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緒言 

 
食生活の変化や高齢化等により糖尿病や高脂血症などの生活習慣病が増加している。そのため国

民医療費は年々上昇している。健康長寿を達成し、高いQOL を維持しながら充実した生活を送る

ためには、病気はかかってから治療するのではなく、かかる前に予防する「予防医学」の概念が重

要である。本概念から考えると、莫大な医療費が必要な長期の投薬に頼るより、日常的に摂取す

る食品で予防していくことが望ましい。そのため、「健康と病気の間」すなわち「未病」状態を検

知する方法が必要である。未病マーカーの一つとして終末糖化産物（AGEs）が挙げられ、AGEs の
蓄積を検出することで未病状態をいち早く発見できる可能性がある。そこで、マウスを用いて未

病状態を検知するための有用なAGEs マーカーの探索を行うことを第一の目的とした。 
一方、現在、機能性乳酸菌や発酵食品の投与やそれに伴う腸内細菌叢の改善が健康に深く関与し

ていることが次々と明らかにされている。これまでに、食品バイオ化学研究室では様々な穀物、

青果物、畜産物を用いて乳酸菌による発酵試験を行い、機能性評価を行ってきた。その中で発酵

により機能性が上昇する菌株を見出しているほか、発酵により新たに生み出される物質があるこ

とを明らかにしている。このことは乳酸菌の種類や発酵する食素材を変えることで新規機能性成

分を見いだせる可能性が高いことを意味している。また、同研究室では、1,000 株以上の菌株

（TOKAI 菌株）を保有しており、これらの中で優れた発酵能を有する乳酸菌株を選抜しているが

動物実験において機能性を証明していくことが課題となっている。昨年度の研究において健常マ

ウスへ豆乳ヨーグルトを投与したところ、Pediococcus pentosaceus Tokai 759m で発酵したサンプル

において顕著な抗炎症効果が見出された。そこで本年度は、1型糖尿病に着目し、モデルマウスへ

の投与試験を行いその効用の有無を確かめることを第二の目的とした。 
また、動物実験においては 3R が重要視され、マウスなどを使った実験では使用する頭数をでき

るだけ減らすことが求められているほか、飼育管理の大変さ等の問題点もある。そこで代替試験

としてメダカを使った系で食品機能を評価する系の確立が求められている。そこで非アルコール

性脂肪肝炎（NASH）に着目し、そのモデルの作出を行うことを第三の目的とした。 
  
                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 本プロジェクトの目的  



１．加齢に伴う生体S-(2-succinyl)cysteine (2SC)の変動 
 
これまでに病態および生命現象解明の目的でヒトの全ゲノムの解読、健常と病態間でタンパク

質の発現変化を網羅的に調べるプロテオームの研究が進められている。しかし、わずか 70余年で

わが国の糖尿病患者はその予備群を含め約 2050万人に急増するなど、遺伝子変異やタンパク質の

発現変動を伴わない疾患も多く見いだされていることから、近年、疾患予防・治療戦略として翻

訳後修飾が改めて注目されている。糖質が有するアルデヒド基とタンパク質のアミノ基との非酵

素的な反応は、発見者に由来してメイラード反応、あるいはより簡略化して糖化と言われている。

本反応では最終的に終末糖化産物（AGEs）と言われるアミノ酸の修飾構造が形成される。当初、

本反応は食品の加熱調理に伴う褐変反応として知られていたが、生体でも加齢に伴って進行し、

さらに生活習慣病など代謝異常を伴う疾患で AGEs 生成が促進することが明らかとなっている。

AGEs 生成はリン酸化やアセチル化等の翻訳後修飾と異なり不可逆反応であることから、生体タ

ンパク質の変性を介して病態の悪化に関与している。 
2007 年、TCA回路中間体有機酸であるフマル酸がシステインのチオール基と非酵素的に反応し

てS-(2-succinyl)cysteine (2SC)が生成することが見いだされた（図 2）。 
 

 
 
