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研究成果の概要：アミノ酸のひとつであるイソロイシン(Ile)は、血糖値を低下させる機能を有

する。この機能に注目して、Ile の糖代謝調節機能の全貌を把握することを目指して研究を行っ

た。その結果、Ile が骨格筋への糖の取り込みを刺激するとともに、全身での糖の酸化的利用を

促進する機能を有することが明らかとなった。さらに Ile は、肝臓での糖新生を抑制する機能

を有しており、これらの機能によって Ile は血糖値を低下させることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

 アミノ酸はタンパク質の構成成分であり、
タンパク質は体組織の主たる成分であると
同時に酵素やホルモン、抗体その他さまざま
な形で生体機能に重要な役割を有している。
さらにアミノ酸はタンパク質の構成成分と
してだけでなく、細胞内や血漿などに遊離し
た形で存在し、生体内でさまざまな役割を担
っている。最近、アミノ酸のなかでも特に分
岐鎖アミノ酸（ロイシン、イソロイシン、バ
リン）が、その古典的な栄養素としての機能
ではなく、より新しい有効性の面から注目さ
れている。 

 研究代表者らは、過去 10 年間の研究で、
分岐鎖アミノ酸のロイシンが骨格筋のタン
パク質合成を刺激しタンパク質分解を抑制
する機能を有することを明らかにした。また、
この研究の過程で分岐鎖アミノ酸のなかで
もロイシンとイソロイシンが血糖値低下作
用を有することを発見した。平成 17-18 年度
科学研究費補助金（基盤研究 C））「分岐鎖ア
ミノ酸の血糖値低下作用の機構解析とその
糖尿病治療への寄与」の助成を得て、ロイシ
ンとイソロイシンが血糖値を低下させる機
構の解明を目指して解析を行った結果、これ
らのアミノ酸は骨格筋への血中グルコース
の取り込みを促進する作用を有しており、こ
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の作用が血糖値の低下をもたらす一因にな
っていることを明らかにした。さらに、血糖
値を低下させる作用はロイシンよりもイソ
ロイシンの方が強く、イソロイシンはグリコ
ーゲン合成を刺激しないことから、イソロイ
シンの作用によって骨格筋へ取り込まれた
グルコースはエネルギー源として利用され
ていることが示唆された。 
 以上のように分岐鎖アミノ酸は、タンパク
質代謝を調節する作用を有するだけでなく
糖代謝を調節する作用も併せ持っているこ
とが次第に明らかになってきた。分岐鎖アミ
ノ酸の糖代謝調節作用はこれまでに明らか
にされていなかった分岐鎖アミノ酸の新機
能であり、この機能についての研究は研究代
表者らの研究が先行しているが、現在のとこ
ろ骨格筋での解析データがあるのみで、他の
抹消組織や糖代謝において重要な役割を果
たしている肝臓での解析は行われていない。
Macro-nutrient（体にエネルギーを与え、体
の構造部分の基になる栄養素）であるアミノ
酸が持つ作用の全貌を把握するためには、そ
の作用を複数の組織で解析し比較すること
が必須である。 
 

２．研究の目的 

 

 本研究は、分岐鎖アミノ酸のなかでも特に
イソロイシンに注目して、イソロイシンの糖
代謝調節機能の全貌を把握することを目指
し、以下のことを明らかにすることを目的と
した。 

 

(1)イソロイシンが組織へのグルコース取り
込みに与える影響を探る 

 

 これまでの研究で、イソロイシンは骨格筋
への血中グルコースの取り込みを促進する
作用を有することを明らかにした。骨格筋は
体の中で約 40％を占める最大の組織である
ことから、骨格筋への血中グルコースの取り
込み促進が血糖値の低下に大きく影響する
ことは明らかであるが、イソロイシンが血糖
値を低下させるメカニズムの全貌を解明す
るには、イソロイシンの骨格筋以外の組織へ
の血中グルコースの取り込み能を評価する
必要がある。そこで糖代謝において重要な役
割を担っている組織である①脂肪組織（脂質
代謝や糖代謝の接点となって生体全体のエ
ネルギーバランスの要となっている）②肝臓
（生体の血糖値の調節において重要な役割
を果たしている）への血中グルコースの取り
込みに対してイソロイシンがどのような影
響を及ぼすのかを明らかにする。 

