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研究成果の概要：本研究は地域食材の糖代謝調節機能に及ぼす健康機能性を明らかにすること

を目的として行なった。その結果、本わさび根茎に含まれる isothiocyanate 類の一つに糖尿病

モデル動物で血糖上昇緩和効果があることを新規に見いだした。またヤマブドウは岩手県など

冷涼な地域で栽培されるが、ジュースなどの加工時に生じる未利用資源である搾り粕や果皮な

どに存在するオレアノール酸に 3T3-L1 脂肪細胞の分化抑制や蓄積脂質の分解効果のあること

を明らかにし、糖尿病の背景要因となる肥満の抑制効果が期待できる可能性を見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 
 生活習慣病の一つである糖尿病は世界的
な増加を示しており、日本も例外でない。日
本人の糖尿病患者数は最近 40 年で 20 倍の増
加を示し、今後も増えることが予想される。
その主な原因はインスリン分泌低下の素因
に加えて、生活習慣の変化による肥満・イン
スリン抵抗性を引き起こす要因の増加によ
ると考えられている。肥満やインスリン抵抗
性は、糖尿病に直接つながる糖代謝調節不良
のみならず、高脂血症、高血圧とも密接に絡
み合い、いわゆるメタボリックシンドローム
の惹起、心筋梗塞や脳梗塞などの心血管疾患
といった主要な死亡要因を招く。肥満やイン

スリン抵抗性の増加要因となる生活習慣の
変化のうち、食習慣の影響は大きい。穀類や
野菜を中心とした日本型食生活から，より高
カロリーな肉類や脂肪の多い欧米型食事内
容への嗜好性の変化は、容易にエネルギー摂
取の過剰を起こしやすく、結果、肥満の増加
を招く。脂肪細胞から分泌される生理活性分
子である種々のアディポサイトカインが、組
織のインスリン感受性に関与することが明
らかにされ、加えて脂肪細胞の肥大化に伴い、
adiponectin のように骨格筋や肝臓でのイン
スリン感受性をあげる因子の発現は低下し、
逆に TNF-α,resistin, 遊離脂肪酸などイン
スリン作用を障害する、または PAI-1 のよう
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に血栓症に関わる因子の増加がおこること
が示され、脂肪組織でのこれらアディポサイ
トカインの発現・分泌パターンの悪化がイン
スリン抵抗性の誘発に深く関与すると捉え
られるようになってきた。インスリン抵抗性
の原因の解明とその治療に向けた医学的な
アプローチは盛んとなっているが、増加する
糖尿病やその予備群に対応するには、日常の
生活の中で予防もしくは改善し、発症の抑制
と悪化の防止が重要であり、その観点から食
事や食品成分の利用は非常に有効な手段の
一つである。 
 
２．研究の目的 
 様々な食品やその成分の生体調節効果が
見いだされているが、sulforaphane に代表さ
れるブロッコリーなどアブラナ科の植物・野
菜類に含まれる isothiocyanate 類は、これ
までに抗酸化や抗癌作用を有することで食
品機能性研究が数多く行われてきた。私は地
域食品素材の健康機能性を検索する中で、ワ
サビ（アブラナ科ワサビ属 , Wasabia 
japonica Matsum.）の isothiocyanate であ
る 6-methylsulfinylhexyl isothiocyanate 
(6MSITC)にこれまで報告のない糖新生抑制
効果のあることを明らかにしている。すなわ
ち、ラット肝臓細胞 H4IIE を用いた解析から、
6MSITC は糖新生の律速酵素である PEPCK や
G6Pase 遺伝子発現の抑制並びに培地への糖
放出の抑制効果を示した。この効果はインス
リンと類似した作用でありながら、インスリ
ンレセプターや IRS-1 などのいわゆるインス
リンシグナルの上流に位置するシグナル分
子の活性化を促すことなく、作用しているこ
とが明らかになっている。このことは、２型
糖尿病で見られる JNK 活性の上昇による
IRS-1 などのインスリンシグナル分子の作用
障害が要因となって起こるインスリン抵抗
性などに対して有効であることが予想され
る。 
 また別な検討から、やはり地域食品素材の
一つであるヤマブドウのエタノール抽出成
分に脂肪細胞の分化・成熟の抑制効果や酸化
ストレス負荷時に上昇した PAI-1 発現の抑制
効果、逆に低下した adiponectin 発現の回復
作用があることを見いだしている。ブドウに
はカテキン類やプロシアニジン類、アントシ
アニンなどが含まれており、これらの成分の
脂肪細胞に対する類似の効果はいくつかの
報告がある。ヤマブドウは全国生産の６割を
岩手県が占めるが、生食には向かずワイン等
の加工用に利用される。今回見られている効
果は、そうした加工の搾り粕からの抽出物で
も認められることから資源の有効利用の点
で意義がある。しかしながら成分的な特定は
出来ていない。 
 したがって本研究では、ワサビイソチオシ