 
液体クロマトグラフィー質量分析装置（LC-MS/MS）による検出において、2S はイオンサプレ

ッション等の影響を多大に受けるため、特に脂質が混在する血中や組織中では機器分析による検

出が困難であった。今回、陽イオン交換カラムを用いた前処理および 13C標識 2SC を内部標準と

して用いることでLC-MS/MS による定量が可能となった。その結果、マウスの脳において 2SC は

週齢依存的に増加するのに対し、肝臓、腎臓では変化は認められなかった（図 3）。つまり、加齢

に伴う脳 2SC の増加は、単なる個体の成長によるものではなく、2SC 生成あるいは分解の速度が

臓器によって異なることを示している。さらに、糖代謝経路の中間体であるメチルグリオキサー



ルから生成する主要なAGEs構造としてNd-(5-hydro-5-methyl-4-imidazolone-2-yl)-ornithine (MG-H1)
が知られているが、マウス組織におけるMG-H1 の週齢変化も評価した。その結果、4週齢におい

てマウス脳、肝臓、腎臓のMG-H1含量は 2SC と同レベルであった。しかしマウス脳では 2SC含
量が週齢依存的に増加したが、MG-H1 は変動を示さなかった。したがって、マウス脳における翻

訳後修飾物は全てが同じ挙動を示すわけではないことが確認された。さらに、MG-H1 は腎臓の 96
週齢で増加するが肝臓では変化しないことが確認された。腎臓はエレルギー代謝の大きな臓器の

一つであるが、加齢に伴って代謝の変動がおこり、メチルグリオキサールの産生が亢進されたと

考えられる。本結果からも臓器によって変動する翻訳後修飾物は異なることが確認された。 
 

  



２．1型糖尿病モデルマウスへの豆乳ヨーグルトおよび菌体の投与試験 
 
昨年度に乳酸菌やそれらを用いて作製した豆乳ヨーグルト健常マウスにおいて抗炎症作用を示

したことを報告した。本年度は患者及び予備軍がそれぞれ 1,000 万人いると言われている糖尿病

についての検証した。本実験ではストレプトゾトシン（STZ）処理にて 1型糖尿病を発症させたマ

ウスを用いた。5週齢の ddy マウス（雄）を 11 日間馴化の後、 7週齢で STZ 投与し、血糖値の

上昇を確認した。その後、以下の通り群分けして サンプル投与を開始した(n=9)。群分けは、１．

健常群（NC）、２．STZ・水投与群（STZ）、３．STZ+豆乳投与群（STZ+S）、４．STZ+ Lactiplantibacillus 
plantarum TOKAI 17 で作製した豆乳ヨーグルト投与群（STZ+SY17）、５．STZ+Pediococcus 
pentosaceus Tokai 759m で作製した豆乳ヨーグルト投与群（STZ+SY759m）STZ+Lactiplantibacillus  
plantarum TOKAI 17 菌体（1☓108 cells/g ）投与群（STZ+BC17）、７．STZ・Pediococcus pentosaceus 
Tokai 759m 菌体（1☓108 cells/g ）投与群（STZ+BC759m ）の 7群とした。なお、餌はCE-2飼料
にサンプルを混ぜ、成形し、60℃で 24時間乾燥したものを用いた。水と餌は自由摂取とし、13週
間投与した。解剖前にグルコース負荷試験を実施した。 
摂食量と体重の推移を図 4 に示した。摂食量に関してはSTZ処理群では未処理群に比べ摂食量

