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研究成果の概要（和文）：桑葉は1-デオキシノジリマイシン（DNJ）と呼ばれる食後血糖値上昇抑制成分を含み、糖尿
病予防効果が期待される食材である。桑葉DNJが機能性食材として展開されるためには、その安全性を十分に検証する
必要がある。本研究では、DNJの吸収、蓄積、代謝、排出バランスを明らかにする目的で、安定同位体15Nでラベルした
DNJの大量生産法を開発し、精製ラベル化DNJを10g得ることに成功した。現在ラベル化DNJを動物への投与を行い、DNJ
の作用メカニズムと安全性の評価を行っている。

研究成果の概要（英文）：Mulberry leaves have the unique ingredient called 1-deoxynojirimycin which suppres
ses the postprandial blood glucose, so that are considered as the food materials which are expected to pre
vent diabetes. Sufficient safety assessment of DNJ is necessary to be widely accepted as the functional fo
od material in the market. In this research, we tried to clarify the absorption, distribution, metabolism 
and excretion of DNJ. We established the mass production method of DNJ by using fermentation technique, fo
llowed by succeed to produce 10g of the purified 15N labeled DNJ. We orally administrated the purified 15N
 labeled DNJ to rats, now studying the mechanism analysis and safety evaluation.

研究分野：
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農学
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１．研究開始当初の背景 
我が国は、成人の 5人に 1人が糖尿病（も
しくはその予備軍）に罹患している状況であ
る。糖尿病は網膜症、腎症、神経障害などの
深刻な合併症を引き起こし、著しい生活の質
（QOL）の低下を招く他、メタボリック症候
群の主要な因子として動脈硬化症の発症へ
と深く関わる。また、糖尿病の医療費は 1兆
円を超える状況が続いており、医療財政を逼
迫させる原因の一つとなっており、早急な対
策が求められている。糖尿病予防には食後の
高血糖を抑制することが重要であることが、
近年の研究により判明しつつあり、この食後
血糖値の急激な上昇を抑制する食素材とし
てαグルコシダーゼ阻害剤（αGI）が着目さ
れている。αGI は消化管で糖の消化を抑制す
ることで、糖の吸収を穏やかにし、結果、食
後の血糖値の上昇を抑制し糖尿病を予防す
ると期待される。 
一方、桑は古来、糖尿病の予防効果を有す
る食素材として知られ、1976 年に強力なαGI
活性を示す 1-デオキシノジリマイシン（DNJ）
が単離され、DNJ は糖尿病予防効果が期待で
きる天然食素材として注目されている。これ
までの研究でDNJは糖尿病予防に対し有効な
エビデンスを得つつあり、世界中で DNJ を含
む種々の食品が開発されている状況にある。
今後 DNJ を含む食品が展開するためには、す
べての機能性食品においてもそうであるよ
うに、その安全性と効能発現メカニズムを十
分に科学的に検証する必要がある。 
 
２．研究の目的 
桑葉DNJの安全性と効能発現メカニズムの
科学的検証を目的とする。これまでに、
LC-MS/MS での血漿濃度解析等を行ってきた
が、本法では DNJ の投与量と吸収量のマスバ
ランスが合わなかった。また組織蓄積は
LC/MS/MS では測定ができない。このため、本
研究では安定同位体 15N でラベルした精製
DNJ の大量調製法を確立し、これを 10ｇ以上
作成する。さらに、ラットへ投与し、糞、尿、
組織からの 15N の測定により DNJ の吸収、蓄
積、排出バランスを解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）動物試験給与のための安定同位体 15N
ラベル化 DNJの大量調製方針として DNJ生産
が知られる微生物で硫安を唯一のN源とする
合成培地で培養しDNJを精製することにより
精製ラベル DNJ10g 以上の生産を目指すこと
とした。 
 
（２）文献（D. C. Stein et al. Appl Environ 
Microbiol. 48 (1984) 280–284）により DNJ
高生産が知られていた Bacillus subtilis 
DSM704 株について DNJ の生産と C源の検討
を行った。基本合成培地（K2HPO4 14 g/L, 
KH2PO4 6 g/L, MgSO47H2O 200 mg/L, (NH4)2SO4 

2 g/L, MnSO4 1.7mg/L, Fe2(SO4)3 28 mg/L, 
ZnCl2 7 mg/L, CaCl2 150 mg/L）に C源とし
てグルコース、スクロース、ソルビトール、
マンニトール、ガラクトース、ラクトース、
フルクトース、マルトース、マンノース、
グリセロール、コハク酸、クエン酸を
5%(w/v)添加し、37℃、5日間培養した。培
養液は、遠心し菌体を除去した後、終濃度
75%（v/v）になるようにエタノールを添加
し、遠心し沈殿を除去した上清を DNJ 分析
に供した。DNJ 分析は S. Onose et al. Food 
Chem. 138 (2013) 516-523 したがって HILIC
－MS/MS 法により分析を行った。DNJ の分析
は後述の実験においても同様に行った。 
 
（３）Bacillus subtilis DSM704 株の DNJ 生
産性が悪かったため、DNJ 生産菌のスクリ
ーニングを行った。DNJ 生産は Bacillus 属
と Streptomyces 属が知られるが、培養と上
清からの DNJ 精製のしやすさから Bacillus
属を対象とした。 
 
（４）スクリーニングにより得られた
Bacillus amyloliquefaciens DSM7 株 
ついて種々の条件によるDNJ生産性を検討し
た。１）C源の種類（グルコース、スクロ
ース、ソルビトール、マンニトール、ガラ
クトース、ラクトース、フルクトース、マ
ルトース、マンノース）２）C源 N源の濃
度（C源 0.5-7.5%、N 源 0.08-1.2%）、３）
培養期間を検討した。 
 
（５）確定された培養条件を元に DNJ の精製
試験を行った。培養上清 4L に等量のエタノ
ールを添加し、遠心により沈殿を除去した
後、Amberlite IR120B カラムに供した。カ
ラムを蒸留水で洗浄後、0.5N アンモニア水
で溶出した。溶出画分を Dowex 1×2 カラム
に通し、スルー画分を回収した。 
 
（６）培地中の硫安を 15N ラベル化硫安に変
更し 20L 培養し、（５）で確定した DNJ 精製
法により DNJ の精製を行った。精製した 15N
ラベル化 DNJ は LC－MS/MS および H-NMR に
より確認を行った。 
 
４．研究成果 
（１）微生物による DNJ の発酵生産はこれま
での文献で Bacillus 属と Storeptomyces 属
（Ezure et al. Agric. Biol. Chem. 
49(1985)1119–1125）の生産に関する報文が
ある。培養の容易さ精製のしやすさから
Bacillus 属での発酵生産に精製を行うこと
とした。 
 
（２）Bacillus subtilis DSM704 株の培養上
清中の DNJ はグルコース 0.4 mg/L、スクロー
ス 0 mg/L、ソルビトール 0.5 mg/L、マンニ
トール 0 mg/L、ガラクトース 0.9 mg/L、ラ
クトース 1.4 mg/L、フルクトース 0 mg/L、
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マルトース 1.2 mg/L
グリセロール 0 mg/L
エン酸 0 mg/L であった。
グルコース1000 mg/L
ソルビトール 1000 mg/L
、コハク酸 2 mg/L
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