI 25.0-29.9 kg/m2）が小麦由来のアラビノキシランを含

むシリアルを摂取すると、低繊維のシリアルと比較して食後の血中 GLP-1 濃度が増加する

と報告されている(47)。一方、別の研究では、5％のアラビノキシラン（小麦由来）と 5％の

β-グルカン（オーツ麦由来）を含む飼料を与えた豚は、OGTTで GLP-1濃度に変化がないこ

とが示されている(48)。これらの先行研究では、実験に小麦由来のアラビノキシランを使用

している。本研究は、大麦由来のアラビノキシラン摂取が OGTTにおいて GLP-1分泌を増加

させることを初めて証明したものである。しかし、bgl群では、食後血糖値上昇の抑制は確

認できなかった。この相違は、BF群に比べ、bgl 群の水溶性食物繊維含有量が少ないことに

起因すると思われる。さらにアラビノキシランはβ-グルカンよりも粘性が低いために、栄

養素の吸収遅延効果が低いことも考えられる。実験飼料には各大麦粉が同量添加されてい

たため、水溶性食物繊維の量に差が生じた。さらに、GLP-1はグルコース依存的にインスリ

ン分泌を促進するが(49)、糖質投与 60分後のインスリン濃度はいずれの群でも上昇しなか

った。アラビノキシランとβ-グルカンのインスリン分泌への影響については、さらなる研

究が必要である。 

3 章の結果より大麦由来のアラビノキシランも SCFAs の増加に寄与することが示された。

これは、キシロースとアラビノースの発酵特性に起因していると考えられる。以前の研究で

は、キシロースは回腸で酪酸を増加させ、アラビノースは結腸で増加させることが示された

(50)。さらに、豚糞便を用いた累積ガス発生法を用いて 48時間後の発酵と最終生成物の動

態を調べた別の研究(51)では、アラビノキシランとβ-グルカンで SCFAs生成物の比率が同

程度であることが示された。このことから、大麦摂取に伴う SCFAsの増加は、必ずしもβ-

グルカンのみに依存しないことが示唆された。さらに、SCFAs受容体である Gpr43の発現は、

C 群に比べ両大麦群で有意に増加した。Gpr43 の活性化は、SCFAs 刺激による GLP-1 分泌に

関与している(38)。Gpr43と酪酸および酢酸の間に見出された正の相関は、この仮説を支持

するデータである。さらに、NeuroDの mRNA発現量も bgl群および BF群で有意に増加した。

OGTTで GLP-1分泌が増加するのは、回腸の L細胞数が増加するためと思われる。以上より、

大麦由来のアラビノキシランも SCFAを増加させることで L細胞数を増加させる可能性があ

ることが示唆された。 

bgl 群と BF 群で増加した盲腸内容物の腸内細菌叢は異なり、BF 群では Clostridium 
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leptum subgroup(Collins らの分類では Clostridium cluster IV に相当)が増加した。

Clostridium leptum subgroupは難消化性炭水化物を発酵させて SCFAsを産生する(52)。一

方、bgl 群では Lactobacillus の増加がみられた。Lactobacillus は常在嫌気性乳酸菌で、

糖を発酵させ、乳酸や酢酸を産生する(53)。以前の in vitro研究では、小麦からのアラビ

ノキシラン抽出物が Lactobacillus と Bifidobacterium の増殖をサポートし、その増殖速

度はイヌリンを用いた場合よりも高かったことが報告されている[25]。別の in vivo 研究

では、アラビノキシランを添加した高脂肪食を与えたラットは、大腸で乳酸菌が増加するこ

とが示されている (54)。本研究では、大麦由来のアラビノキシランも選択的に

Lactobacillus 属を増加させることを示し、これらの先行研究と一致する。 また、異なる

細菌がβ-グルカンとアラビノキシランを選択的に発酵させることが示されたが、これはア

ラビノキシランとβ-グルカンの発酵速度や発酵基質の違いによるものと思われる。重合度

や分子量といった発酵基質の構造は、発酵速度に影響を与える(55)。Lactobacillusは常在

嫌気性乳酸菌であるため、アラビノキシランは主に近位結腸で発酵する可能性がある。一方、

Clostridium leptum subgroupは絶対嫌気性であるため、β-グルカンは遠位結腸で発酵し

ている可能性が示唆された。今後、大麦粉由来のアラビノキシランの発酵特性を明らかにす

る研究が必要である。以上より、大麦の摂取による腸内発酵や GLP-1分泌への影響はβ-グ

ルカン特異的ではなく、β-グルカン、アラビノキシランの 2つの発酵性食物繊維が寄与す

ることが示された。 
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Table 2-1～2-6 

Table 2-1: 大麦粉の栄養成分 

(g/100g dry matter) Bgl BF 

Ash 1.0 1.0 

Fat 3.4 2.2 

Protein 8.4 9.4 

Total starch 68.4 59.0 

Total dietary fiber 6.7 18.4 

β-(1-3)-(1,4) Glucan 0.0 8.0 

Fat: Acid hydrolysis method 

Protein: Kjeldahl method 

Ash: Dry ashing method 

Total dietary fiber: AOAC 991.43 method 

β-(1-3)-(1,4) Glucan: McCleary method (AOAC 995.16) 
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Table 2-2: 実験に用いた対照および大麦群の飼料組成 

(g/kg diet)  

  Control diet BF diet bgl diet 

Casein 200.0 171.7 175.1 

Corn starch 132.0 132.0 107.3 

Dextrinized corn starch 197.5 13.9 0.0 

Sucrose 100.0 100.0 100.0 

Soybean oil 70.0 70.0 70.0 

Lard 200.0 190.9 194.0 

Cellulose 50.0 - 31.8 

Beau Fiber (BF) - 271.2 - 

Shikoku hadaka S84 (bgl)  - 271.2 

AIN-93G mineral mixture 35.0 35.0 35.0 

AIN-93 vitamin mixture 10.0 10.0 10.0 

L-Cystine  3.0 3.0 3.0 

Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5 

t-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014 
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Table 2-3: 標準菌株とリアルタイム PCR用プライマー配列 

Genus Fw/Rv Primer sequence Standard bacteria Strain No. Reference 

Bacteroides 

Fw 5'-GTCAGTTGTGAAAGTTTGC-3' 

Bacteroides fragilis JCM11019 
Bernard AE et al: Appl Environ 

Microbiol, 66: 1587-94, 2000. Rv 5'-CAATCGGAGTTCTTCGTG-3' 

Lactobacillus 

Fw 5'-TGGAAACAGGTGCTAATAGGC-3' 

Lactobacillus ramnosus ATCC8530 
Roy Byun et al: J Clin Microbiol, 

42(7): 312836, 2004. Rv 5'-GTCCATTGTGGAAGATTCCC-3' 

Bifidobacterium 

Fw 5'-AGGGTTCGATTCTGGCACAG-3' 

Bifidobacterium longum JCM1217 
Kok RG et al: Appl Environ 

Microbiol, 62: 3668-72, 1996. Rv 5'-CATCCGGCATTACCACCC-3' 

Blautia_cocoides 

subgroup 

Fw 5'-AAATGACGGTACCTGACTAA-3' 

Clostridium coccoides JCM1395T 
Matsuki et al: Appl Environ 

Microbiol, 70: 7220-8, 2004. 
Rv 5'-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3 

Clostridium_leptum 
 

Fw 5'-GCACAAGCAGTGGAGT-3' 

Ruminococcus albus JCM14654 
Matsuki et al: Appl Environ 

Microbiol, 70: 7220-8, 2004. 
Rv 5'-CTTCCTCCGTTTTGTCAA-3' 

Prevotella 

Fw 5'-CACCAAGGCGACGATGA-3' 

Prevotella malaninogenica JCM6325 
Larsen et al: PLos ONE, 5: e9085, 

2010. 
Rv 5'-GGATAACGCCTGGACCT-3' 
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Table 2-4: Bglおよび BFから抽出した水溶性食物繊維画分の組成分析 

Component (%) Bgl BF 
Total arabinose 20.4 4.9 
Total xylose 40.4 8.3 
(D-xylose) (18.8) (3.7) 

(D-xylopyranose) (21.6) (4.6) 
Tota galactose 1.7 2.5 
Total glucose 35.7 84.4 
(Glucopyranose) (14.9) (43.9) 
(D-glucose) (20.8) (40.5) 
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Table 2-5: 実験飼料を与えたマウスの体重、飼料摂取量および臓器重量 

 C Bgl BF 
p value 
C – bgl 

p value 
C – BF 

Initial weight (g) 18.91 ± 0.37 19.60 ± 0.30 19.09 ± 0.28 0.99 0.99 
Final weight (g) 42.71 ± 1.38 41.57 ± 0.79 38.25 ± 1.03 0.69 0.02 

Body weight gain (g/d) 0.28 ± 0.02 0.26 ± 0.01 0.23 ± 0.01 0.44 0.02 
Food intake (g/d) 3.02 ± 0.14 3.19 ± 0.06 3.26 ± 0.15 0.53 0.32 

Food efficiency ratio (%) 9.63 ± 0.45 8.42 ± 0.36 7.35 ± 0.68 0.19 0.001 
Liver weight (g) 1.53 ± 0.09 1.60 ± 0.12 1.29 ± 0.04 0.78 0.14 

Cecum with contents (g) 0.29 ± 0.02 0.36 ± 0.02 0.47 ± 0.03 0.10 <.001 

Retroperitoneal fat (g) 0.98 ± 0.06 0.95 ± 0.04 0.79 ± 0.04 0.82 0.02 

Epididymal fat (g) 2.52 ± 0.05 2.35 ± 0.08 2.21 ± 0.13 0.33 0.05 
Mesenteric fat (g) 1.06 ± 0.14 1.11 ± 0.10 0.70 ± 0.07 0.91 0.05 

データは、Mean ± SE で示した(n = 8)。 

Feed efficiency ratio = body weight gain / food intake × 100  

Abbreviations: C, control group; bgl, bgl flour group; BF, BF flour group. 
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Table 2-6:盲腸内容物中の主要な属レベルの腸内細菌の存在量 

Log/CFU g C Bgl BF 
p value 
C – bgl 

p value 
C – BF 

Bacteroides 9.50 ± 0.19 9.11 ± 0.15 9.91 ± 0.15 0.21 0.19 

Bifidobacterium 8.56 ± 0.19 8.72 ± 0.12 8.10 ± 0.34 0.73 0.44 

Lactobacillus 9.01 ± 0.24 10.30 ± 0.22 8.71 ± 0.34 0.004 0.70 

Blautia_cocoides subgroup 8.90 ± 0.15 9.10 ± 0.15 8.79 ± 0.14 0.56 0.81 

Clostridium_leptum 10.09 ± 0.15 10.24 ± 0.12 10.97 ± 0.11 0.66 0.001 

Prevotella 5.74 ± 0.05 5.69 ± 0.06 5.84 ± 0.09 0.79 0.58 

データは、Mean ± SE で示した(n = 8)。 

Abbreviations: C, control group; bgl, bgl flour group; BF, BF flour group. 
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Figure 2-1～2-6 

Figure 2-1  

 

大麦粉水溶性ガム質の抽出および単糖分解までのフローチャート 
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Figure 2-2 

 

 (A) bgl および BFから抽出した水溶性食物繊維画分の単糖組成。(B)セルロース（C）、 

bglおよび BFを含む高脂肪食を 12週間摂取させたマウスの飼料摂取量 (C-D）試験開始 11

週目に実施した OGTT における血糖応答と AUC。 (E-F）試験開始 11 週目の OGTT における

GLP-1の濃度及び 30 分から 60分までの AUC。結果は Mean ± SEで示した。図中の上付き

文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（†p = 0.06, *p <0.05, **p <0.01）。  
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Figure 2-3 