が多かったが、STZ処理を行った群の間に大きな差は見られなかった（図４A）。体重に関しては

STZ 未処理群では 3週目に約 50ｇとなったが、STZ処理群では 35〜40ｇと 20%強体重が軽かっ

たが、群間での差は見られなかった（図 4B）。 
 



図 5 にはグルコース負荷試験（A, B）と血中のケトン体（C）およびアディポネクチン（D）の

測定結果を示した。NC では 100 mg/dL から 30 分後に 193 mg/dL となりその後、徐々に血糖値が

低下した。一方で、STZ処理群では初期の血糖値（0時間）において血糖値は 400〜500 mg/dL で

あり、グルコースの腹腔内への投与後もそれほど急激な血糖値の上昇は見られなかった。唯一

STZ+SY759m のみ 521 mg/dL（0時間）から 606 mg/dL（30 分後）とNC と近い血糖値の上昇を示

したが 120 分後に 421 mg/dL と初期の血糖値より低い値となった（図 5A）。0時間を基準とした

曲線下面積ではSTZ+BC17 が最も低く、次いでSTZ+BC759m が低く、菌体投与群が低くなる傾向

が見られた（図 5B）。こちらの血糖値が健康に及ぼす影響については本データだけでは考察が難

しく、さらなる研究が必要であると考えらた。血中のケトン体は、個体差が大きく有意差はつか

なかったものの、STZ+SY759m が最も低い傾向を示した（図 5C）。また、アディポネクチン量は

ばらつきが大きいものの STZ では低い傾向にあり、STZ+S、STZ+SY759m、STZ+BC17 は若干高

い傾向が見られた（図 5D）。また、STZ+SY17 はばらつきが低く何らかの影響を受けている可能

性も示唆された。 

 
  



図 6 には血清中のサイトカイン量を示した。糖尿病では炎症性サイトカインが高くなることが

報告されているが、本試験ではNC とSTZ との間に有意差は見られなかった。CCL-2以外では逆

に減少傾向にある結果となった。中でも特徴的だったのがSTZ+BC17 で IL-1β、IL-6、IL-10、TNF-
αにおいて有意に高い値を示した（P<0.05）。 
図 7 には摘出した脾臓をすり潰した後、細胞を培地に添加し培養した後の上清のサイトカイン

量の測定結果を示した。その結果、NC と比較してSTZ では、IL-1β、CCL-2 が有意に高い結果を

示した（P<0.05）。また、IL-6 では有意差はつかなかったものの上昇傾向が見られた。逆にTNF-
αは有意に産生量が少なく（P<0.05）、IL-10、IFN-γは減少傾向を示した。サンプル投与群を見る

と、IL-1βは STZ+SY17以外は STZ と比較し有意な減少が見られ（P<0.05）、STZ+SY17も減少
傾向を示した（図 7A）。IL-6 では、STZ+BC17以外、有意な減少が見られた（P<0.05）（図 7B）。

IL-10およびTNF-αは、STZ+SおよびSTZ+BC759m で有意に低かったが（P<0.05）、ほかのサン

プルでは差が見られなかった（図 7CおよびD）。CCL-2 はSTZ+SおよびSTZ+SY17 でSTZ と比

較し有意に低い値となったが、逆に STZ+SY759mおよび STZ+BC759m は有意に高い値を示した

（図 7E）。特に、STZ+BC759m はSTZ が 821 pg/mL であるのに対し、2891 pg/mL と約 3.5倍高い

値となった。最後に IFN-γは STZ、STZ+S、STZ+SY17 が低く、STZ+SY759m、STZ+BC17、
STZ+BC759m では有意に高い値を示した（図 7F）。 
  



 図 8 には血清中の終末糖化産物（AGEs）の測定結果を示した。その結果、NC と比較してSTZ
ではCMLおよびCEL で有意に高い値を示した（図 8AおよびC）（P<0.05）。それに対し、