アネートである 6MSITC の細胞系で見いださ
れたインスリン様作用（糖新生抑制効果）を
発展させ、in vivo での抗糖尿病効果につい
て糖尿病モデル動物を用いた検証を行ない、
その作用機序の解明することで、有効性と安
全性を明らかにすることと、同じく地域食材
の一つであるヤマブドウの脂肪細胞に対す
る効果とその候補成分の検討を行うことで
関与成分を明らかにし、肥満に伴う糖代謝異
常の改善に対するヤマブドウやその成分の
有用性を明らかにすることを目的としてい
る。以上の研究を通じて、ワサビイソチオシ
アネートやヤマブドウなどの食品成分，食品
素材がもつアディポサイトカイン発現パタ
ーンやインスリン抵抗性の改善作用などを
介した抗糖尿病効果とその作用メカニズム
を明らかにしていこうとするものである。 
 
３．研究の方法 
（１）ヤマブドウ搾り粕抽出物成分による脂
肪細胞機能改善効果の検討 
 
①ヤマブドウ搾り粕およびオレアノール酸
による脂肪分解試験 
 マウス 3T3-L1 脂肪細胞を 6well プレート
に 0.8×105cells /2 ml DMEM+10%CS / well
となるように播種し培養した。コンフルエン
トを確認後、定法通り、分化誘導培地
I(DMEM+10%FBS+0.5mM IBMX+0.25 μ M 
dexamethasone+10μg/ml インスリン)に換え
3 日間培養した。その後分化誘導培地
II(DMEM+10%FBS+10μg/ml インスリン) で 5
日間程度培養し、脂肪滴の蓄積を促した。 
 蓄積脂肪の分解促進効果を試験するため
に、分化後の細胞を DMEM+0.1％BSA 1ml/well
で培養し、同時に試験試料（ヤマブドウ搾り
粕抽出物メタノール溶液：ヤヱガキ醗酵技研、
オレアノール酸エタノール溶液）をヤマブド
ウ抽出物溶液については 0.125、0.25、0.5、
1 mg/ml、オレアノール酸溶液については100, 
200μMとなるように加え、24時間培養した。
培養上清中のグリセロール量を測定し、脂肪
分解活性とした。 
 
②ヤマブドウ搾り粕抽出物およびオレアノ
ール酸が遺伝子発現に与える影響 
 従来のヤマブドウ搾り粕は小規模に研究
室レベルで試作されたものであったので、今
回工業的に調製された抽出物とは異なる。そ
こで再度、脂肪細胞に対する遺伝子発現への
効果を検討し、あわせてオレアノール酸の効
果も検討した。 
 上述の方法に準じて、3T3-L1 脂肪細胞を
6well プレートで分化させた後、DMEM＋0.1％
BSA 2ml に換えると同時に、酸化ストレスと
して H2O2(200μM)単独、もしくはヤマブドウ
搾り粕抽出物の共存下で処理した。またオレ



 

 

アノール酸については、細胞を分化誘導培地
II 処理時にオレアノール酸共存下で処理し、
遺伝子発現への影響を Northern blotting 法
にて検討した。 
 
（２）ワサビイソチオシアネート化合物によ
る抗糖尿病効果の検討 
 
①肝臓由来細胞 H4IIE におけるインスリン様
活性の機序の解析 
 6MSITCはH4IIE細胞における糖新生系酵素
PEPCKやG6Paseの遺伝子発現を抑制する作用
を有することは、既に明らかにしているが、
その作用機序は不明なところがある。そこで
ストレス応答性シグナル因子の一つである
p38MAPK が糖新生系酵素の発現上昇に関与し、
6MSITC がその活性化を抑制する効果を有す
ることなどが報告されていることから、
6MSITC の効果における p38MAPK を含む MAPK 
family の関与を検討した。 
 細胞を 6cm プレートに播き、コンフルエン
トとした後、DMEM+0.1%BSA 培地に換え培養し
た。24 時間後新しい DMEM+0.1%BSA 培地に交
換すると同時に dexamethasone(Dex)、 Bt2 
cAMP でそれぞれ終濃度 500nM、0.1mM で処理
した。そこに10-6M Insulin溶液を終濃度10nM、
6MSITC を 15μM、p38MAPK、JNK、Erk の阻害
剤をそれぞれ 10μM、25μM、20μM の濃度で
添加し、PEPCK、G6Pase 遺伝子の発現への影
響をみた。 
 