 

試験開始 11週目に実施した OGTTにおけるインスリン濃度(A)、AUC(B)、HOMA-IR(C) 

結果は Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す

（†p = 0.06, *p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 2-4 

 

(A) マウスの盲腸重量、(B)マウスの盲腸内容物中の SCFAs濃度。結果は Mean ± SEで示した（n = 8） 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（†p = 0.06, *p < 0.05, **p < 0.01）。 
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Figure 2-5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) 回腸の L 細胞に関連する遺伝子の mRNA 発現量。(B）L 細胞と SCFAs の mRNA 発現量の相関分析結果、数値は各因子間の相関係数を表す。

結果は Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 
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第 4章：C57BL/6Jマウスにおける大麦由来水溶性食物繊維（β-グル

カン、アラビノキシラン）の単回投与が、ファーストミール及びセカ

ンドミールの血糖値変動に及ぼす影響 

 

第 1節：概略 

第 3章の結果より、大麦粉の摂取による耐糖能改善作用はβ-グルカンに依存するものの、

腸内 SCFAsの増加や GLP-1分泌はβ-グルカン依存的ではなく、アラビノキシランも寄与し

ていることが明らかとなった。加えて 3 章では bgl に含まれる水溶性食物繊維量自体が BF

より少なかった事から、β-グルカンと同等のアラビノキシランを添加した場合、腸内発酵

の増加を介して血糖値の応答にも変動を及ぼす可能性が考えられた。 

ここで、大麦の摂取による食後血糖値上昇の抑制メカニズムとして、大麦の摂取直後（フ

ァーストミール＝食後血糖応答試験）と摂取数時間後の食事（セカンドミール＝耐糖能試験）

での血糖値上昇抑制のメカニズムは異なると推測した。ファーストミール は食物繊維の粘

性による栄養素の吸収遅延効果が寄与すると考えられる。一方で、セカンドミールはそれと

は異なり、摂取数時間後に水溶性食物繊維が腸内で発酵し、SCFAsが増加することによって

GLP-1分泌が亢進し、膵臓からのインスリン分泌を誘導することで食後高血糖を抑制するこ

とが主なメカニズムであると推定されている(56)。しかしながらセカンドミール効果につ

いては、現在までのところほとんどの研究がヒトを対象としたものであり、大麦の摂取後の

セカンドミールにおける腸管内の代謝物、GLP-1分泌、遺伝子発現の変動について詳細に検

討した研究はない。さらに 3章の結果より、大麦アラビノキシランも腸内細菌によって発酵

を受ける事が明らかとなったことから、β-グルカンとアラビノキシランのどちらがセカン

ドミール効果に寄与しているかは不明である。そこで第 4 章では bgl を希アルカリ処理し

て大麦よりアラビノキシランを抽出し、β-グルカン抽出物と共に C57BL/6J マウスに同濃

度で単回投与した。同濃度の比較により、前章で考察した bgl中の食物繊維量が少なかった

可能性を排除した。以上より、アラビノキシラン、β-グルカンのファーストミール、セカ

ンドミール時の血糖値上昇への影響と作用機序を明らかにすることを目的に検討を行った。 

 

第 2節：実験方法 

4-2-1：実験試料の調整 

大麦β-グルカン抽出物（BG）は、Megazyme Ltd（Bray, Ireland）から購入した（BGの平

均分子量は約 500kDa）。アラビノキシラン抽出物（AX）は、bglのヘミセルロース B画分を

過去の文献に従って抽出することによって調製した(57)。具体的には bgl をグルコアミラ

ーゼ溶液で抽出し、澱粉を除去した後、0.5N 水酸化ナトリウム溶液で抽出した。その後、

溶液を中和し、透析し、トリクロロ酢酸の添加によりタンパク質を除去した。エタノール残
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渣を凍結乾燥し、アラビノキシラン画分を得た。BGおよび AXの総食物繊維含量は、以前の

文献(58)を参考に定量したところ、それぞれ 94%および 78%であった。 

 

4-2-2：実験動物 

 試験 1、2 ともに雄の 8 週齢の C57BL/6J マウスを用いた。C57BL/6J マウスは株式会社チ

ャールズリバーラボラトリーズジャパンより購入した。 

 

4-2-3：飼育方法（試験 1） 

 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。

BG または AX と水溶性デンプンを蒸留水に懸濁した溶液をマウスに投与してファーストミ

ールでの血糖値変動を確認した（Table 3-1）。水溶性食物繊維を加えると高粘度になるた

め、食物繊維以外の炭水化物は、溶液中のデンプンが 20％になるように調整した。BGと AX

は、食物繊維の総量が 2％になるように添加した。次に、腸内発酵の効果を確認するために、

セカンドミール試験を実施した。マウスに大麦食物繊維抽出物を含む 20%デンプン溶液をフ

ァーストミールとして経口投与した（1.5g/kg 体重）。その後、6時間絶食させ、20%デンプ

ン溶液を投与し血糖値変動を確認した。ファーストミール、セカンドミール共に溶液投与後

0（空腹時）、15、30、60、120分に尾部から採血を行い、血糖値を測定した。 

 

4-2-4：飼育方法（試験 2） 

食物繊維抽出物（BG または AX）を含むデンプン溶液を 1.5 g/kg 体重としてマウスに与

え、6 時間絶食させた。イソフルラン/CO2麻酔で安楽死させる 30分前に 20%グルコース溶液

（1.5g/kg体重）をマウスに投与した。血清はマウスの門脈と心臓から直ちに採取した。盲

腸と回腸の内容物を採取し、分析まで-30℃で保存した。回腸、盲腸、結腸の組織は一部を

採取し、RNAlater RNA Stabilization Reagentを 1ml入れ、分析に供するまで-80℃で保存

した。 

 

4-2-5：生化学分析（試験 2） 

門脈および心臓から採取した血清中の GLP-1 およびインスリン濃度を、それぞれ ELISA 法

にて 2章と同様の方法及び試薬を用いて測定した。 

 

4-2-6：短鎖脂肪酸（SCFAs）の分析（試験 2） 

2章と同様の方法で、回腸及び盲腸内容物中の SCFAs濃度を測定した。 
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4-2-7：腸管内容物中の単糖分析（試験 2） 

回腸および盲腸の内容物を硫酸により酸分解し、単糖類を抽出した。その後中和したサン

プルを過去の研究に基づき、誘導体化した後、GC/MSで単糖類の組成を分析した(59)。 

 

4-2-8：L細胞機能、GLP-1分泌に関連する mRNA発現量(Real-timePCR)（試験 2) 

2章と同様の方法で、回腸、盲腸、結腸の TotalRNAから cDNAを合成したのち、対照群と

BG、AX 群における L 細胞機能と GLP-1 分泌に関連する mRNA の相対発現量を比較した。 

 

4-2-9：統計解析 

データは平均値±標準誤差(SE)で示した。実験群間の各パラメータの有意差は、対照群と

の比較を行う Dunnett の多重比較検定により判定した。データが正規分布でない場合は、

Steel検定を行った。p <0.05を有意とした。 

 

第 3節：実験結果 

 

4-3-1：ファーストミール及びセカンドミールの血糖値変動（試験 1） 

ファーストミールにおいて、投与 30 分後の血糖値は、BG 群が Ctrl 群に比べ有意に低か

った（Figure 3-1a）。iAUCも BG群が Ctrl群に比べ有意に低かった（Figure 3-1b）。セカ

ンドミール時の 30分後の血糖値は、AX群が Ctrl 群に比べ有意に低下した（Figure 3-1c）。

BG 群でも Ctrl 群と比較して 30 分後の血糖値が低下傾向（p=0.07）を示した（Figure 3-

1d）。iAUCは BG群および AX群で Ctrl群と比較して有意に低下した（Figure 3-1d）。 

 

4-3-2： セカンドミール時の GLP-1、インスリン濃度（試験 2） 

セカンドミール時における盲腸重量は、各群で有意な差は認められなかった（Figure 3-

2a）。回腸内容物重量は、Ctrl群と比較して AX 群で増加する傾向があった（p = 0.07、Figure 

3-2b）。血清インスリン濃度および総 GLP-1濃度には、各群間に有意差はなかった。しかし、

門脈の総 GLP-1 濃度は、Ctrl 群と比較して BG 群で有意に増加し、AX 群では増加傾向を示

した（p = 0.07、Figure 3-2c-e）。 

 

4-3-3： セカンドミール時の腸管内の代謝産物（試験 2） 

セカンドミール時において、回腸内容物の酢酸および総 SCFAs 濃度は、Ctrl 群に比べ 

AX 群で増加傾向を示した（Figure 3-3a-d）。さらに、盲腸の酢酸濃度は、Ctrl群に比べ AX

群で有意に増加した（Figure 3-3e）。プロピオン酸の濃度は各群で有意ではなかった（Figure 

3-3f）。酪酸の濃度は、Ctrl群と比較して BG群で増加傾向を示した（Figure 3-3g）。さら
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に、総 SCFAsの濃度は、Ctrl群と比較して、AX群で有意に増加した(Figure 3-3h）。また、

マウスの回腸および盲腸内容物に残存する水溶性食物繊維抽出物の量を分析した。回腸内

容物では、Ctrl群では未消化の飼料由来のグルコースが観察されたが、BG群ではグルコー

スの量が増加していたことから、未消化のβ-グルカンが残存していることが明らかとなっ

た（Figure 3-3i）。AX群ではアラビノキシラン画分であるアラビノースとキシロースが確

認された（Figure 3-3i）。盲腸内容物については、BG群でのみグルコースが確認され、未

消化のβ-グルカンと判断した（Figure 3-3j）。 

 

4-3-4： セカンドミール時の腸管内の L細胞分化に関わる mRNA発現量（試験 2） 

AX 群では、回腸における Ngn3、Pgcg の mRNA 発現量が Ctrl 群に比べ有意に上昇した

（Figure 3-4a-c）。同様に、BG群では Ngn3の発現が有意に上昇した（Figure 3-4b）。Pc1/3

および Gpr43には有意差は認められなかった（Figure 3-4d-e）。盲腸では、NeuroDと Pgcg

は各群で差がなかった（Figure 3-4f-h）。Ngn3と Pc1/3の mRNA発現量は AX群で Ctrl群と

比較して有意に上昇した（Figure 3-4g-i）。Gpr43の mRNA発現量は BG 群では Ctrl群に比

較して有意に上昇した（Figure 3-4j）。大腸では、Neuro D、Pc1/3、Gpr43の発現量に各群

で有意差はなかった（Figure 3-4j、m、n）。ngn3 の mRNA発現量は、Ctrl群と比較して、BG

群および AX群で有意に上昇した（Figure 3-4k）。同様に、Pgcgの発現量は、Ctrl群と比較

して BG群で有意に上昇した（Figure 3-4i）。 

 

