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研究成果の概要（和文）：ビタミン B6 の仲間であるピリドキサミン(PM)には抗糖尿病合併症機

能がある。PMを多く含む食品は抗糖尿病合併症機能が期待される。そこで、まず食品中の 

PMを定量できる高感度の定量法を開発した。そして、代表的な食品中の含有量を明らかにした。

ついで、PMの機能の機構を明らかにするため、ラットに PMを投与して分析をおこない、PMに

は大量に投与すると糖新生を昂進する作用があることがわかった。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Pyridoxamine (PM), one of vitamin B6, has 
anti-diabetic-complications function. Foods containing a lot of PM, thus, may have this 
function. At first, a novel determination method of PM in foods has been developed. PM 
contents in several foods were determined. Then, PM was supplied to mice, and expression 
levels of genes encoding gluconeogenesis-related proteins. PM increased gluconeogenesis 
in the mice.  
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１． 研究開始当初の背景 
現在、多数の人々が糖尿病合併症の発症の

危険に晒されている。神経障害、網膜症、腎
症、血管障害を惹起し、著しく生活の質を低
下させる糖尿病合併症の治療法については
開発が遅れている。発症までに長期間を要す
る糖尿病合併症の予防と治療に食事療法は
有効である。そこで、食品の中で糖尿病合併
症の予防と治療に有効な成分であるピリド
キサミンを多く含むものを見出しそれらの

機能性を調べることとした。 
２．研究の目的 
食品中のピリドキサミンとその他のビタ

ミン B6 化合物の高感度定量法の開発を第一
の目的とした。ビタミン B6化合物の中のピリ
ドキサール 5’-リン酸には糖尿病性腎症の発
症を抑える働きがあることが分かったから
である。開発した分析法で各種食品中のこれ
ら化合物の定量をおこなう。さらに、動物実
験により、糖尿病合併症に対する有効性を調
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べ、その機能のメカニズムを調べることとし
た。 
３．研究の方法 
 食品中のピリドキサミンとビタミン B6化
合物を定量的の測定できるように食品の処
理法を高圧塩酸加水分解法から酵素処理法
に変えた。工程を以下に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
開発した分析法により、各種食品の分析を行
った。マウスを用いてピリドキサミンを摂食
させ、これら食品の有効性とその機能の機構
を明らかにすることにした。また、4-ピリド
キソラクトン転換-HPLC法の精度を上げるた
めに用いる酵素の基質特異性を改変した。 
４．研究成果 
 食品中のピリドキサミンとその他のビタ

ミン B6 化合物を高感度で定量できる定量法

を開発できた。この方法はピリドキサミン、

ピリドキサール 5´-リン酸その他すべてのビ

タミン B6化合物を 5種類の酵素を用いて特異

的に超高蛍光性化合物である 4-ピリドキソ

ラクトン（PLA）に転換して、生成した PLA

を蛍光 HPLC で定量するものである。以下に

示したのはピリドキサミンを定量するため

の酵素反応液組成と処理過程である。 
Pyridoxamine (reaction 2)

25 mM Tris-HCl (pH 9.0) 
1 mU PLDH
0.5 mM NAD+

1 mU PPAT
2 mM pyruvate
Urine sample, 5 μL

       380 μL
30ºC, 1 h

0.55N HCl, 20 μL
filtration

HPLC (100 μL)  
同様の反応液を 7種類作り、同様の過程で全

てのビタミンB6化合物をPLAに転換してHPLC

で定量した。この方法で食品分析した結果の

一部を以下に示した。 

 

 Topping FreeTotal
(nmol/g) Recovery (%) (nmol/g) Recovery (%) (nmol/g) Recovery (%) (nmol/g) (nmol/g) Recovery (%)

Bonito (half-baked) 11.58 ± 0.39 92 3.47 ± 0.55 83 ND 93 15.05 ND 99
Eel (grilled and basted
with a sweet sauce)