 

(2)イソロイシンが全身糖酸化量に与える影
響を探る 

 

 イソロイシンはグルコースの骨格筋への
取り込みを促進するにもかかわらず、取り込
まれたグルコースはグリコーゲンとして貯
蔵されるのではないこと、また、イソロイシ
ン投与によって筋肉中のエネルギー状態が
改善されることなどから、イソロイシンは糖
の酸化を促進する機能を有することが示唆
された。そこでイソロイシン投与が全身の糖
酸化能に与える影響を調べる。 

 

(3)イソロイシンが肝臓からのグルコースの
放出に与える影響を探る 

 

 血糖値は、組織へのグルコースの取り込み
と組織からのグルコースの放出のバランス
によって巧みに制御されている。生体はグル
コースをグリコーゲンの形で肝臓に貯えて
おり、絶食時にはグリコーゲンがグルコース
に分解されて血中に放出されるが、貯蔵量に
は限界があるため高等動物は糖以外の物質
からグルコースを合成して血液中に放出す
る（糖新生）。糖新生活性を示す組織は肝臓
と腎臓であるが、血糖の恒常性に大きく寄与
しているのは肝臓である。肝臓は糖新生活性
のみでなく、グリコーゲンの貯蔵能が高いか
らである。したがって、イソロイシンによっ
て誘導される血糖値低下に肝臓からのグル
コースの放出の減少が大きく関わっている
可能性がある。そこで、イソロイシンが肝臓
からのグルコースの放出に与える影響を明
らかにする。 

 

(4)糖尿病モデルラットを用いてイソロイシ
ンの食後高血糖抑制作用を解析する 

 

 近年、複数の長期にわたる臨床試験の結果
がまとまり、糖尿病の発症早期からできるだ
け正常に近い血糖コントロールを維持すれ
ば、合併症のリスクを軽減しうることが明確
に示された。そこで、イソロイシンの血糖値
低下作用に注目して、イソロイシンを経口摂
取して食中・食後の血中イソロイシン濃度を
高く維持することで、糖尿病時の食後高血糖
の抑制が可能であるかを調べて、イソロイシ
ンの糖尿病治療への貢献の可能性を探る。 

 

３．研究の方法 

 

(1)イソロイシンが組織へのグルコース取り
込みに与える影響の解析 

 

 16 時間絶食させた７週齢の Wistar 系雄ラ
ットに、水に溶解したロイシン(Leu)、あるい
はイソロイシン(Ile)を 0.45 g/kg b.w.経口投
与 し 、 正 確 に 20 分 後 に
2-[1,2-3H]-deoxyglucose (2-[3H]DG)を 30μ



 

 

Ci/kg b.w.静脈から投与した。また、生理食
塩水を経口投与したラットを対照群とした。
2-[3H]DG を投与して 40 分後（Leu、Ile、あ
るいは生理食塩水を投与してから 60 分後）
に、ペントバルビタールナトリウム麻酔下で
腓腹筋、睾丸周辺脂肪組織、肝臓を摘出した。
各 組 織 中 の 2-[1,2-3H]-DG-phosphate

（ 2-[3H]DGP）量を測定して、組織中の
2-[3H]DGP 蓄積量と 2-[3H]DG 投与後の血漿
中 2-[3H]DG レベルの積分値と平均血糖値を
用いて各組織への糖の取り込み量を算出し
た。 

 

(2)イソロイシンが全身糖酸化量に与える影
響の解析 

 

 16 時間絶食させた７週齢の Wistar 系雄ラ
ットに Ile を 0.45 g/kg b.w.経口投与し、
[U-14C]-glucose を 30μCi/kg b.w.静脈内投与
した後、直ぐに呼気ガスを集めることのでき
るアクリル製の代謝ケージにラットを移し
た。ケージから 8 L/min の流速で空気を取り
出し、CO2を集める前に空気中の水蒸気を除
いた。30分間に排出される呼気中の CO2を、
30 分毎に 30 分後、60 分後、90 分後に集め
て、集めたガスから CO2をトラップするため
に、ガスをゆっくりとエタノールアミン溶液
20 mL に通した。そして、エタノールアミン
溶液中の 14C の比放射能を測定して、投与し
た総放射能に対する割合を求めた。 