第 4節：考察 

第 4 章では、大麦由来の水溶性食物繊維抽出物を単回投与した際のセカンドミール効果

およびその基礎的なメカニズムについて検討した。その結果、マウスにおいて大麦由来水溶

性食物繊維の抽出物の投与によるセカンドミール効果が初めて証明された。さらにセカン

ドミール時の血糖値上昇抑制効果は、腸管でのβ-グルカン、アラビノキシランの発酵とそ

れに伴う SCFAsの生成を介した GLP-1の分泌に起因するものであることが明らかとなった。 

実験 1 では、BG 単回投与でファーストミールの血糖値上昇が抑制されることが確認され

た。一方、β-グルカンを含まない AXは、初回食事時の血糖値上昇を抑制する効果がなかっ

た。この結果は、β-グルカンが腸管内容物の粘性を高めることによる効果に起因すると示

唆された。β-グルカンは水中で粘性のある懸濁液を生成し、消化管への栄養素の吸収を遅

らせる(60)。Regand らは、オート麦β-グルカンを含む様々な加工食品を摂取した後の血糖

値を測定した。その結果、粘度の高いお粥やグラノーラが最も血糖値のピークを抑制する効

果があることを示した(61)。過去の研究では、β-グルカンの血糖コントロール効果には、

粘度よりも分子量と用量が重要であると報告されている(62)。本研究で用いたβ-グルカン

抽出物は高分子量（約 500kDa）であった。したがって、粘度の上昇と高分子量により、血糖
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コントロールが改善された可能性がある。本研究の結果は、これらの既報と一致する。した

がって、水溶性食物繊維の粘性の程度がファーストミールに影響することが示唆された。ま

た今回の結果から、BG のセカンドミール効果も確認された。さらに、βグルカンと同様に

アラビノキシランを摂取した場合にもセカンドミール効果が確認された。したがって、セカ

ンドミールの効果は、ファーストミールの効果をもたらすメカニズムとは異なる可能性が

高く、腸管内容物の粘性上昇とは無関係であることが示唆された。実際、健常者を対象とし

た過去の介入研究において、大麦から抽出した低粘度β-グルカンを含む飲料は、セカンド

ミールでの食後グルコースを低下させるが、ファーストミールでは低下しなかったという

報告がある(63)。また、大麦アラビノキシランの糖代謝への影響について検討した研究はほ

とんどない。大麦由来のアラビノキシランの摂取についてセカンドミール効果があること

を実証したのは本研究が初めてである。健康な被験者に小麦アラビノキシラン抽出物を含

むパンを摂取させた臨床研究では、アラビノキシラン含有パン摂取後の次の食事（標準食）

後 3 時間における血糖値反応の低下とインスリン感受性の改善が報告されている。これら

の知見は、使用した穀物が異なるものの、本研究の知見と一致している(64)。実験 2では、

BG の摂取により、セカンドミール時の門脈の総 GLP-1 濃度が上昇することが確認された。

また、AX 群においても同様の傾向が認められた。さらに、腸管における SCFAs の濃度変動

が観察された。成人 20名に大麦または小麦のパンを 3日間摂取させた過去の臨床試験では、

4 日目の朝食後に血糖値上昇が抑制され、血中の GLP-1および SCFAs濃度が上昇したと報告

されている(65)。動物モデルではあるが本研究はこれらの知見と一致する。さらに、AX の

摂取は、回腸における Ngn3、Neuro D、Pgcgの発現を増加させた。NeuroDと Ngn3はともに

腸内分泌細胞に発現し、L 細胞の分化に関与している(66,67)。BG の摂取は、Gpr43 の発現

も増加させた。さらに、大腸では、BG摂取に伴い、Ngn3および Pgcgの mRNA発現量が上昇

することが確認された。したがって、大麦摂取によるセカンドミール効果は、L細胞への刺

激を介した GLP-1分泌の上昇によってもたらされることが示唆された。本研究では、β-グ

ルカン抽出物の単回投与でも腸内遺伝子の発現が変化することを明らかにした。NCI-H716

腸管細胞を用いた先行研究では、0.5%のβ-グルカン含有入り溶液に曝露した 24時間後に、

脂肪生成に関連する遺伝子の発現が変化することが報告されている(68)。 これらの報告は、

水溶性食物繊維の投与が短時間で遺伝子発現に影響を与えることを示唆している。さらに、

本結果は、AXと BGの粘度の違いから生じる発酵部位に差異があることを示唆した。実際に

回腸の SCFAs濃度は AX群でのみ増加した。一方、盲腸の SCFAsレベルの増加は、AX群およ

び BG群の両方で観察された。同様に、Ngn3および Pgcgの mRNA発現レベルは、AX群では回

腸で、BG 群では結腸で上昇した。さらに、回腸では BG と AX の繊維が残っていたが、盲腸

では BGのみが残っていた。このことから、腸内細菌が回腸で AXを、盲腸や大腸で BGを発

酵させて SCFA 産生を促進し、GLP-1 分泌を誘導していることが示唆された。また、未消化
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の糖質は BG と AX による水溶性ゲル形成により L 細胞を直接刺激する可能性がある。セカ

ンドミール時の血糖値上昇抑制効果が AX に比べてやや BG で低いのは、BG がすべて発酵部

位に到達していないためであると考えられる。以前の研究では、発酵特性（発酵速度および

SCFAs プロファイル）が繊維によって異なることが示唆された(69)。大麦と小麦の AX の基

本構造は似ているが、大麦由来の AXはアラビノース側鎖の割合が高く、より高分岐である

(70)。さらに、抽出方法や試験設計の違いも結果の違いにつながる可能性がある。今後、大

麦 BGと AXの発酵時間や発酵特性の詳細について検討する必要がある。 

 4章のまとめとして、大麦β-グルカンの単回投与によるファーストとセカンドミール効

果および大麦アラビノキシランによるセカンドミール効果が実証された。大麦由来のアラ

ビノキシランとβ-グルカンは、分解する腸内細菌が異なることや、それらの棲息部位の違

いなどから、腸内の異なる部位で発酵している可能性がある。そのため、SCFAs産生および

GLP-1分泌に関連する遺伝子の mRNA発現は、アラビノキシランでは主に回腸で、β-グルカ

ンでは主に盲腸で増加した。これらの変化により GLP-1濃度が上昇したことで、セカンドミ

ールの血糖値低下に寄与した可能性が示唆された。 
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Table 3-1 

Table 3-1：大麦由来水溶性食物繊維抽出物を添加した澱粉液の組成 

 (%) Ctrl BG AX 

Distilled water 80.0 78.0 78.0 

Soluble starch 20.0 20.0 20.0 

BG - 2.1 - 

AX - - 2.6 

Total starch (%) 20.0 20.0 20.0 

Total dietary fiber (%) 0.0 2.0 2.0 

Abbreviations: Ctrl: control group, BG: extract of β-glucan derived from barley, AX: extract of β-glucan derived from barley. 

Total dietary fiber, BG：94％, AX：78％. 
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Figure 3-1～3-4 

Figure 3-1 

 

(a) 大麦由来の水溶性食物繊維抽出物を含む澱粉溶液を単回投与後の血糖値および(b) iAUC (n=5-6)。 

(c）大麦由来の水溶性食物繊維抽出物を単回投与後、6時間後のセカンドミール（20%澱粉溶液）の血糖値と（d）iAUC（n=7-8）。 

データは Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、対照（Ctrl）群との有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 
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Figure 3-2 

 

(a)セカンドミール時における各マウスの盲腸内容物および回腸内容物の重量。 

(c) セカンドミール時の各マウスの血清インスリン濃度。(d-e) セカンドミール時の血清および門脈の GLP-1濃度 

データは Mean ± SEで示した（n=6）。図中の上付き文字は、対照（Ctrl）群との有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 
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Figure 3-3 

 

(a) セカンドミール時における各実験群の回腸内容物の酢酸、(b) プロピオン酸、(c) 酪酸および (d) 総 SCFAs濃度。 

(e) セカンドミール時の盲腸内容物における酢酸、(f) プロピオン酸、(g) 酪酸、(h) 総 SCFAs濃度。 

(i) セカンドミール時の回腸内容物および(j)盲腸内容物における残存した単糖量。 

データは Mean ± SEで示した（a-h、n=6）。図中の上付き文字は、対照（Ctrl）群との有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01） 
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Figure 3-4 

 

各実験群の回腸（a-e）、盲腸（f-j）、結腸（k-o）におけるセカンドミール時の GLP-1分泌および L細胞機能に関連する mRNA発現量。 

データは Mean ± SEで示した（a-h、n=6）。図中の上付き文字は、対照（Ctrl）群との有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。
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第 5 章：C57BL/6J マウスにおける大麦粉の摂取が生体内での胆汁酸

組成に及ぼす影響 

 

第 1節：概略 

一般的に大麦のような食物繊維を多い食品を摂取すると腸内で嵩が増す事により、排便

量が増加する事が言われている。さらに胆汁酸（BA）や脂質を含む糞の排便が促進される事

で、肝臓では BA合成が増加し、結果としてコレステロール低下が促進されると考えられて

いる(71)。その一方で、我々は過去の検討において、マウスに大麦を含む高脂肪食を 12週

間摂取させると糞中排泄量は変わらず、BA合成の律速酵素である Cytochrome P450 Family 

7 Subfamily B Member 1(Cyp7a1)の発現量が有意に減少していたが、肝臓、血中脂質は低下

した(23)。この結果は筆者及び筆者が所属する研究室の別の研究でも確認されており(29、

71)、高脂肪食のような脂質が多い食事と共に大麦を摂取すると、BA合成の増加を大麦が逆

に抑制している可能性が示唆された。これらの結果を踏まえると、BA 分泌が亢進している

高脂肪環境下においては、大麦の摂取による脂質低下作用は既存のメカニズムと異なる可

能性がある。しかしながら、これまでの研究では BA含量は糞便や盲腸など、殆ど局所的に

しか測定されておらず、かつ組成まで調べた文献は多くないことから不明な点も多い。消化

管の部位によって発酵する代謝産物や BA含量は異なると考えられることから、上記の結果

を証明するにはまずは BAの動態を確認する必要がある。そこで第 5章では上記作用を確認

する為、第 2章で使用した C57BL/6Jモデルマウスを用いて、大麦の摂取による消化管内で

の BA動態の変化を把握することを目的とした。 

 

第 2節：実験方法 

5-2-1：実験試料の調整 

 2章と同様の BFを用いた。 

 

5-2-2：実験動物 

 2章で使用した雄の 4週齢の C57BL/6Jマウスを用いた。 

 

5-2-3：実験飼料 

 実験飼料は 2章と同様である。 

 

5-2-4：飼育方法（動物実験） 

 飼育方法は 2章と同様である。 
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5-2-5：動物解剖とサンプル採取 

  解剖方法およびサンプル採取方法は 2章と同様である。 

 

5-2-6：胆汁酸分析 

 回腸、盲腸、糞便中の BA 濃度を過去の文献(73)を参考に、5～10mg の内容物を採取して

有機溶媒及び誘導体化試薬を用いて抽出し、GC/MSにて定量分析した。定量は各胆汁酸の標

準品 100μM のコール酸（CA）、ケノデオキシコール酸（CDCA）、デオキシコール酸（DCA）、

リトコール酸（LCA）、総ミュリコール酸（MCA）の標準品のピーク面積を元にして各サンプ

ルの BA 含量を定量した。血中、門脈中の総 BA濃度は酵素法にて測定した。 

 

5-2-7：血清、肝臓脂質分析 

マウス血清中の総コレステロール及びトリグリセリド濃度を酵素法（コレステロール E-

テストワコー、トリグリセリド E-テストワコー、富士フィルム和光純薬社）にて分析した。

肝臓及び糞は凍結乾燥後粉砕し、Folch法にて脂質を抽出した後血清脂質の分析と同様の試

薬を用いて酵素法にてトリグリセリド濃度及び総コレステロール濃度を測定した。糞中の

総脂質量は、恒量を求めたアルミカップに抽出液を入れホットプレート上で溶媒を蒸発さ

せた後、105℃で 1時間以上加熱し、デシケーターで放熱後重量を測定して算出した。 

  