②種々のメチレン基鎖長のイソチオシアネ
ート化合物でのインスリン様活性の比較 
 上述と同様に細胞を培養し、Dex と Bt2cAMP
で処理すると同時に 4MSITC、6MT(sulfenyl
体)、6MSITC、6M sulfonyl ITC、7 MSITC、 8 
MSITC、 9 MSITC を終濃度 15μM になるよう
に添加し、24 時間培養した。その後、グルコ
ースとフェノールレッド不含培地に交換し 4
時間培養後、培地へのグルコース放出量を測
定した。 
 
③2 型糖尿病モデルマウス KK-Ay における
6MSITC の抗糖尿病効果 

 動物は 4 週齢の肥満型２型糖尿病モデル

KKAy系雄マウス（日本クレア、東京）12 頭を

用い個別にステンレスケージに入れて飼育

した。当初の 5 日間は予備飼育とし、AIN93

組成カゼイン飼料と水を自由摂取させた。6

日目にコントロールとして生理食塩水を投

与する C群 5 頭、6MSITC（25mg/kg BW）を投

与する 6MITC 群 7 頭に群分けし、表 1の高脂

肪食で 37 日間飼育し、飼料摂取量と体重変

化を測定した。飼育期間中、生理食塩水およ

び 6MSITC を 10 時から 11 時の間に毎日腹腔

内に投与した。飼育期間中は一週間ごとに 5

時間絶食後の血糖値を、尾静脈血より測定し

最後の 2週は血糖値と合わせて HbA1c の測定

も行った。飼育 33 日目に経口グルコース負

荷試験（Oral Glucose Tolerance Test：OGTT）

を行い、耐糖能を評価した。38 日目に 5 時間

絶食後、ジエチルエーテル麻酔下で解剖した。

ヘパリンで処理したシリンジを使用し、下大

静脈から採血し、肝臓、腎臓、精巣周囲脂肪

組織、腎臓周囲脂肪組織、腸管膜周囲脂肪組

織を採取し、重量を測定した後ただちに液体

窒素で凍結した。 

 
表 1. 飼料組成［g/100g diet］  

 

1）オリエンタル酵母工業(千葉)、2）Wako、

3）田辺製薬 (大阪)、4）東洋精糖(東京) 

 

（３）データ処理と統計処理 

 データは平均値(AVG)と標準偏差 (SD)で

表 し 、 平 均 値 間 の 有 意 差 検 定 は

Instat3.0(Graphpad)を使用し、各処理は

Tukey により行った。各検定の有意水準は 5％

とした。 

 
４．研究成果 
（１）ヤマブドウ搾り粕抽出物成分による脂
肪細胞機能改善効果 
 
①ヤマブドウ搾り粕およびオレアノール酸
による脂肪分解試験 
 無処理(相対比 100±8.4％, n=3)に対して、
ヤマブドウ搾り粕抽出物 0.125, 0.25, 
0.5,1.0mg/ml と添加するにつれ、199.0±
14.5, 262.4 ± 13.9,359.9 ± 20.7,287.9 ±
45.2 と脂肪分解活性が添加量に応じて増加
した。またオレアノール酸処理でも濃度依存
的な増加を認めた(100μM:188%±23.2, 200
μ M:218.5± 16.3, vs control:100± 8.4, 
n=3)。以上の結果は、ヤマブドウ搾り粕抽出
物における新たな効果として蓄積脂肪の分
解促進効果を明らかにするとともに、果皮成
分の一つであるβアミリン系トリテルペン
であるオレアノール酸の有効性を明らかに



 

 