1.59 ± 0.04 90 0.39 ± 0.04 88 0.56 ± 0.02 90 2.54 ND 95

Northern shrimp (raw) 0.74 ± 0.03 98 0.65 ± 0.09 91 0.17 ± 0.14 92 1.56 ND 99
Octopus (boiled) 1.28 ± 0.09 100 0.73 ± 0.01 72 0.25 ± 0.19 92 2.26 ND 72
Salmon (cultured, raw) 13.39 ± 0.28 94 1.37 ± 0.77 89 1.43 ± 0.34 88 16.19 ND 93
Scalllop (raw) 1.51 ± 0.00 98 0.48 ± 0.08 89 ND 96 1.99 ND 94
Sea bream
 (cultured, raw)

11.33 ± 0.04 102 1.14 ± 0.34 82 0.46 ± 0.17 94 12.93 ND 84

Sea urchin
gonads (raw)

3.63 ± 0.07 79 0.45 ± 0.06 93 ND 97 4.08 ND 87

Squid (cuttlefish)
(raw)

1.37 ± 0.14 95 0.2 ± 0.19 93 0.58 ± 0.09 88 2.15 ND 71

Tuna (southern
bluefine)(raw)

9.22 ± 0.64 81 1.85 ± 0.08 77 1.22 ± 0.20 81 12.29 ND 85

Yellow tail
(young, cultured, raw)

11.93 ± 0.19 87 ND 96 0.73 ± 0.44 76 12.66 ND 67

The average and SD of three experiments are shown. ND: not detected.

PNGPL PM PN

 
 
この結果、カツオのたたきが最も大量のピリ

ドキサミンとそのリン酸型を含むことがわ

かった。カツオのたたきは江戸時代から庶民

の栄養源として絶大な人気を誇った。今回の

結果はこのことを裏付けるものである。 

さらに、興味深いことに、下図に示すように、

これら食品中のリン酸型ビタミン B6 化合物

量総量は遊離型のビタミン B6 化合物総量と

強い相関性があり、約３倍量となっていた。 
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次いで、PMの機能の機構を明らかにするた

め、ラットに PM を摂食させて分析をおこな

い、以下のように PM の大量摂取により、糖

新生関連の遺伝子群の発現レベルがかなり

変動することが分かった。 
 
Proteins Fold differencesa

Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1.38 ± 0.11b

Pyruvate kinase 1.22 ± 0.11b

Pyruvate dehydrogenase kinase 4 1.10 ± 0.20
Glucose 6-phosphatase 0.88 ± 0.11
Glucocoticoid receptor 0.75 ± 0.05b

Carbohydrate response element-binding protein 0.74 ± 0.02b

Peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1-α 0.66 ± 0.09b

aFold differences in expression levels of mRNA between the control (1.00) and the
pyridoxamine-supplemented mice. bSignificantly different from the control.  
 

また、グルコース負荷試験等の結果から、

PM には大量に投与すると糖新生を昂進する

作用があることがわかった。 

 さらに、新規定量法の精度を改良するため

にはピリドキシン 4-オキシダーゼの基質特

異性を改変して、ピリドキシン 5‘-リン酸に

対する反応性を上げることが求められた。そ

こで、本酵素の活性中心の構造を明らかする

ため結晶構造を明らかにした。 

ピリドキサミン 5'-リン酸 ピリドキサミン

ピリドキサール 5'- リン酸

ピリドキシン 5'- リン酸

ピリドキサール

ピリドキシン

4-ピリドキソラクトン

ピリドキサミンーピルビン酸アミノトランスフェラーゼ
(PPAT)

ピリドキサール 4-デヒドロゲナーゼ (PLDH)

ピリドキシン 4-オキシダーゼ
(PNOX)

ピリドキシン-β -グルコシ

アルカリホスファターゼ (ALP)

β-グルコシダーゼ (GLD)アルカリホスファターゼ (ALP)

アルカリホスファターゼ (ALP)

 



 

 

Lys158

Ser141

Tyr154

Asp38
NAD+

 
 
ここに示すように活性中心の構造が明らか

になったので、現在、レーショナルデザンに

よって変異酵素を作成しているところであ

る。 
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