5-2-8：脂質代謝、胆汁酸代謝に関わる mRNA 発現量(Real-time PCR)  

 2章と同様の方法で、肝臓と回腸から Total RNAを抽出した後、cDNAを混合し、肝臓脂質

代謝、BA代謝に関するプライマー配列（Table 4-1）と PowerUp SYBR Green Master Mixを

用いて Applied Biosystems Quant3 Real-Time PCR System によるリアルタイム PCRにより

増幅させた。mRNAの発現解析には、2～4章と同様に、2-ΔΔCT法を使用した。参照遺伝子と

して 36B4 を用い、算出したΔCT 値を比較した。次に、各プライマーに添加した cDNA 溶液

について、HC群と HB 群のΔCTを差としてのΔΔCTを算出した。相対発現量は、HC群に対

する fold changeで示した。 

 

5-2-9：メタボローム分析 

血清、門脈中の代謝産物をキャピラリー電気泳動質量分析計（CE-MS）を用いたメタボロ

ーム分析にて確認した。分析はヒューマンメタボロームテクノロジーズに依頼した。それぞ

れ HC群、HB群のマウスの血清、門脈血をプールし、分析を行った。 

 

5-2-10：統計解析 

 各パラメータについて、データが正規分布に基づいている場合は Student's t-testを用
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いた。正規分布が確認できない場合は，Wilcoxon検定を用いた。 

 

第 3節：実験結果 

 

5-3-1：血清、肝臓、糞中脂質含量 

 血清、肝臓、糞中脂質含量の結果を Table 4-2に示した。HC群と比較して血清中の総コ

レステロールが HB群で有意に低下した。一方血清トリグリセリド含量は有意に高値を示し

た.肝臓脂質量に有意差は見られなかったが、一貫して HB群で低値を示した.糞中総脂質量

は有意差が見られなかった。 

 

5-3-2：各組織内の胆汁酸含量 

 各臓器辺りの BA含量を Figure 4-1～4-4に示した。回腸内容物の BA含量（Figure 4-1）

は変動が大きかったが、HCと比較して HBでは MCAが有意に低かった。また、有意差はつか

ないものの総 BA含量が HB群では低値を示した（p = 0.11)。盲腸内容物中の BA濃度（Figure 

4-2）は HCと比較して HB群では CA、 MCA含量が有意に低く、一次 BA(CA、MCA)の割合が有

意に低下した。一方で二次 BAである DCA、LCAは HB群で有意に増加し、二次 BA量(DCA+LCA)

の割合は増加傾向にあった（P <0.1）。また総 BA含量は HB群で有意に減少した。糞中の BA

濃度（Figure 4-3）は殆ど盲腸と同じ挙動を示し、HCと比較して HB群では CA、 MCA含量

が有意に低下し、一次 BA(CA、MCA)含量は有意に低下した。一方で DCA、LCAは HB群で有意

に増加し、二次 BAの割合(DCA+LCA)もまた有意に増加した。また総 BA含量は減少した。血

中の総 BA量に各群有意な差はなかったが（Figure 4-4A）、門脈中の総 BA量は Hb群で有意

に増加した（Figure 4-4B）。 

 

5-3-3：脂質代謝に関わる遺伝子の mRNA発現量 

肝臓における脂質代謝に関わる mRNAの発現量を Figure 4-5に示した。HC群と比較して、

fatty acids synthase (Fas)、sterol regulatory element-binding protein 2 (Srebp2)、

HMGCoA reductaseの mRNA発現量が HB群で有意に低下した。lipoprotein lipase (Lpl)の

mRNA発現量は有意差はないものの、HB群で低値傾向を示した(p = 0.05)。 

 

5-3-4：胆汁酸代謝に関わる遺伝子の mRNA 発現量 

肝臓、回腸における BA代謝に関わる mRNA発現量を Figure 4-6に示した。Fxrの発現量

は HC群と比較して HB群で有意に増加した(Figure 4-6A)。また Fxrによって調節を受ける

Bile salt export pump（Bsep）の発現量も有意に増加した。さらに BA合成の律速酵素であ

る Cyp7a1は HB群で有意に減少した。回腸では、BA輸送に関わる ileal bile-acid binding 
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protein (Ibabp)の mRNA発現量が HB群で有意に増加した(Figure 4-6B)。 

 

5-3-5：メタボローム分析結果 

 血中及び門脈中のメタボローム分析結果を Figure 4-7に示す。HB群で増加、あるいは減

少した上位 10種の代謝産物を示した。血中では HB群で、AMP、コール酸、タウロコール酸

などの BAが増加していた。門脈中でもコール酸、AMP、ADPが増加した。一方で、血清では

3-ホスホグリセリン酸、ジヒドロキシアセトンリン酸が減少した。門脈ではアスコルビン酸、

コリン、グルコース 6リン酸、尿酸、グリシンが減少した。 

 

第 4節：考察 

第 5章では第 2章で使用した C57BL/6Jモデルマウスを用いて、大麦の摂取による消化管

内での BA 動態を把握することを目的とした。結果として、高脂肪環境下における BF の摂

取によって腸肝循環が促進されるとともに、二次 BA代謝が亢進することが示唆された。さ

らに肝臓では BAの調節因子である Fxrの発現量が増加し、Fxrによって調節を受ける Cyp7a1

ならびに脂質合成に関わる Srebp2 や Fas の mRNA 発現量は有意に低下した。さらにメタボ

ローム分析の結果より、血中、門脈中で AMPや BAが増加していたことから、大麦の摂取に

よる BA 組成が変化することで、腸肝循環による Fxr 経路の活性化と、二次 BA が増加する

ことによる BA受容体 Tgr5が活性化している可能性が示唆された。 

回腸内容物では MCA が HC 群と比較して HB 群で有意に低下していた。また、個体差が多

く各群間に有意差は見られなかったが、一次 BA、総 BA含量は HB群で低値を示した。MCAは

一次 BA である CDCA から肝臓で代謝される事で産生されるマウス特異的な BA であり(74)、

CA と共に消化管上部に多く存在している。その機能性については未だ不明な点も多いが、

以前に無菌マウスと通常のマウスを用いた研究において、腸内細菌の存在下では Fxr の抑

制物質であるタウロ-β-MCA が低下するため、結果として肝臓中の Fxr が活性化し Cyp7a1

発現を低下させ、BA のプールサイズを減少させる事が示されている(75)。本研究における

Fxrの mRNA発現量は HB群で有意に増加し、Cyp7a1は HB群で有意に低下した事から、大麦

の摂取に伴い腸内細菌叢に変動が生じ、CA、MCA 産生の抑制に影響を与えた可能性がある。

盲腸と糞便中の BAは似た傾向が見られ、どちらも一次 BAである CA、CDCA、MCAが HB群で

減少した一方で、二次 BAである LCA、DCAが増加した。これらの結果は腸管循環を逃れた一

次 BA が盲腸以降で腸内細菌によって代謝を受け、二次 BA に変換されたことを示唆してい

る。特に CA はコレステロール吸収能が高く、HB 群による CA や MCA の低下は消化管でのコ

レステロールの過度な吸収を阻害している可能性がある。一方で、HB 群で有意に増加した

LCAや DCAは殺菌作用があるとともに、過度な蓄積は肝不全の原因物質となる事が報告され

ている(76)。しかしながら、マウスに生理的濃度で LCA や DCA を添加すると肝臓内のトリ
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グリセリドや血糖値を改善すると報告した研究もあり(77)、未だ議論すべき点は多い。本研

究で用いたマウスには肝臓がんなどの症状は見られず、肝臓中の脂質や肝臓重量は HB群で

低値を示していた事から、本研究の大麦の摂取による二次 BAの増加は生理的濃度内である

と考えられた。 

盲腸と糞便中の HB 群の総 BA 含量は有意に減少した。これまで、大麦などの食物繊維は

BA に吸着して糞便排泄量を促進する事が言われていたが、逆の結果となった。加えて、回

腸では BA の取り込みと細胞内輸送を促進する Ibabp の mRNA 発現量が HB 群で増加してお

り、HC群と比べて BA が肝臓に再吸収されている事が示唆された。これはメタボローム分析

による結果でも血中、門脈中のコール酸が増加していたことからも確認できる。また HB群

において肝臓中の Cyp7a1 の mRNA 発現量が低下したことから、高脂肪環境下で大麦を摂取

すると BAの腸肝循環が促進し、胆汁酸合成量を調整している可能性が示唆された。大麦β-

グルカンを添加した高脂肪食を与えたハムスターを用いた先行研究では、8g/100g の大麦

β-グルカンの摂取により糞便中の総ステロール濃度が上昇し、血中脂質濃度が有意に減少

したことが報告されている。しかし、2g/100gのβ-グルカンを摂取させたハムスターでは、

この効果は見られなかった(78)。さらにオーツ麦β-グルカンを与えたマウスを使った別の

研究では、分子量（1450-371kDa）と胆汁酸の吸着能に関係なく、コレステロール低下作用

が見られた(79)。しかし、この実験では高濃度（実験食の 8.3％のβグルカン）の濃縮β-

グルカンを使用したものである。したがって、水溶性食物繊維の摂取が糞便中の脂質排泄に

及ぼす影響は、過剰摂取による可能性がある。また、本検討では水溶性食物繊維の抽出物で

はなく、β-グルカンを豊富に含む大麦粉を使用した。大麦粉はデンプンの周りの細胞壁に

食物繊維が存在するため、胆汁酸へのβ-グルカンの吸着能に差異が生じた可能性も考えら

れる。以上のことから、HB群では、β-グルカンが脂質を小腸下部や盲腸に運ぶが、生理的

濃度の摂取量であったために、糞中までは運ばれず、上記部位で脂質の吸収が生じた可能性

が考えられる。したがって、糞中の脂質排泄量も対照群と同程度であった可能性が示唆され

た。 

BAの受容体である Tgr5は腸管では L細胞に存在しており、cAMPの増加、並びに GLP-1分

泌を促すことが示唆されている。本研究では Tgr5の mRNA発現量は HB群で有意に増加した。

また、Tgr5 は LCA や DCA によって強く活性化する事が知られており(80)、盲腸～結腸で増

加した LCAや DCAが Tgr5を活性化させ、その後シグナル伝達に影響を与えた可能性がある。

過去に 2型糖尿病モデルマウスを用いた研究では Tgr5のアゴニスト化合物を与えると Tgr5

が活性化し、耐糖能、空腹時血糖値が改善された(81)。これらの事から大麦を摂取した事に

よる LCAや DCAの増加を介した Tgr5の活性化が生体内での代謝改善に寄与している可能性

が考えられた。 
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Table 4-1～4-2 

Table 4-1：real time PCR用プライマー配列 

 gene symbol Forward Reverse 

Acox 5’-CAGCGTTACGAGGTGGCTGTTA-3’ 5’-AATCCCCTCCTGCAACTTCT-3’ 

Dgat1 5’-GCTGAGTCTGTCACCTACTTTTGG-3’ 5’-AGGCTTGTAGAAGTGTCTGATGCA-3’ 

Dgat2 5’-CTGGCTGATAGCRGTGCTCTACTT-3’ 5’-CGATCTCTCTGCCACCTTTCTTT-3’ 

Fas 5’-CCTGGATAGCATTCCGAACCT-3’ 5’-AGCACATCTCGAAGGCTACACA-3’ 

Hmgcoar 5'-CCAAGGTGGTGAGAGAGGTGTT-3 5'- CGTCAACCATAGCTTCCGTAGTT-3' 