するものである。 
 
②ヤマブドウ搾り粕抽出物およびオレアノ
ール酸が遺伝子発現に与える影響 
 肥満した状態の脂肪組織では酸化ストレ
スの亢進(Fat ROS)が進み、PPARγや SREBP1c
といった脂肪細胞分化に重要な転写因子が
遺伝子レベルで発現低下させること、さらに
adiponectin の低下や PAI-1、IL-6 の上昇と
いったアディポサイトカイン遺伝子発現異
常を引き起こすことが明らかになっている。 
 今回用いている従来に比べ、純度の高いヤ
マブドウ搾り粕抽出物の酸化ストレスによ
る遺伝子発現変化に対する軽減効果を見た
ところ、adiponectin の発現では無処理(100%
±9.2, n=4)に比較して、H2O2 処理群(78.9%
±16.2)では低下し、抗酸化物質である
NAC(N-acetyl-cysteine, 5mM)を添加するこ
とで回復した(202.6±61.2)。しかしながら
ヤマブドウ搾り粕抽出物の添加では回復効
果は認められなかった（ヤマブドウ搾り粕抽
出 物 0.0625mg/ml:45.7% ± 13.3, 
0.125mg/ml:49.3 ± 7.3, 0.25mg/ml:30.5 ±
5.3）。一方、PAI-1 についてはヤマブドウ搾
り粕抽出物の添加により無処理よりも上昇
する傾向を示し、期待とは逆の結果となった。
このことは、抽出方法の違いや元のヤマブド
ウの品質の違いにより効果が異なる可能性、
もしくは純度が高いサンプルにより含まれ
ている polyphenol 成分のよるプロオキシダ
ント的な効果が引き起こされた可能性を示
唆するものであると考えられた。 
 脂肪細胞の成熟過程である分化誘導培地
II での培養時点でのオレアノール酸添加に
よる adiponectin 遺伝子への影響は、添加濃
度依存的な変化が見られた(無処理:100%±
26.7, 100μM:128±23.8, 200μM:162.3±
43.6, n=6)。しかしながら誤差も大きく、有
意な変化とは言えなかった。むしろ同じ濃度
を分化誘導 Iの時点で処理した場合に、その
後の脂肪蓄積に抑制効果が認められたこと
から、オレアノール酸の効果は前駆脂肪細胞
から脂肪細胞へ分化する過程を抑制する効
果がある可能性が示唆された(無処理:100%
±6.6, 25μM:83.9±3.5, 50μM:79.1±7.1, 
100μM:68.0±5.3, 200μM:62.8±4.0, n=7)。 
 
（２）ワサビイソチオシアネート化合物によ
る抗糖尿病効果 
 
①肝臓由来細胞 H4IIE におけるインスリン様
活性の機序 

 6MSITCによるH4IIE細胞における糖新生抑

制活性における p38MAPK および JNK や Erk と

いった MAPK family に対する阻害効果との関

係を明らかにする目的で、H4IIE 細胞での Dex

および Bt2cAMP 処理が p38MAPK 活性を介した

ものであるかを p38MAPK、JNK、Erk の阻害剤

を用いて検討したところ、図 1a および b に

示すように PEPCK および G6Pase 遺伝子発現

はそれらの阻害剤の影響を受けていないこ

とが分かった。一方同じ条件で 6MSITC15μM

で処理した場合には PEPCK や G6Pase の発現

は図 2 に示すように顕著に抑制された。この

ことから、6MSITC の糖新生抑制効果は

p38MAPK の阻害を介した作用ではないことが

推察される。 

 

a. PEPCK 

 

b. G6Pase 

図１．H4IIE 細胞における糖新生系遺伝子発

現に対する MAPK family 阻害剤の影響 

 グラフはDAを100％とした時の相対値を示

す。値は Avg±SD（n=8）、＊：DA 群との有意

差を表す。 

 

  a. PEPCK            b. G6Pase 

 

図 2.6MITC が Dex/Bt2cAMP による PEPCK およ

び G6Pase 遺伝子発現誘導に及ぼす効果 

値は Avg±SD（n=6）、異なる記号間で有意差

を表す。 

 

②種々のメチレン基鎖長のイソチオシアネ
ート化合物でのインスリン様活性の比較 
 6MSITC、またその構造類似体である 4MSITC、
6MT、6 M sulfonyl ITC、7MSITC、8MSITC、
9MSITCをいずれも15μMとなるように添加し、
24 時間培養した時の培地へのグルコース放