 

(3)イソロイシンが肝臓からのグルコースの
放出に与える影響の解析 

 

①G6Pase と PEPCK の mRNA 量の測定 

 肝臓における糖新生の律速酵素である
glucose-6-phosphatase(G6Pase) と 

phosphoenolpyruvate carboxykinase 

(PEPCK)の mRNA 量を、常法に従ってリア
ルタイム定量 PCR を用いて測定した。プラ
イマーとプローブセットのシークエンスは
以下の通りである。 

  

G6Pase：  
(forward) 5-GACCTCAGGAACGCCTTCTATG-3 
(reverse) 5-AGGAGATTGATGCCCACAGTCT-3  
(probe)   5-FAM-CCTCTTTCCCATCTGGTTCCA 
         CATTCA-TAMRA-3  
 
PEPCK: 
(forward) 5-CCCAGGAGTCACCATCACTTC-3  
(reverse) 5-GGTGCAGAATCGCGAGTTG-3  
(probe)   5-FAM-CACGGTTCCTCATCCTGTGGT 
         CTCCA-TAMRA-3 (probe)  
 
②G6Pase の活性測定 

 G6Pase の活性は、基質としてグルコース

-6-リン酸を用いて、グルコース-6-リン酸から
のリン酸の遊離能によって評価した。肝臓を
0.25 M sucrose-HEPES buffer (pH 7.4)中で
ホモジナイズし、3,000g で遠心分離した。遠
心上清 100μlに 0.5 % Sodium choleate溶液
10μl を加え、氷上に 30 分間放置した。その
後、0.25 M sucrose-HEPES buffer (pH 7.4)

を 290μl 加えた。この溶液 60μl に reaction 

buffer(0.5 M Tris buffer(pH 6.5):25μl、100 

mg/ml BSA:20 μ l 、 0.1 M 

glucose-6-phosphate:40μl、蒸留水：55μl) 

を加えて、37℃で 0 分間、あるいは 20 分間
インキュベートした。3.5％トリクロロ酢酸を
600μl 加えて反応を停止させて、4℃、3,000g

で 10 分間遠心分離した。その上清 300μl に
リ ン 酸 試 薬 （ ammonium molybdate 

tetrahydrate を 5 ％ 、 Ion (II) sulfate 

heptahydrate を 1％含む 4 N HCl 溶液）300

μl を加えて室温で 10 分間反応させ、650 nm

の吸光度を測定することで上清に含まれる
遊離リン酸量を求めた。そして、0 分間イン
キュベーションしたサンプルと 20 分間イン
キュベーションしたサンプルに含まれる遊
離リン酸量の差から、G6Pase の活性を求め
た。 

 

(4)糖尿病モデルラットを用いたイソロイシ
ンの食後高血糖抑制作用の解析 

 

(実験 1） 

 3 時間の時間制限給餌に馴致した 5 週齢の
Wistar 系雄ラットに、3 時間の給餌開始直前
に Ile(135mg/100g 体重)、あるいは生理食塩
水を経口投与した。Ile を投与したラットに
は給餌開始と同時に水、1％Ile 溶液、2％Ile

溶液、3％Ile 溶液を飲料として与え、その後
5 時間自由摂取させた（順に 0％群、1％群、
2％群、3％群）。生理食塩水を経口投与した
ラットには給餌開始と同時に水を飲料とし
て与え、その後 5 時間自由摂取させた（Sal

群）。実験開始日から 9 日目まで 1 日おきに
計 5 日間、経口投与直前、投与 1、3、5 時間
後に尾静脈から採血し、ラットごとに同じ時
間にサンプリングした血液を 5日分プールし
て、血糖値をグルコースオキシダーゼ法で、
血中インスリン濃度をエンザイムイムノア
ッセイ法で、血中アミノ酸濃度をアミノ酸ア
ナライザーを用いて測定した。 