Lpl 5'-AGGGCTCTGCCTGAGTTGTA-3' 5'-AGAAATCTCGAAGGCCTGGT-3' 

Pparα 5'- AGGAAGCCGTTCTGTGACAT-3' 5'-AATCCCCTCCTGCAACTTCT-3' 

Srebp1c 5'-GGCACTAAGTGCCCTCAACCT-3' 5'-GCCACATAGATCTCTGCCAGTGT-3' 

Srebp2 5’-GACCCGCTCTCGAATCCTCTTATGTG-3’ 5’—GTTTGTAGGTTGGCAGCAGCA-3’ 

Bsep 5’—CTGCCAAGGATGCTAATGCA-3’ 5’—CGATGGCTACCCTTTGCTTCT -3’ 

Cyp7a1 5’—CTGATCCGTCTACGCATGTTTC-3’ 5’—CAGGAATGGTGTTTGCTTGAGA-3’ 

Cyp7b1 5'- TAGCCCTCTTTCCTCCACTCATA -3' 5'-GAACCGATCGAACCTAAATTCCT-3' 

Fxr 5’—TCCAGGGTTTCAGACACTGG-3’ 5’—GCCGAACGAAGAAACATGG-3’ 

Mrp3 5’—TCCCACTTTTCGGAGACAGTAAC-3’ 5’—ACTGAGGACCTTGAAGTCTTGGA -3’ 

Shp 5’—CGATCCTCTTCAACCCAGATG -3’ 5’—AGGGCTCCAAGACTTCACACA -3’ 
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Ibabp 5’—CAGGAGACGTGATTGAAAGGG-3’ 5’—GCCCCCAGAGTAAGACTGGG-3’ 

Ibat 5’—ACCACTTGCTCCACACTGCTT-3’ 5’—CGTTCCTGAGTCAACCCACAT-3’ 

Ostα 5’—TGTTCCAGGTGCTTGTCATCC-3’ 5’—CCACTGTTAGCCAAGATGGAGAA-3’ 

Ostβ 5’—GATGCGGCTCCTTGGAATTA-3’ 5’—GGAGGAACATGCTTGTCATGAC -3’ 

Reference   

36B4 5'-GGCCCTGCACTCTCGCTTTC-3 5'-TGCCAGGACGCGCTTGT-3' 
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Table 4-2：血中、肝臓のコレステロール、トリグリセリド濃度 

 Control diet Barley diet p-values 

Serum 

Cholesterol (mmol/L) 12.69 ± 0.69 8.61 ± 0.36  < 0.001 

Triglyceride (mmol/L) 6.20 ± 0.52 7.67 ± 0.47 < 0.05 

Liver and feces  

Liver cholesterol (mmol/g liver) 0.03 ± 0.01 0.02 ± 0.01 0.19 

Liver cholesterol (mmol/liver) 0.05 ± 0.01 0.03 ± 0.01 0.12 

Liver triglyceride (mmol/g liver) 0.44 ± 0.08 0.29 ± 0.03 0.14 

Liver triglyceride (mmol/liver) 0.27 ± 0.03 0.22 ± 0.02 0.11 

Total fat output（mg/day） 8.83 ± 1.08 8.25 ± 1.01 0.79 

結果は Mean ± SEで示した(n=8)。 

Abbreviations: HC, control group; HB, barley group. 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 

 

Figure 4-1～4-7 

Figure 4-1 

 

 

 

回腸内容物中の胆汁酸濃度。 

結果は Mean ± SEで示した。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 4-2 

 

 

盲腸内容物中の胆汁酸濃度。 

結果は Mean ± SEで示した。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（†p = 0.06, *p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 4-3 

 

 

糞中の胆汁酸濃度。 

結果は Mean ± SEで示した。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（†p = 0.06, *p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 4-4 

 

 

血中（A）及び門脈血中（B）の総胆汁酸濃度。 

結果は Mean ± SEで示した。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  

 

 

 

 

 



75 

 

Figure 4-5 

 

 

肝臓の脂質合成に関連する遺伝子の mRNA発現量。 

結果は Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 
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Figure 4-6 

 

 

肝臓（A）及び回腸（B）の胆汁酸調整（輸送、合成、排泄）に関連する遺伝子の mRNA発現量。 

結果は Mean ± SEで示した。図中の上付き文字は、実験群間の有意差を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 
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Figure 4-7 

 

血清（A）及び門脈（B）のメタボローム分析結果。 

結果は HB群で増加、あるいは減少した代謝産物の上位 10産物を示した。 

縦軸は抽出された代謝産物を示し、横軸は HC群と比較した HB群の代謝産物の存在量を Fold-change（Log2変換）で示した。 
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第 6章：抗生物質を投与し腸内細菌活性を低下させた C57BL/6Jマウ

スにおける大麦粉の摂取による胆汁酸組成の変動を介した脂質代謝

への影響 

 

第 1節：概略 

 第 5章の結果より、高脂肪食の BFの摂取によって腸管循環が促進されるとともに、二次

BA 代謝が亢進することが示唆された。さらに肝臓では BA の核内受容体で調節因子である

Fxrの発現量が増加し、Fxrによって調節を受ける Cyp7a1ならびに脂質合成に関わる Srebp2、

Dgat1の mRNA発現量は有意に低下した。Fxrは BAの流入によって活性化する事から、高脂

肪食環境下において大麦の摂取により肝臓内に BA が蓄積し、Fxr シグナルが活性化した事

が考えられる。これらの事から、高脂肪食での大麦摂取による肝臓・血清脂質蓄積の抑制作

用は、腸および肝臓の Fxr活性化を介した BA シグナルの変動による可能性がある。その一

方で、メタボローム分析結果より、HC 群と比較して HB 群の血中では AMP が 7～8 倍、門脈

血では 1.8倍増加していた。生体内で AMPが増加すると様々なシグナルに影響を与えるが、

肝臓では AMP-activated protein kinase(AMPK)シグナルが活性化する事が知られている。

AMPK は全身のエネルギー代謝の調節に関わり、脂肪蓄積を抑制する作用もある。過去の報

告では、大麦を含む高脂肪食を C57BL/6Jマウスに摂取させると AMPKが活性化され、Srebp1c

や Fasの発現が減少することが示されている(82)。肥満マウス（レプチン受容体欠損）にお

いても大麦粉の摂取によって同様の作用が報告されている(83)。ここで、腸内における BA

の受容体 Tgr5は二次 BAによって活性化され、細胞内の cAMP濃度を増加させる。これらの

事から二次 BAの増加による Tgr5の活性化を介した AMPの増加による AMPKの活性化を介し

た脂質合成の蓄積抑制作用も否定できない。 

以上の事より、大麦粉の摂取による脂質の蓄積抑制作用は BAの変動を介した Fxrシグナ

ル、AMPK シグナルの活性化が寄与していると仮説を立てた。そこで第 6 章では抗生物質の

投与により腸内活性を著しく低下させ、腸内での BA代謝を抑制するモデルマウスを用いて

Fxr、 Tgr5-AMPKシグナルへの影響を確認する事を目的とした。 

 

第 2節：実験方法 

6-2-1：実験試料の調整 

 2章と同様である。 

 

6-2-2：実験動物 

 雄の 4週齢の C57BL/6Jマウスを用いた。予備飼育として、固形飼料（NMF;オリエンタル

酵母工業株式会社）及び既存の文献(84)に基づいて 4種類の抗生物質（アンピシリン（1g / 
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L）、ネオマイシン（1g / L）、メトロニダゾール（1g / L）、バンコマイシン（0。5g / L））

を飲料水と混合し、スターラーで 1時間完全に撹拌させて完全に溶解させた。抗生物質混合

液又はポジコンとして通常の飲料水と繁殖用の固形飼料を 4週間摂取させた後、1群 8匹の

コントロール-飲料水群（以下 HC）、BF－飲料水群（以下 HB）、コントロール－抗生物質水

（AC）、BF-抗生物質水（AB）の 4群に分けた。  

 

6-2-3：実験飼料 

 実験飼料は 2章と同様の組成の飼料を用いた。 

 

6-2-4：飼育方法（動物実験） 

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。 

Table1-2 で示した実験飼料と水あるいは抗生物質混合水をそれぞれ 14 週間自由摂取させ

た。その他の方法は 2章と同様である。 

 

6-2-5：動物解剖とサンプル採取 

  解剖方法およびサンプル採取方法は 2 章と同様である。肝臓は Western blot 用に 50-

100mg のサンプルを採取し液体窒素で急速冷凍したのち、分析に供するまで-80℃で保存し

た。 

 

6-2-6：胆汁酸分析 

 盲腸、糞便中の BA分析を 5章と同様の分析方法で実施した。 

 

6-2-7：脂質代謝、胆汁酸代謝に関わる mRNA 発現量(Real-time PCR)  

 5章と同様の方法で、肝臓と回腸、結腸から Total RNAを抽出した後、cDNAを合成し、脂

質代謝、胆汁酸代謝に関わる遺伝子の mRNA 発現量を Applies Biosystems QuantStudio3 

Real-Time PCRsystemを用いた SYBER Green法にて内部標準にて用いた 36B4との相対比よ

り求めた。 

HC 群、HB 群においては、AMPK signal に関わるシグナルの mRNA 発現量について、RT2 

Profiler PCR Array（PAMM-175ZC-6, Qiagen）を用いて分析を行った。各群の肝臓の cDNA

を群間内でプールし、 n=3 で製造元のプロトコルに基づき、 Applies Biosystems 

QuantStudio3 Real-Time PCRsystemを用いて分析を行った。結果は先行研究(23)に基づき、

HC 群と比較して HB 群での発現量が 1.2 倍以上、あるいは 0.77 倍以下かつ、有意差があっ

た遺伝子を変動遺伝子(Deg：Differential expressed genes)と定義した。 
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6-2-8：Western blot （AMPK、pAMPK） 

6-2-8-1：サンプルの調整 

 -80℃で保存した HC及び HB群の肝臓サンプルを Protease inhibitorを含む RIPA Buffer

に入れ、30 freq/s で 1分間破砕した。その後、4℃で 1時間振とうさせたのち、遠心分離

（15,000 rpm，4℃，15分）し，中間層をシリンジ＋針で採取してタンパク質を抽出した。

タンパク質の濃度は Pierce Rapid Gold BCA Protein Assay kit を用いて、サンプル 10μ

L に Reagent A : Reagent B = 50 : 1 で調整した発光試薬を 200μL 加えてよく混合し、

37℃で 30分反応させた後、560 nm の吸光度を測定した。タンパク量の少ないサンプルに

合わせるよう各サンプルに Lysis buffer (Santa Cruz Biotechnology, Inc)を添加して濃

度調整し、サンプルに 6×Sample Bufferを添加し，98℃，5分でボイルした。 

 

6-2-8-2：電気泳動 

泳動層に泳動 buffer （EzBlot, ATTO）を半分ほど入れ、ゲル板 2 枚をセットして泳動

層に静かに入れた。泳動 buffer を満たし、well を洗浄後、6-2-8-1で作成したサンプル

とマーカーをアプライした。マーカーはピンク（Precision Plus Prote in Standards, 

BioRad #161-0374）、緑（Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards, BioRad #161-

0375）の 2 種類を使用した。10mA で泳動を開始し、濃縮ゲルを過ぎた後、電流を 20mA に

上げてさらに泳動を行った（約 60分）。 

 