CML ではSTZ+BC17およびSTZ+BC759m では有意な減少を示した（P<0.05）。また、CEL では

すべてのサンプルで有意な減少を示した（P<0.05）。また、興味深いことにCMA ではSTZ で

NC より有意に低い値を示し、サンプル投与群では有意差はないもののSTZ より高い傾向を示し

た（図 8B）。何故、STZ でCMA が低くなったのかについては分かっていないが、生体におい

てCMA は必ずしも悪影響を与えているわけではない可能性も考えられた。MH-H1 はNC と

STZ で有意差は見られなかったものの、STZ+SY759m で有意に低い値を示した（P<0.05）。これ

についても慎重な考察が必要であると考えられる。 
 図 9 には糖尿病の合併症の一つである白内障について検証した結果を示した。サンプリングの

関係でサンプル数が異なったものの、サンプル間での比較を目視（図 9AおよびB）と画像解析

ソフト（図 9C）にて実施した。その結果、NC とSTZ で差が見られなかったものの、サンプル

投与群では減少傾向が見られ、画像解析ソフトにおけるSTZ+BC17 においては有意な減少が見ら

れた（図 9C）（P<0.05）。こちらについては動物の数を増やしてさらなる解析が必要である。 
 
  



 図 10 と 11 には盲腸内の菌叢解析と有機酸量の結果を示した。門レベルでの解析では、①SZT
と菌体投与群（BC群）、②豆乳および豆乳ヨーグルト群（SおよびSY群）、③NC群と大きく 3
つに分かれ（図 10AおよびB）、投与サンプルによって特徴的な傾向を示した。しかしながら、

属レベルで見ていくと、それぞれの群で細かい違いが見られた（data not shown）。例えばSTZ で

は Clostridium sp.などの酪酸産生菌やビフィズス菌が多い一方で、同じく酪酸産菌である

Lawsonibacter sp.は極端に少なかった。また、STZ+S ではいわゆる日和見菌が多く、STZ+SY17 で

は乳酸桿菌や酪酸産生菌が多かった。菌体投与群であるBC群では乳酸菌が多く見られた。 
 有機酸レベルを見てみると、興味深いことにコハク酸はSTZ のみで検出され、ほかの投与群では

定量限界以下であった（図 11A）。乳酸は STZ+SY17 が突出して高い一方で STZ+S および

STZ+SY759m では低かった（図 11B）。酢酸はほかの有機酸に比べ検出量が多かったが、特に

STZ+BC17 が高く、次いで STZ と STZ+S となった（図 11C）。一方で STZ+BC759m では低い値

となった。プロピオン酸はNC に比べて他のサンプルでは若干低い傾向がみれた（図 11D）。イソ

酪酸は菌体投与群で高い傾向が見られたほか（図 11E）、n-酪酸はSTZ、STZ+S、STZ+BC17 で他

のサンプルより高い傾向を示した（図 11F）。その傾向はイソ吉草酸でも同様であった（図 11G）。
n-吉草酸（H）については、STZ+BC17 で高く、本菌株投与は乳酸、酢酸、イソ酪酸、n-酪酸、イ

ソ吉草酸でも高いことから、乳酸桿菌が増えたことがこれらの結果に繋がっている可能性が示唆

された。 
 本研究では、豆乳ヨーグルトや乳酸菌体の投与により、サイトカイン産生やAGEs 生成など生

体に様々な変化が生じることが明らかになった。特に脾臓細胞におけるサイトカインの減少や血

中のAGEs 生成抑制効果は食品としての有用性に繋がる可能性があり、今後さらに検証を進め、

豆乳ヨーグルトおよび乳酸菌体は糖尿病およびその予備軍の方に適しているのかを明らかにして

いきたい。 
 

  



3．メダカを使った発酵食品の機能性評価 
 
 本研究ではメダカを用いて非アルコール性脂肪肝炎（NASH）モデルの作出を試みた。2 次性

徴が始まる 8週齢のヒメダカを雌雄に分け、対照区（CTL区）、高脂肪食給餌区（HFD区）とし

て別々の水槽で 20匹ずつ飼育した。飼料は、CTL区には、Hikari Crest（キョーリン社、[脂質 25.3%、

タンパク質 62.5%、炭水化物 13.8%]）を、HFD区にはHFD32 <High Fat Diet32>（CLER JAPAN、
INC、[脂質 56.7%、タンパク質 20.1%、炭水化物 23.2%]）を 10 mg/匹/日で与えた。飼育条件はい