 

(実験２) 

 ストレプトゾトシン(STZ)(75mg/kg 体重)

を投与して 1 型糖尿病を誘発させた 5 週齢の
Wistar 系雄ラットを、実験 1 の 3％群、ある
いは Sal 群と同じ処理をした 2 群に分けた。
STZ投与の翌日から 10日目まで 1日おきに、
実験 1 と同様に血糖値・血中インスリン濃
度・血中アミノ酸濃度を測定した。また、12



 

 

日目に麻酔下で全血採血して、血中ヘモグロ
ビン A1c(HbA1c)をラテックス凝集比濁法で、
1,5-アンヒドログルシトール(1,5－AG)を酵
素法で測定した。 

 

４．研究成果 
 
(1)イソロイシンが組織へのグルコース取り
込みに与える影響 

 

 生体において血糖値が下がるときには、イ
ンスリン依存的・非依存的に関わらず肝臓や
末梢組織である筋肉、脂肪組織への糖の取り
込み量が増加している可能性が高い。そこで
我々は、イソロイシンが肝臓や末梢組織（骨
格筋・脂肪組織）への糖の取り込みに与える
影響についてラットを用いて調べた。一晩絶
食にしたラットに、イソロイシンを血漿グル
コース濃度低下作用の最大有効量 (0.45g/kg 

bw) 投与し、１時間後に肝臓、骨格筋、脂肪
組織を摘出して、各組織へのグルコースの取
り込み量を調べた。その結果、イソロイシン
の投与で血漿グルコース濃度はコントロー
ル群に比べて有意に 20％低下し（図１）、グ
ルコースの取り込み量は骨格筋においての
みイソロイシン投与によって有意に 71％高
い値を示した（図３～５）。また、血中イン
スリン濃度はイソロイシン投与群とコント
ロール群間で有意な差はなかった（図２）。
一方、ロイシン投与群では他の群に比べて血
中インスリン濃度は高い値を示したが（図
２）、各末梢組織へのグルコースの取り込み
量に有意な変化は見られなかった（図３～
５）。これらのことから、イソロイシンによ
るグルコース取り込み亢進は主に骨格筋で
行われていることが示された。 

図１．ロイシンおよびイソロイシンが血漿グ
ルコースレベルに与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり（Tukey-Kramer 
test: p<0.05）。 

 

図２．ロイシンおよびイソロイシンが血漿イ
ンスリンレベルに与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり（Tukey-Kramer 
test: p<0.05）。 
 

図３．ロイシンおよびイソロイシンが骨格筋
への糖の取り込みに与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり（Tukey-Kramer 
test: p<0.05）。 

 

図４．ロイシンおよびイソロイシンが肝臓へ
の糖の取り込みに与える影響 
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図５．ロイシンおよびイソロイシイが脂肪組
織への糖の取り込に与える影響 

 

(2)イソロイシンが全身糖酸化量に与える影
響 

 

 ラットにイソロイシンを経口投与するの
とほぼ同時に 14C で標識したグルコースを静
脈から投与し、30 分毎にラットの呼気中に排
泄される 14C標識されたCO2の量を測定する
ことでグルコースの利用率を評価した。その
結果、イソロイシン経口投与後 60 分から 90

分の間において、呼気中 14CO2排泄量が増加
した（図６）。このことからイソロイシン投
与によりグルコース利用が亢進しているこ
と、すなわち、取り込まれたグルコースの酸
化が亢進していることが示された。 

 

図６．イソロイシンが[U-14C]-glucose から呼
気排出 14CO2 への変換に与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。* p<0.05 

(Student t-test)。 

 

(3)イソロイシンが肝臓からのグルコースの
放出に与える影響 

 

 絶食状態の肝臓では、アラニンなどの糖新
生基質よりピルビン酸などを経てグルコー
スが生成される。そのピルビン酸からグルコ
ース生成への反応には 4種の糖新生律速酵素
が関与することが知られているが、その中で
も phosphoenolpyruvate carboxykinase 