6-2-8-2：Blotting 

Blotting buffer（EzBlot、ATTO 社）を用いた。PVDF 膜（AmershamTM HybondTM-ECL (GE 

Healthcare)）を蒸留水で軽く振とうさせた後、Blotting Buffer B に交換し、10分以上振

とうした。各トレイに Blotting Buffer A、B、C を注ぎ、濾紙を各 Buffer 中で数分振と

うした(濾紙はそれぞれ A 液 2 枚、B 液 1 枚、C 液 3 枚)。電気泳動が終了したゲルを、

Blotting Buffer B 液中で軽く振とうし、ゲル片を除去したのち、Blotting Buffer A が

入ったトレイから数 ml の buffer を電極版にたらして電極版を濡らした。次に濡らした

電極板の上に Blotting Buffer A に浸した濾紙を 2 枚重ね、Blotting Buffer B が入っ

たトレイから数 ml の buffer を Blotting BufferA 上に添加した。Blotting Buffer B 

に浸した濾紙を 1 枚重ね、PVDF 膜を 1 枚重ねた。Blotting Buffer B が入ったトレイか

ら数 ml の buffer を PVDF 膜上に添加し気泡が入らないようにゲルを重ねた。Blotting 

Buffer C が入ったトレイから数 ml のバッファーをゲル上に添加したのち、Blotting 

Buffer C に浸した濾紙を 3 枚重ねた。上記工程を実施したのち、ブロッティング装置を

閉じ、上から均等に押さえた。電極板をセットし、約 200mAで約 60分通電した。転写後の

メンブレンを TBS-T（20mM Tris-HCl(pH7.6)、0.274M NaCl、10%Tween-20(1%)）で洗浄した。 
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6-2-8-3：ブロッキング、抗体反応 

 メンブレンにブロッキング Buffer（ブロッキング ワン、ナカライテスク）を入れ、製造

元のプロトコルに従い室温で約 1時間振とうし、ブロッキングを行った。ブロッキング終了

後のメンブレンを、マーカータンパク質の泳動パターンに従って切断し、それぞれ対応する

抗体で下記の工程で染色した。最初にパラフィルムを用いて船を 2 つ作り、これに切断後

のメンブレンをそれぞれ入れ、メンブレン面積(cm2)×0.124µl を total の液量とした。 

次に各一次抗体（AMPK：Cell Singaling, AMPKα Antibody (#2532)、 pAMPK：Cell Singaling, 

Phosho-AMPKα Antibody (Thy172) (#2531)）を 20倍希釈したブロッキング ワンで希釈し、

メンブレン上に静かに、かつまんべんなく乗せ、湿潤箱に入れて 4℃で一晩静置した。抗体

溶液量は、メンブレン面積(cm2)×0.124µl を total の液量とした。反応後、TBS-Tを入れた

洗浄用ケースにメンブレンを移し、軽く振とうしながら洗浄した。TBS-T でさらに 3 回洗

浄し（5 分→10 分→15 分）、TBS-T でよく洗浄したパラフィルムの船にメンブレンを戻し

た。二次抗体（Anti mouse IgG, HRP 標識抗体（1：2000 で希釈））を 1% BSA/TBS-T 溶液

で希釈し、メンブレン上に静かに乗せ、湿潤箱に入れて室温で 1 時間振とうして反応させ

た。反応後、TBS-T を入れた洗浄用ケースにメンブレンを移し、軽く振とうしながら洗浄し

た（10 分→10 分）さらに Tweenを含まない TBSでさらに 3 回、振とうしながら洗浄した

（30秒→2分→10 分）。 

 

6-2-8-4：発光検出、画像解析 

 化学発光検出専用撮影装置 Lumi Cube（リポニクス）と以下の基質溶液を用い、下記の手

順で発光検出した。 

基質：Pierce Western Blotting Substrate Plus（buffer A：buffer B = 40：1） 

西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP；Horseradish Peroxidase）：標識された抗体基質と反応

し、反応中間体が過酸化物と反応することで、化学発光シグナルおよび化学蛍光シグナルが

得られる。 

メンブレンについた TBS をキムワイプで軽くとったのち、数秒発光基質と反応させた後、

キムワイプで余分な液を取った。その後すぐに取り出し、余分な発光基質を拭きとった。

Lumi Cube 専用の台に載せ、メンブレンをキャビネット内に入れ、位置を確認して扉を閉め

た。感度を High にし、露光時間は 2 分で撮影を行った。その後、画像を Adobe Photoshop 

Elements 10（Adobe 社）を用いて白黒反転、グレースケールへの変換などを行った。各バ

ンドの定量解析は ImageJ を用いて行った。 
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6-2-9：統計解析 

各パラメータについて、データが正規分布に基づいている場合は Student's t-testを用

いた。正規分布が確認できない場合は，Wilcoxon検定を用いた。有意水準は p <0.05とし

た。 

 

第 3節：実験結果 

6-3-1：成長結果、臓器重量、血清・肝臓脂質濃度 

各試験飼料を摂取したマウスの摂餌量に差はなく、同等のエネルギー量を摂取した

（Table5-1）。最終体重、体重増加率、飼料効率、腹部内臓脂肪は HC群に比べ HB群で有意

に低かった（p <0.05）（Table5-1）。また、内容物を含む盲腸重量は HB群で有意に高かった

（p <0.05）。加えて HB 群は HC 群と比較して、血中コレステロール濃度および肝臓トリグ

リセリド濃度が有意に低下した（p <0.05）。しかし、抗生物質を投与したマウス（AC・AB）

では、これらの項目について有意な差は確認されなかった。 

 

6-3-2：各組織内の胆汁酸含量 

 盲腸では、HC群に比べ HB群で MCAおよび PBAが有意に減少し、LCAが有意に増加したが

（p <0.05）、抗生物質の投与群（ACおよび AB）ではこの変化は観察されなかった（Figure 

5-1）。糞便中では、HC群に比べ HB群で CA、MCA、PBAが有意に減少し、LCAが増加した（p 

<0.05）（Figure 5-1）。大麦摂取は抗生物質投与下でも MCAと PBAを有意に減少させたが（p 

<0.05）、その濃度は低かった（Figure 5-1）。抗生物質の投与により，腸管内の胆汁酸濃度

は一貫して顕著に低下した（図 O）．血中の総胆汁酸濃度に各群有意差はなく（Figure 5-2）、

門脈では HC群に比べ HB群で増加傾向を示したが（p ＝ 0.09）、抗生物質を投与するとそ

の変化は確認されなかった（Figure 5-2）。 

 

6-3-3：脂質合成および胆汁酸代謝に関する mRNA 発現量（Real-time PCR） 

 5章と同様に、肝臓内での Fxrおよび Bsepの mRNA発現量は HC群に比べ HB群で有意に増

加した（p <0.05）（Figure 5-3）。さらに、脂質およびコレステロール合成に関連する遺伝

子（Srebp2、Fas、HmgCoA reductase、Dgat1）は、HB群において有意に減少するか、減少傾

向を示した（p <0.05）（Figure 5-3）。しかし、大麦摂取により、抗生物質を投与したマウ

ス（AC・AB）においても HmgCoA reductaseは減少傾向を示したが、他の遺伝子の mRNA発現

量に有意差は確認されなかった（Figure 5-4）。回腸では Ibabp、結腸では Tgr5の発現が HC

群と比較して HB群で有意に増加したが（p <0.05）（Figure 5-5）、抗生物質を投与後すると

これらの変化は確認されなかった（Figure 5-5）。 
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6-3-4：肝臓内での AMPK, pAMPKのタンパク質濃度（Western blot） 

肝臓内での AMPK のタンパク質濃度は、HC 群に比べて HB 群で有意に低く、pAMPK および

pAMPK / AMPK比が HB群で有意に高かった（p <0.05）（Figure 5-6）。抗生物質処理では、

これらの変化は確認されなかった（p <0.05）（Figure 5-6）。 

 

6-3-5：肝臓内での AMPK signalに関わるシグナルの mRNA発現量（HC・HB群） 

HC群と比較して HB群で mRNA発現量が 1.2倍以上かつ有意に異なる遺伝子は 21個あった

（Figure 5-7）。AMPKをリン酸化する上流遺伝子のほとんどが大麦摂取により発現が情報制

御された（Table 5-2, Figure 5-7）。AMPKのリン酸化に関与する Gタンパク質スーパーフ

ァミリーである Adra1dおよび Adra2aが増加し、AMPKの活性化キナーゼとして知られる CaM

キナーゼ（CaMKK）Camkk1 も増加した。また、レプチン受容体である Lepr も増加した。一

方で、AMPK シグナルに関与する遺伝子のうち、大麦の摂取によって mRNA 発現量が 0.77 倍

未満で有意差があったのは 4つだけであった（Figure 5-7）。AMPKがリン酸化され活性化さ

れると抑制的に制御される Acacbと Lipeは、HB群で減少していた（Figure 5-7）。さらに

脂質合成に関する遺伝子は一貫して下方制御されていた（Table 5-2）。これらのことから、

大麦摂取により AMPK がリン酸化され、高脂肪によって誘導される脂質合成経路を調節して

いる可能性が示唆された。 

 

第 4節：考察 

 第 6 章では抗生物質混合水を投与して腸内細菌による BA 代謝を低下させたマウスを用

い、脂質代謝と BA組成への影響を確認した。その結果、抗生物質混合水の投与によりマウ

スの二次 BA 濃度は一貫して低下し、腸内細菌叢による一次 BA の脱水素や脱水素が減少し

たことが示唆された。また抗生物質群のマウスの体重は減少することなく適度に増加した

ことから、本試験における抗生物質の投与量は、マウスの成長に影響を与える代謝異常を引

き起こさないと判断した。大麦粉の摂取による血中コレステロール濃度、肝臓トリグリセリ

ド濃度、内臓脂肪重量の減少はマウスに抗生物質混合水を投与すると減弱した。したがって、

腸内細菌叢を介したシグナルが、大麦粉の摂取による脂質およびコレステロール蓄積の抑

制効果に大きく寄与している可能性が示唆された。 

大腸では、大麦粉の摂取により Tgr5の mRNA 発現が有意に増加したが、抗生物質混合水

の投与によりこの変化は減弱した。Tgr5は LCA > DCA > CDCA > CA の順に活性化され(85)、

これらの BA によって活性化されると、cAMP 産生を誘導する(26)。さらに cAMP の増加を介

してエネルギー消費の増加や炎症状態の低下など、各代謝に影響を与えると考えられる

(75)。また、骨格筋や褐色脂肪組織で Tgr5が活性化すると、不活性型チロキシン（T4）か

ら活性型甲状腺ホルモン（T3）への変換が促進され、エネルギー消費量が増加する(75)。
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C57BL/6J マウスを用いた先行研究では、Tgr5 アゴニストの投与により高脂肪食による脂

