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研究成果の概要（和文）：本研究では 、食餌中の亜硝酸塩/硝酸塩（NOx）の長期の不足が代謝症候群を引き起
こすという仮説をマウスにおいて検証した。この目的のために、通常食とL-アルギニン、脂質、炭水化物、蛋白
質、カロリー含有量が同一の低NOx食を作製し、野生型マウスに長期投与した。
その結果、低NOx食3ヶ月投与は、内臓脂肪蓄積、高脂血症、耐糖能異常を引き起こし、18ヶ月投与は、高血圧、
インスリン抵抗性、内皮機能不全を招き、22ヶ月投与は急性心筋梗塞死を含めた心血管死を誘発した。
このことから、本研究は、食餌中NOxの長期不足はマウスに代謝症候群を惹起することを見出し、外因性NO産生
系の病因的役割を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested our hypothesis that long-term dietary 
nitrite/nitrate deficiency would induce the metabolic syndrome in mice. To this end, we prepared a 
low-nitrite/nitrate diet (LND), in which the contents of L-arginine, fat, carbohydrates, protein and
 energy were identical with a regular diet(RD). 
Three months of the LND significantly elicited visceral adiposity, dyslipidaemia and glucose 
intolerance in comparison with the RD. Eighteen months of the LND significantly provoked 
hypertension, insulin resistance and impaired endothelium-dependent relaxations to acetylcholine, 
while 22 months of the LND significantly led to death mainly due to cardiovascular disease, 
including acute myocardial infarction. 
These results provide the first evidence that long-term dietary nitrite/nitrate deficiency gives 
rise to the metabolic syndrome in mice, indicating a novel pathogenetic role of the exogenous NO 
production system in the metabolic syndrome and its vascular complications.

研究分野：歯科口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
（1）一酸化窒素（Nitric Oxide: NO）は生
体の恒常性の維持に重要な役割を果たして
いる 1-6）。NOは L-アルギニンから NO 合成酵素
（NOS）を介して合成されるのみならず、そ
の代謝産物である亜硝酸塩（NO2

-, nitrite）
および硝酸塩（NO3

-, nitrate）からも合成さ
れる 7）。 
 
（2）硝酸塩はレタスやほうれん草などの緑
葉野菜に多く含有されている 8）。しかし、食
事中の亜硝酸塩／硝酸塩（NOx）の不足が病
気を引き起こすか否かは知られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では 、食餌性 NOx の長期の不足が
代謝症候群を引き起こすという仮説を野生
型マウスにおいて検証した。 
 
３．研究の方法 
（1）この目的のために、通常飼料と蛋白質、
脂質、および炭水化物からの摂取カロリーが
等しく、NOS の基質である L-アルギニンの含
有量が同一の低NOx飼料を作製した（表１）。 
 
 

 
（2）低 NOx 食（Low NOx diet）（低 NOx 飼料
＋超純水）あるいは通常食（Regular diet）
（通常飼料＋水道水）を 6週齢の雄の野生型
C57BL/6J マウスに 3～22ヶ月間投与した。一
部の実験では sodium nitrate（2 mmol/L）の
同時投与を行った。 
 
（3）血漿 NOx は高速液体クロマトグラフィ
ーおよびグリース法で、血漿脂質は比色法で
測定した。内臓脂肪量はマウスの精巣上体白
色脂肪組織を体重で割った値で評価した。血
圧はテイルカフ法で、糖代謝は糖負荷試験で、
インスリン感受性はインスリン負荷試験で
評価した。蛋白発現レベルはウェスタンブロ
ット法で、腸内細菌叢は次世代シーケンサー
を用いて評価した。さらに、血管機能は等尺
性張力実験で、死因は病理学的解析で検討し
た。 
 
４．研究成果 
（1）過去の研究で、3種類の NOS が完全に欠
損したマウス（n/i/eNOS-/-）を作成し、この

マウスの血漿NOxレベルは野生型マウス（WT）
に比して著明に低下していることを報告し
た 9,10）（図 1、右上）。この結果から、生体の
NO 産生は主に内因性 NO 産生系によって調節
されていること、外因性 NO 産生系の寄与は
小さいことが示唆されたが、低 NOx 食を野生
型マウスに投与すると、意外なことに、血漿
NOx レベルは通常食群に比して 30%以下に著
明に低下した（図１、左）。 

 
（2）この機序を検討するために、NOS の発現
レベルを検討したところ、低 NOx 食を投与し
たマウスでは通常食群と比して、内臓脂肪組
織に特異的な内皮型 NOS（eNOS）発現レベル
の低下が認められた（図 2）。 

 
（3）重要なことに、低 NOx 食の 3 ヶ月投与
は、通常食群と比して、有意な内臓脂肪蓄積、
高脂血症、耐糖能異常を引き起こした（図 3）。 

 

表１．通常食および低 NOx 食の組成 

図 1．血漿 NOx レベルにおける低 NOx 食
3ヶ月投与の効果 

図 2．内臓脂肪組織の eNOS 蛋白発現における
低 NOx 食 3 ヶ月投与の効果  

図 3．低 NOx 食 3 ヶ月投与により生じたメタボ
リックシンドローム様の病態 



（4）低 NOx 食 3 ヶ月投与により生じた病態
は sodium nitrate の同時投与により改善さ
れた（図 4）。 

 
（5）低 NOx 食の 18 ヶ月投与は、有意な体重
増加、高血圧、インスリン抵抗性、内皮機能
不全を招き（図 5）、低 NOx 食の 22 ヶ月投与
は、急性心筋梗塞死を含めた心血管死を誘発
した（図 6）。これらの異常はすべて sodium 
nitrateの同時投与により抑制された（図5、
6）。 

 
（6）低 NOx食を 3ヶ月投与したマウスでは、

内臓脂肪組織におけるアディポネクチンレ
ベルの低下、および腸内細菌叢の異常が認め
られた（図 7、8）。 

 

（7）投与 18 ヶ月までの食餌摂取量は低 NOx
食群と通常食群の間で差がなかったことか
ら、摂取カロリーは両群間で同じであること
が示唆された（図 9）。 

 
本研究では、食餌中の亜硝酸塩／硝酸塩が
長期に不足するとマウスに代謝症候群、内皮
機能不全、および心血管死が引き起こされる
ことを見出し、外因性 NO 産生系の病因的役
割が初めて明らかにされた。この機序には、
内臓脂肪組織におけるアディポネクチンの
低下、eNOS 発現低下、並びに腸内細菌叢の異
常が関与していることが示唆された。さらに
本研究では、カロリー過多がなくても代謝症
候群を引き起こす食事成分を初めて同定し
たと考えられた。 

図 9．食餌摂取量の経時変化 

図 4．低 NOx 食 3ヶ月投与により生じたメタボ
リックシンドローム様病態の sodium nitrate
同時投与による改善 

図 5．低 NOx 食 18 ヶ月投与により生じた体重
増加、高血圧、インスリン抵抗性および血管
内皮機能不全 

図 6．低 NOx 食 22 ヶ月投与により生じた
生存率の低下と心血管死 

図 7．内臓脂肪組織のアディポネクチンレベル
における低 NOx 食 3 ヶ月投与の効果 

図 8．低 NOx 食 3ヶ月投与による内細菌叢の
変化 
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