ずれも光周期 14 h:10 h（明:暗）、水温約 24℃、週 1回の換水とした。給餌開始から 4週目、8週
目、12週目に体長、体重の測定、肝臓の摘出、肝重量の測定を行い、body mass index（BMI）およ

び hepatosomatic index（HSI）を算出した。 
4週間、8週間および 12週間の給餌の結果、HFD区において体重および肝重量の増加傾向が見

られた。8週間給餌のオスでは HSI の有意な増加が見られ、12週間給餌では雌雄のいずれもHSI
の有意な増加とメス個体におけるBMI の有意な増加が確認された（図 12）。また、解剖時の所見

においても 8週間および 12週間給餌HFD区での肝臓の肥大化・白色化が確認された。以上から、

脂肪肝のメダカ作出を確認できたことから、肝臓の組織学的観察によりNASHへ移行しているか

解析を進める予定である。 
今後、このモデルを用いて豆乳ヨーグルトや乳酸菌などを摂取させることで機能性の評価を実

施する予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 12. HFD を給餌したメダカの肝臓重量の変化（左図）および肝臓体指数（HSI, %; 右図） 

 
 
 
 
 
  



総括 
2 年目を迎えた本プロジェクトでは、①マウスにおける未病マーカー（AGEs マーカー）の探索、

②豆乳ヨーグルトおよび乳酸菌の 1 型糖尿病モデルマウスへの投与試験、③メダカを用いた非ア

ルコール性脂肪肝炎（NASH）モデルの作出を行った。 
マウスを用いたAGEs マーカーの探索では、TCA回路中間体有機酸であるフマル酸がシステイ

ンのチオール基と非酵素的に反応してS-(2-succinyl)cysteine (2SC)が生成することが見いだされた。

また、週齢に伴い 2SC が脳に特異的に蓄積していくことが明らかとなった。今後、認知機能など

と合わせて検証することで、現在、確固たる治療法がないアルツハイマー病などの認知症の兆候

をいち早く検出できる未病マーカーに応用できる可能性がある。また、HG-1H は高齢マウスにお

いて腎臓でのみ高くなった。こちらも今後研究を進めていくことで腎臓病などの未病マーカーと

して利用できる可能性があると考えられる。 
豆乳ヨーグルトの in vivo 試験では、サンプル投与群で血糖値の急激な上昇が抑えられたほか、

血中および脾臓のサイトカインにおいてサンプル間での差が見られた。さらに血中の AGEs が有

意に減少したことから糖尿病患者およびその予備軍の方において豆乳ヨーグルトや乳酸菌の投与

は有効である可能性が示された。腸内細菌叢や有機酸量もサンプルによって異なっていたことか

らAGEs 産生抑制効果と腸内細菌叢との関係も興味深く、今後明らかにする必要がある。 
メダカのNASHモデルの作出実験では、高脂肪食投与で肝臓重量および肝臓体指数が有意に高

くなり、NASHモデルとしてメダカを利用できる可能性が示された。現在、動物実験では 3R が重

要視され、マウスなどを使った実験では使用する頭数をできるだけ減らすことが求められている

が、メダカを使ってNASHへの食品投与効果の評価ができるようになれば、これらの問題の解決

に繋がると考えられ、今後の研究の進展が期待される。今後、本モデルを用いて豆乳ヨーグルト

の投与試験を行う予定である。 
本プロジェクトでは予防医学の観点から未病マーカーの探索と in vivo における豆乳ヨーグルト

の機能性評価を大きなテーマとして掲げ、研究を行っている。次年度は本研究をさらに進展させ、

健康寿命の延長に寄与できる研究成果を出していきたいと考えている。 
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