肪肝と肥満が減少することが報告されている(86)。本研究の結果より、大麦粉を摂取すると

盲腸以降で腸内細菌叢を介して LCA が増加し、Tgr5 が活性化することにより門脈を介して

AMP流入量が増加した可能性が示唆された。実際に第 5章の検討により、大麦粉の摂取によ

り血中および門脈の AMP 濃度は上昇した。さらに肝臓中では AMPK のリン酸化が促進され、

この効果は抗生物質処理により減弱された。先行研究では、マウスに Lactobacillus 

Plantarum S58と大麦βグルカンを同時投与すると AMPKが相乗的に活性化され、脂質合成

が抑制されることが報告されている(82). 別の研究では、全粒大麦粉を肥満モデルマウス

（db / db）に与えると、AMPKが活性化し、脂質合成関連遺伝子や miRNA が調節され、脂質

異常症が緩和されることが示されている(83)。Tgr5と AMPKの関係を確認した論文は少ない

が、ポリコサノールの経口投与により AMPK-Tgr5-Fxrのクロストークが活性化し、肝臓の中

性脂肪値およびコレステロール値が有意に低下することが示されている(87)。今回の結果

は、これらの研究と一致する。しかし、これまで大麦摂取による AMPK活性化のメカニズム

を明らかにした報告はない。したがって、今回の結果は大麦粉の摂取により、腸管内の Tgr5

の活性化を通じて AMP が増加し、AMPKのリン酸化が促進されることで AMPKが活性化するこ

とを初めて証明するものであった。一方で、肝臓中の AMPKのリン酸化が、腸管細胞内での

cAMP の増加を介した門脈中の AMP 由来であるかどうかは不明である。先行研究もないこと

から、今後検討していく必要がある。 

AMPK は、AMP/ATP 比や ATP/ADP に応答して変化する生体のエネルギー代謝のマスタース

イッチであり、脂質蓄積の抑制に寄与していることが分かっている。AMP が増加すると、

Stk11による Thr172 のリン酸化を介して AMPK が活性化される。Stk11 欠損マウスを用いた

いくつかの研究から、Stk11 がエネルギーストレス下で AMPK の活性化を通じて代謝の改

善に寄与することが示されている (88,89). 本研究でもわずかな差ではあるが、大麦摂取

により Stk11 が有意に増加した。また、AMPK は Ca2+に応答してカルシウム感受性キナーゼ

である Camkk1および Camkk2によって Thr172 にリン酸化される。細胞内 Ca2+ の増加は、

Camkk2 を活性化し、Stk11 に依存しないシグナルで AMPK を活性化することが知られてい

る (90,91)。 本研究では、HB群では HC群と比較して Camkk1の mRNA発現量が 1.5倍とな

った。我々は 2 章の検討にて、大麦食用マウスの盲腸内容物を腸内分泌細胞に添加すると

Ca2+濃度が上昇することを明らかにしているため、大麦粉の摂取に伴い変動する SCFAs や

BAsが、それぞれのシグナルを介して Ca2+を増加させ、Camkk依存的に AMPKの活性化に寄与

している可能性がある。しかしながら、Gpr43 欠損マウスの血中コレステロール濃度や肝臓

内のトリグリセリド濃度、並びに後腹壁周辺脂肪重量は大麦の摂取により低下しているこ

とから（Figure 5-8）、AMPKを介した脂質蓄積の抑制作用は SCFAsの受容体ではなく、BAs

及び BAs の受容体を介したシグナルが寄与していると推定した。 
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さらに AMPK は Srebp1c および Srebp2 の発現を抑制することにより、脂質およびコレ

ステロールの合成を調節している。Srebp1cは脂質合成や糖代謝に関与し、Srebp2はコレス

テロール合成に特異的に関与していることが示唆されている(92)。また、AMPK の活性化は

Acc1, Acc2, HmgcoA reductase の発現を抑制することが知られている(93,94). 今回の結

果より、肝臓では Srebp2、Hmgcoarの mRNA発現量が減少しており、その他の脂質合成に関

わる遺伝子（Fas、Dgat1）の mRNA発現量も一貫して減少していた。従って、AMPKの活性化

による脂質合成に関する遺伝子の mRNA発現量の減少が引き起こされ、結果として内臓脂肪

の蓄積や血中コレステロール濃度の減少が生じると推定した。 
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Table 5-1～5-2 

Table 5-1: 実験飼料を与えたマウスの体重、飼料摂取量、臓器重量、血中と肝臓の脂質濃度 

 p-value 

 HC HB AC AB HC vs HB AC vs AB 

Initial weight (g) 26.32 ± 0.49 25.95 ± 0.33 26.61 ± 0.34 27.16 ± 0.27 0.54 0.23 

Final weight (g) 41.59 ± 1.23 36.89 ± 0.87 41.96 ± 1.13 41.48 ± 1.40 < 0.01 0.80 

Food intake (g/d) 2.90 ± 0.05 2.78 ± 0.09 2.91 ± 0.08 3.02 ± 0.07 0.25 0.31 

Food efficiency ratio (%) 8.61 ± 0.54 6.48 ± 0.46 8.58 ± 0.46 7.73 ± 0.65 < 0.01 0.31 

Liver weight (g) 1.46 ± 0.07 1.28 ± 0.03 1.37 ± 0.06 1.38 ± 0.07 < 0.05 0.91 

Cecum with contents (g) 0.28 ± 0.02 0.40 ± 0.02 1.13 ± 0.08 1.11 ± 0.04 < 0.01 0.79 

Retroperitoneal fat (g) 0.99 ± 0.06 0.73 ± 0.06 0.94 ± 0.06 0.85 ± 0.06 < 0.01 0.28 

Epididymal fat (g) 2.47 ± 0.13 1.94 ± 0.12 2.53 ± 0.12 2.44 ± 0.16 < 0.01 0.66 

Mesenteric fat (g) 1.00 ± 0.12 0.64 ± 0.06 1.05 ± 0.10 1.06 ± 0.16 < 0.01 0.96 

Serum cholesterol (mmol/l) 10.40 ± 0.55 7.89 ± 0.48 8.94 ± 0.28 9.90 ± 0.56 < 0.01 0.16 

Serum triglyceride (mmol/l) 4.82 ± 0.33 5.53 ± 0.79 4.33 ± 0.65 4.25 ± 0.19 0.43 0.90 

Liver cholesterol (µmol/g liver) 46.1 ± 8.4 38.9 ± 3.7 42.9 ± 9.4 40.6 ± 6.0 0.11 0.46 

Liver cholesterol (µmol/liver) 30.4 ± 4.1 30.3 ± 3.0 31.3 ± 5.9 29.5 ± 3.2 0.93 0.60 

Liver triglyceride (µmol/g liver) 549 ± 166 233 ± 64 420 ± 120 400 ± 185 < 0.01 0.60 

Liver triglyceride (µmol/liver) 359 ± 89 182 ± 47 307 ± 89 281 ± 101 < 0.01 0.81 

結果は Mean ± SEで示した（n = 7-8）。 

Food efficiency ratio = body weight gain / food intake × 100 

Abbreviations: HC, drinking water - control group; HB, drinking water - barley group; AC, antibiotic water - control group; 

AB, antibiotic water – barley group. 
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Table 5-2: 肝臓中の AMPKシグナルに関連する遺伝子の mRNA発現量。 

Genes Fold-change Fold-ratio p value 

Acaca 1.09 1.09 0.000024 

Acacb -1.64 0.61 0.000023 

Adipor1 -1.02 0.98 0.037045 

Adipor2 -1.01 0.99 0.606630 

Adra1a -1.19 0.84 0.023330 

Adra1b -1.00 1.00 0.841690 

Adra1d 1.98 1.98 0.000061 

Adra2a 1.95 1.95 0.000628 

Adra2b -1.15 0.87 0.002853 

Adra2c 1.25 1.25 0.188651 

Ak1 1.63 1.63 0.000007 

Ak2 -1.14 0.88 0.003072 

Ak3 -1.03 0.97 0.157691 

Akt1 1.20 1.20 0.000092 

Akt2 1.11 1.11 0.005229 

Akt3 1.04 1.04 0.464484 

Atg13 1.19 1.19 0.001951 

Cab39 1.18 1.18 0.000384 

Camkk1 1.51 1.51 0.004353 

Camkk2 1.12 1.12 0.020546 

Chrna1 1.83 1.83 0.000436 

Chrnb1 1.56 1.56 0.003758 

Cpt1a -1.25 0.80 0.000010 

Cpt1b 1.05 1.05 0.363602 

Cpt1c 1.86 1.86 0.005993 

Cpt2 -1.06 0.94 0.044113 

Crtc2 1.30 1.30 0.005942 

Cry1 -1.00 1.00 0.886652 

Eef2k 1.16 1.16 0.003707 

Eif4ebp1 1.10 1.10 0.008717 

Elavl1 1.20 1.20 0.132374 
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Fasn -1.10 0.91 0.000337 

Foxo3 -1.02 0.98 0.165791 

Gpam -1.00 1.00 0.977782 

Gpat2 1.12 1.12 0.176789 

Gys1 1.11 1.11 0.068720 

Gys2 1.01 1.01 0.632623 

Hmgcr -1.09 0.91 0.000470 

Hnf4a 1.12 1.12 0.000587 

Insr -1.16 0.86 0.001632 

Lepr 1.70 1.70 0.000138 

Lipe -1.40 0.72 0.001012 

Mlycd -1.02 0.98 0.733277 

Mtor 1.08 1.08 0.017366 

Pdpk1 1.09 1.09 0.005690 

Pfkfb1 -1.41 0.71 0.000035 

Pfkfb2 1.05 1.05 0.255445 

Pfkfb3 1.68 1.68 0.003425 

Pfkfb4 1.51 1.51 0.019762 

Pnpla2 1.10 1.10 0.002649 

Ppargc1a -1.06 0.94 0.046261 

Ppargc1b 1.28 1.28 0.003226 

Ppp2ca -1.01 0.99 0.277907 

Ppp2cb 1.36 1.36 0.000005 

Ppp2r1a -1.05 0.96 0.042741 

Ppp2r1b -1.01 0.99 0.692802 

Ppp2r2b 1.64 1.64 0.003314 

Ptpa 1.10 1.10 0.001654 

Prkaa1 1.47 1.47 0.006563 

Prkaa2 1.12 1.12 0.000586 

Prkab1 1.11 1.11 0.019024 

Prkab2 1.05 1.05 0.460796 

Prkaca -1.08 0.93 0.223845 

Prkacb 1.08 1.08 0.023641 
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Prkag1 1.10 1.10 0.016001 

Prkag2 -1.12 0.90 0.001007 

Prkag3 1.74 1.74 0.002241 

Prkar1a 1.07 1.07 0.001292 

Prkar1b 1.79 1.79 0.001510 

Prkar2a -1.01 0.99 0.620843 

Prkar2b 1.31 1.31 0.003782 

Rb1cc1 1.44 1.44 0.000061 

Rps6kb1 1.14 1.14 0.030047 

Rps6kb2 -1.11 0.90 0.198654 

Rptor -1.07 0.94 0.038660 

Slc2a4 1.45 1.45 0.004200 

Srebf1 -1.14 0.88 0.000087 

Stk11 1.09 1.09 0.002732 

Strada 1.23 1.23 0.001868 

Stradb -1.12 0.90 0.007636 

Trp53 -1.03 0.97 0.158118 

Tsc1 1.16 1.16 0.000224 

Tsc2 1.12 1.12 0.004871 

Ulk1 -1.02 0.98 0.126267 

Actb -1.03 0.97 0.030901 

B2m -1.02 0.98 0.109141 

Gapdh -1.02 0.98 0.023603 

Gusb -1.02 0.98 0.408897 

Hsp90ab1 1.10 1.10 0.001667 

結果は平均値を示す（n = 3）。Fold-changeと fold-rationは、HC群に対する HB群の mRNA

発現量の比率を示す。 

Abbreviations: HC, control group; HB, barley group. 
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Figure 5-1～5-8 

Figure 5-1 

 

 

 

盲腸内容物及び糞中の胆汁酸濃度。 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 5-2 

 

血中及び門脈中の総胆汁酸含量 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 
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Figure 5-3 

 

 

HC・HB 群における肝臓内での脂質合成、胆汁酸合成に関連する遺伝子の mRNA発現量 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 5-4 

 

 

AC・AB群における肝臓内での脂質合成、胆汁酸合成に関連する遺伝子の mRNA発現量 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 5-5 

 

 