＊ 
＊ 

＊ 



 

 

出量を図 3に示す。 
 

 

図 3. 種々のメチレン基鎖長イソチオシアネ

ート化合物のグルコース放出量抑制効果 

グラフはDAを100％とした時の相対値を示す。 

培地へのグルコース放出量は細胞タンパク

質量で補正した。値は Avg±SD（n=8）、異な

る記号間で有意差を表す。 

 

 鎖長に注目すると、6MSITC より炭素鎖が短

いものにも長いものにも、Dex/Bt2cAMP によ

り惹起されたグルコース産生を抑制する効

果があることが明らかとなった。さらに、そ

の抑制効果は鎖長が長くなるにつれて強く

なる傾向が見いだされた。酸素の結合に注目

すると、6MSITC から酸素が 1 つ失われた 6MT

には抑制効果は見られなかった。一方 6MSITC

にさらにもう 1 つ酸素が結合した sulfonyl

体では、6MSITC と同程度の抑制効果が認めら

れ、methylsulfinyl あるいは methylsulfonyl

構造が活性に関与している可能性が明らか

となった。 

 

③2 型糖尿病モデルマウス KK-Ay における
6MSITC の抗糖尿病効果 

 37 日間の飼育中の体重変化を図 4、1 日あ

たりの摂食量を図 5に示す。また解剖時の体

重と総飼料摂取量、組織重量を表 2 に示す。

37 日間の 6MSITC 腹腔内投与の結果、体重増

加量は 2群間で有意な差は認められなかった。

肝臓重量、腎臓重量、体重 100g 当たりの肝

臓重量および腎臓重量で、C群に比べ 6MSITC

群で有意に減少した。しかしながら脂肪重量

に関しては有意な変化は認められず、6MSITC

には、KKAy マウスにおける脂肪蓄積を抑制す

る効果は認められなかった。 

 次に飼育 33 日目に行った OGTT の結果と血

糖上昇曲線下面積(AUC)を図 6 に示す。OGTT

では、グルコース負荷前でも C 群と比べ

6MSITC 群で有意に血糖値が低下しており、グ

ルコース負荷後も、60 分後を除く全ての時点

で有意に低い値を示した。AUC については、

有意差は出なかったものの低下傾向にあっ

た(p value=0.0907)。 

 また飼育期間中の血糖値の経時変化と、飼

育 31 日目の HbA1c、また飼育終了日の血漿中

グルコース濃度および HbA1c を図 7 に示す。 

飼育 2 週目から C 群と比べ 6MSITC 群で血糖

値が有意に低下し、飼育終了日の血漿中グル

コース濃度も有意に低値を示した。過去の平

均血糖値を反映する HbA1c の値も、飼育 31

日目および飼育最終日で有意に低値を示し

た。 

 

 
図 4. 体重変化 

値は Avg±SD で各群の頭数は C 群(n=5), 

6MSITC 群(n=7). 

 

 
図 5.１日あたりの摂食量 

値は Avg±SD で各群の頭数は C 群(n=5), 

6MSITC 群(n=7). 

 

表 2. 6MSITC 投与による体重、飼料摂取量、

組織重量 

 
値は Avg±SD で各群の頭数は C 群(n=5), 

6MSITC 群(n=7).†：C 群の値との有意差を示

す（P<0.05） 

 

 

 



 

 

  a. OGTT      b. 血糖上昇 

            曲線下面積(AUC) 

  
図 6. OGTT、血糖上昇曲線下面積（AUC） 

値は Avg±SE で各群の頭数は C 群(n=5), 

6MSITC 群(n=7).＊：各時間における C群との

有意差を示す(P<0.05 ). 

 

   a. 血糖値経時変化  b. 最終日血糖値 

 
   c. HbA1c (day 31)  d. HbA1c (day 38) 

 
図 7. マウスの血糖値経時変化、最終日血糖

値、31 日目および最終日 HbA1c 

値は Avg±SD で各群の頭数は C 群(n=5), 

6MSITC 群(n=7).＊： C 群との有意差を示す

(P<0.05 ).  

 
 以上から、6MSITC は in vivo の検討でも抗
糖尿病効果を示すことが明らかとなった。ま
た細胞でのイソチオシアネート化合物類の
効果と併せて考えると、食材に含まれるイソ
チオシアネート類には抗糖尿病効果が期待
できる可能性が考えられる。 
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