(PEPCK)は糖新生能やその活性と mRNA 量
に相関があることが分かっている。そこで
我々は、イソロイシン投与ラットの肝臓やラ
ット単離肝細胞を用いて、イソロイシンが肝
臓での糖新生や糖新生律速酵素に与える影
響について調べた。 

 ロイシン、あるいはイソロイシンを経口投
与したラットの肝臓を調べたところ、イソロ
イシンを投与したラットの肝臓においての
み PEPCK の mRNA 量および別の糖新生律
速 酵 素 で あ る glucose-6-phosphatase 

(G6Pase)の mRNA 量（図７）と活性（図８）
がコントロール群に比べて有意に低下して
いた。したがって、イソロイシン投与によっ
て肝臓では糖新生が抑制されていると考え
られる。 

図７．ロイシンおよびイソロイシンが
PEPCK mRNA および G6Pase mRNA 発現
に与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり。 

図８．ロイシンおよびイソロイシンが
G6Pase 活性に与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり。 
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 また、単離肝細胞を用いた実験で、培地に
イソロイシン、あるいはロイシンを 3 mM 添
加すると、イソロイシンを添加した場合にア
ラニンを基質としたグルコース産生量が有
意に減少した（図９）。一方、ロイシンを添
加した場合はコントロール群との間に有意
な差は認められなかった（図９）。インスリ
ン非存在下の in vitro 系においてイソロイシ
ンによるグルコース産生低下が認められた
ことから、イソロイシンを投与したラットに
おける糖新生抑制作用はインスリン非依存
的作用であることが示唆された。 

 これらのことから、ラットへのイソロイシ
ン経口投与は、骨格筋への糖取り込み量と全
身の糖の酸化的利用能を亢進し、かつ肝臓に
おいては糖新生を抑制し、これらの作用が血
糖値の低下に寄与していることが示唆され
た。 

 

図９．ラット単離肝細胞において、ロイシン
およびイソロイシンがアラニンからのグル
コース産生に与える影響 

結果は平均値±標準誤差で表示。異なるアル
ファベット間で有意差あり（Tukey-Kramer 
test: p<0.05）。 
 

(4)糖尿病モデルラットを用いたイソロイシ
ンの食後高血糖抑制作用の解析 

 

(実験 1) 

 Ile 溶液を飲料として与えることで、食後
の血糖値上昇が抑制され、その効果は 3%群
で最も顕著であった（図 10）。3%Ile 溶液を
投与しても体重増加の阻害、摂食量の減少が
見られなかったことから（データ示さず）、Ile

投与によるアミノ酸インバランスは起こっ
ていないと考えられる。 

 

(実験 2) 

 正常ラットと同様に糖尿病ラットでも、給
餌開始直前に Ile を経口投与し、給餌開始と
同時に 3%Ile溶液を飲料として与えることで
食後血糖値上昇の抑制が見られた(図 11)。ま
た、過去数日間の血糖コントロール状態を反
映する 1,5-AG は群間に差はなく（データ示

さず）、過去１〜２カ月間の血糖コントロー
ル状態を反映するHbA1cは Ile投与群で低下
した（図 12）。 

 以上から、食中・食後の Ile の経口摂取は
糖尿病時の食後高血糖の抑制に有効であり、
糖尿病合併症のリスク軽減に効果的である
可能性が示唆された。 

 

図 10．イソロイシン経口投与後の血糖値の変
化 

結果は平均値で表示。同時刻において、異な
る ア ル フ ァ ベ ッ ト 間 で 有 意 差 あ り
（Tukey-Kramer test: p<0.05）。*：基礎値
（ 0h）と比較して有意差あり（ Student 
t-test: p<0.05）。 
 

 

図 11.採血開始後９日目におけるイソロイシ
ン経口投与後の血糖値の変化 
結果は平均値で表示。同時刻において、異な
る ア ル フ ァ ベ ッ ト 間 で 有 意 差 あ り
（Tukey-Kramer test: p<0.05）。*：基礎値
（ 0h）と比較して有意差あり（ Student 
t-test: p<0.05）。 
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図 12．イソロイシン投与による血中 HbA1c

値の変化 
結果は平均値±標準誤差で表示。* p<0.05 
(Student t-test) 
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