各群における回腸、結腸の胆汁酸代謝に関連する遺伝子の mRNA発現量 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 5-6 

 

各群における肝臓内の AMPK,pAMPKのタンパク質濃度、及びその比率 

結果は Mean ± SEで示した（n=7-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。  
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Figure 5-7 

 

HC,HB群における肝臓内での AMPKに関連する遺伝子の mRNA発現量 

右図は HC群と比較して HB群で有意に差があり、fold changeが 1.2以上の遺伝子を橙色、赤色で、fold changeが 0.8以下の遺伝子を青色

で示した（n=4）。 
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Figure 5-8 

 

 

Gpr43(+/+)マウス及び Gpr43(-/-)マウスに本研究と同様の高脂肪食、、または高脂肪＋BF食を 12週間摂取させた際の脂質代謝の表現型指標 

結果は Mean ± SEで示した（n=6-8）。 

図中の上付き文字は、実験群間の有意差または傾向を示す（*p < 0.05, **p < 0.01）。 

WC: Gpr(+/-)マウス（対照群）、WB: Gpr(+/-)マウス（対照群）、KC: Gpr43(-/-)マウス（対照群）、KB: Gpr43(-/-)マウス（大麦群） 
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第 7章：総括 

本論文では大麦の摂取により変動する SCFAs及び BA動態に着目し、受容体を介したシグ

ナルが糖、脂質代謝に及ぼす影響を複数の動物マウスモデル、及び腸管分泌細胞を用いて検

討した。第 1 章では背景およびこれまでの先行研究結果をまとめた。また第 2 章から 6 章

までの検討において、以下の結論を得られた。 

 

 第 2 章から第 4 章では糖代謝及び SCFAs に焦点を当て、第 2 章では大麦摂取による空腹

時および耐糖能改善効果作用のメカニズムを C57BL/6Jマウス、Gpr43欠損マウス、L細胞モ

デルである GLUTag細胞を用いて検討を行った。C57BL/6Jマウスは高脂肪食の摂取で食後高

血糖を呈し、耐糖能指標が悪化したが、大麦粉を添加した食事を摂取させるとこれらは改善

した。また腸管内での SCFAsの増加、並びに門脈中の GLP-1濃度の増加が確認された。さら

に GLUTag 細胞に大麦を摂取したマウスの盲腸内容物を添加すると、L 細胞分化に関わる遺

伝子発現量の亢進、ならびに GLP-1 分泌の増加が示された。一方で、SCFAs 受容体である

Gpr43 の発現量を低下させた GLUTag 細胞ではこれらの効果は確認されなかった。さらに、

Gpr43 欠損マウスでは腸内 SCFAs 濃度が増加するにも関わらず耐糖能指標は悪化したまま

となり、GLP-1分泌の増加も確認されなかった。これらの事から、大麦の摂取による耐糖能

改善作用には SCFAs-Gpr43 を介したシグナルによる GLP-1 分泌の増加が大きく寄与してい

る事が示唆された。 

 第 3 章では第 2章で得られた作用機序が大麦の主な水溶性食物繊維源であるβ-グルカン

に依存しているかどうか、β-グルカンを多く含む大麦（BF）及びβ-グルカンを含まないア

ラビノキシラン主体の大麦(bgl)を C57BL/6J マウスに摂取させ、耐糖能及び腸管発酵性を

確認した。その結果、bgl の摂取は耐糖能を改善しなかったが、糖負荷後 60 分後の GLP-1

濃度は BF と同様に大きく増加し、腸管内 SCFAs 濃度も増加した。これらの事からβ-グル

カンだけでなく、アラビノキシランも腸管内で腸内細菌によって発酵され、SCFAsの増加を

介した GLP-1 分泌の増加に寄与している事が示された。耐糖能の改善が見られなかった理

由としては bgl、BF を添加した食事の水溶性食物繊維量に違いがあった事、並びにβ-グル

カンとアラビノキシランの粘性の違いによる栄養素の吸収速度の違いが影響を与えている

可能性が示唆された。 

 第 4章ではこれまでの検討結果より、大麦の摂取直後（ファーストミール）と摂取数時間

後の食事（セカンドミール＝耐糖能試験）での血糖値上昇抑制のメカニズムは異なると推測

し、大麦から単離したβ-グルカンとアラビノキシラン抽出物を使用したマウスの単回投与

試験によりファーストミール、セカンドミールでの血糖値上昇抑制の作用機序を明らかに

することを目的とした。その結果として、ファーストミールではβ-グルカンの単回投与の

み食後 30分後の血糖値と AUCが対照群と比較して有意に低下した。アラビノキシランの投
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与群では有意差は見られなかったことから、これはβ-グルカンの粘性による栄養素の吸収

遅延による効果が寄与したと考えられる。一方で、セカンドミールではβ-グルカン、アラ

ビノキシランの両方で AUCが有意に低下した。また、セカンドミール時の門脈中の GLP-1濃

度は両者で増加し、SCFAs 産生および GLP-1 分泌に関連する遺伝子の mRNA 発現は、アラビ

ノキシランでは主に回腸で、β-グルカンでは主に盲腸で増加した。これらの事からセカン

ドミール時の食後血糖値の上昇抑制作用は、第 2、3章で示したようにβ-グルカン、アラビ

ノキシランが腸内細菌によって発酵されることによる SCFAs を介したシグナルにより GLP-

1 分泌が増加した事が寄与していると考えられた。また、大麦由来のアラビノキシランとβ

-グルカンは、主に発酵する菌属の棲息部位が異なることから、発酵部位に違いが生じた可

能性があるため、これについては今後追及していく必要があると考えている。 

 第 5章、6章では脂質代謝及び BAsに焦点を当てた。第 5章では大麦の摂取による BAs動

態の変化を報告した先行研究が殆ど無かったため、各臓器内で BAs濃度および BA代謝に関

わる mRNA発現量を測定し、大麦の摂取による動態変化を確認した。その結果、回腸や盲腸

では大麦の摂取によって一次 BAsが減少しており、回腸では Ibabpの mRNA発現量が増加し

ていたことから、回腸において腸肝循環が促進されている可能性が示唆された。これは門脈

中の CA の増加や、総 BAsの増加によっても説明することができ、肝臓では BAsの流入に伴

い Fxrの増加が確認された。つまり Fxrの活性化により Cyp7a1が減少して胆汁酸の合成が

抑制されていると推定した。また、盲腸、糞便では一次 BAsが減少して、二次 BAsが生理的

濃度内で増加していたことから、回腸以降に流入した BAs は腸内細菌によって二次 BAs に

代謝されることが明らかとなった。しかしながら糞便中の BAsは増加していなかったため、

少なくとも食事中の総食物繊維量が 5%程度の条件下では大麦の摂取による糞中脂質の排泄

能は確認されず、回腸から大腸にかけて胆汁酸の再吸収が亢進している事が示唆された。さ

らに腸管では二次 BAs によって強く活性化される BAs の受容体 Tgr5 の mRNA 発現量が大麦

の摂取で増加した。Tgr5は cAMPの増加や GLP-1の分泌に寄与しており、代謝へのシグナル

に関与することが知られている。これらの結果から大麦の摂取により胆汁酸組成は大きく

変動し、Fxrや Tgr5 を介して脂質代謝に影響を与えている可能性が示唆された。 

 第 6 章では第 5 章の結果を受け、抗生物質を投与して腸内細菌活性を低下させ、胆汁酸

代謝を抑制したマウスを用いて、脂質代謝と第 5 章で仮説立てした BAs 受容体を介したシ

グナルの関係について検討した。抗生物質の代わりに飲料水を投与したマウスは大麦を摂

取すると対照群と比較して体重や脂肪重量が減少し、血中コレステロール濃度や肝臓内の

トリグリセリド濃度が低下したが、抗生物質を投与するとこれらの効果は消失した。さらに

第 5 章で確認された胆汁酸代謝に関わる遺伝子発現量の変動は抗生物質投与マウスでは確

認されなかった。これは大麦の摂取による脂質代謝の改善作用は腸内細菌を介した胆汁酸

組成の変化に大きく影響を受けていることを示している。加えて第 5 章の結果より門脈中
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で AMPが増加していたため、AMP の増加を介したシグナルの影響を検討したところ、肝臓内

で AMPKが活性化（リン酸化）していることが示された。この効果は抗生物質を投与したマ

ウスでは確認されなかった。さらに、AMPKに関わる遺伝子の mRNA発現量を網羅的に分析す

ると、AMPKを活性化させる上流の遺伝子は大麦の摂取により一貫して上方制御されており、

脂質合成に関わる遺伝子は下方制御されていた。従って二次 BAsを介した Tgr5の活性化に

より cAMPの増加を介して AMPKが活性化し、脂質合成に関わる遺伝子が抑制されることで、

肝臓内での脂質の合成が抑えられ、結果としてコレステロールや脂質濃度が改善されると

推定した。 

以上をまとめると、大麦の摂取による血糖値の上昇抑制作用のメカニズムとして、水溶性

食物繊維が腸内細菌によって発酵され、産生される SCFAs を介して、腸管内で Gpr43 が活

性化し GLP-1 分泌が惹起されることで血糖値依存的にインスリン感受性を高める事が寄与

していると推定した。また、この GLP-1分泌の増加はβ-グルカンだけでなく、アラビノキ

シランも寄与していることが明らかとなった。加えて、大麦摂取直後の血糖値上昇抑制作用

はβ-グルカンの粘性を介した物理的作用による栄養素の吸収遅延が寄与しており、摂取数

時間後の食事に及ぼす血糖値の上昇抑制作用はβ-グルカン、アラビノキシランの発酵を介

した上記作用によるものであることが明らかになった。 

一方で、大麦の摂取による脂質代謝の改善作用は腸内細菌を介した BAs の組成の変化が

関係していることが明らかとなった。高脂肪食のような BAs 分泌が亢進している環境下に

おいて、大麦の摂取により回腸で BAsの再吸収が惹起されることで肝臓内に BAsが流入し、

Fxrが活性化して BAs の再合成の抑制及び転写因子 Srebpが抑制される。盲腸以降では再吸

収を逃れた BAs が腸内細菌によって二次 BAs に変換される。生理的濃度内での二次 BAs の

増加により BAs 受容体である Tgr5 が活性化し、門脈内、肝臓内で AMP が増加することで、

肝臓で AMPKがリン酸化され、脂質合成に関わる遺伝子が下方制御される。これらの作用は

抗生物質を投与して胆汁酸代謝を低下させたモデルマウスでは確認されなかったことから、

腸管内での BAs 動態の変化による Fxr、Tgr5 といった BAs 受容体を介したシグナルにより

血清、肝臓脂質濃度が抑制されると推定した。今後は Tgr5や Fxr欠損マウスを用いて、こ

れらの作用が胆汁酸の変動による特異的な効果かどうか確認する必要がある。 

これまでの研究により、大麦の摂取によるメタボリックシンドローム指標の改善、また、

腸管内 SCFAs 濃度の増加は確認されてきたが、本研究では SCFAs や BAs 濃度の変化を介し

たシグナルがメタボリックシンドローム代謝指標に直接的に影響している事を証明した

（Figure 6）。これらの結果は大麦の摂取によるメタボリックシンドローム発症予防の新た

なメカニズムを探る研究であると考えている。 
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Figure 6-1～6-2 

Figure 6-1 

大麦の摂取による短鎖脂肪酸を介した耐糖能改善作用のメカニズム 

 



103 

 

Figure 6-2 

 

大麦の摂取による胆汁酸を介した脂質代謝改善作用のメカニズム 
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