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研究成果の概要（和文）：桑葉に含まれるα-グルコシダーゼ(αGL)阻害物質の多様性を調査したところ、1-DNJ はラ
ット由来のαGLに対して強い阻害作用を示し、D-AB1は酵母由来のαGLに対して強い阻害を示した。国産品種91品種か
らαGL阻害活性と1-DNJおよびD-AB1の相関を調査したところ、酵母由来αGLとラット由来αGLの阻害活性に相関が見ら
れないことから、ファミリーの異なる酵素でヒトへの効果を評価することは難しいと示唆された。窒素肥料の投与にお
ける桑葉中αGL阻害物質の変動を調査したところ、施肥後の桑葉試料ではより強いαGL阻害活性を示し、1-DNJ量とD-A
B1量は増加していた。

研究成果の概要（英文）：The variations of alpha-glucosidase inhibitor contained in mulberry leaves were in
vestigated, 1-deoxynojirimycin (1-DNJ) especially inhibited the activity of alpha-glucosidase derived from
 rat, and 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol (D-AB1) especially inhibited the activity of alpha-glucosidas
e derived from yeast. To identify the relationship between the alpha-glucosidase inhibitory activity and a
lpha-glucosidase inhibitor (1-DNJ and D-AB1), 91 mulberry cultivars were examined. There was no correlatio
n in the alpha-glucosidase inhibitory activity between derived from yeast and rat, so it was suggested tha
t it was difficult to speculate the effect for human using different family enzymes. The fertilizer applic
ation of nitrogen compound induced increases in the alpha-glucosidase inhibitory activity and the amounts 
of 1-DNJ and D-AB1 of mulberry leaves.
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１．研究開始当初の背景 
桑は絹糸を生産するために蚕の飼料とし

て用いられているが、古くから漢方薬にも利
用されており、その潜在価値は高い。信州大
学附属農場には400品種以上の桑が栽培され、
豊富な遺伝資源を有する。近年、桑に含まれ
る機能性成分 1-デオキシノジリマイシン
（1-DNJ）が α-グルコシダーゼ（αGL）阻害
活性を有し、ヒトが摂取した時に小腸でのマ
ルトースなどの二糖分解を抑制することで、
急激な血糖値上昇を抑制する効果があり糖
尿病の改善に効果があることが示された。桑
には 1-DNJ 以外にも αGL 阻害活性を持つ物
質が複数知られているが、1-DNJ が主要物質
であることからほとんど調べられていない。 
桑がこの αGL 阻害活性を獲得した背景に

は昆虫に対する食害抵抗性獲得の結果であ
ることが示唆された。昆虫が桑の葉を摂食す
ると αGL 阻害物質も同時に摂取され、昆虫
の腸内で αGL を阻害し、糖の分解が抑制さ
れ結果的に生育不良を引き起こす。蚕が桑を
食べることができるのは、1-DNJ をはじめと
した αGL 阻害物質に阻害されない αGL の遺
伝子を、細菌からの水平伝播により蚕が獲得
したためである。このような食害抵抗性の獲
得は品種により多様性があることが予想さ
れるが、生産地域によっても多様性があるこ
とが予想される。信州大学附属農場には全国
各地から集められた桑の品種があり、多くの
品種を調べることで様々な αGL 阻害物質を
知ることができると考えられる。さらに、
αGL 阻害物質の多様性からどのように食害
抵抗性を獲得してきたのかを知ることにつ
なげることができる。 

本申請では、豊富な遺伝資源を活用した機
能性成分の探索と同定を行う。信州大学附属
農場が保有する品種で 1-DNJ 含量を調査し
たところ、品種により 1-DNJ 含量に差があ
ることを明らかにした。また、1-DNJ 含量と
αGL 阻害活性を比較したところ、品種間で大
きな差があり、1-DNJ 以外の物質が αGL 阻
害活性に大きく寄与することが分かった。こ
れより、1-DNJ 含量と αGL 阻害活性に差が
ある品種を調べることで、新規 αGL 阻害物
質を探索することが可能になる。さらに、
1-DNJ含量と比べて 10倍以上の αGL阻害活
性を有する品種があることから、新規 αGL
阻害物質には 1-DNJ 以上の αGL 阻害活性能
があることが考えられ、より付加価値の高い
物質であることが示唆される。付加価値の高
い機能性成分を多く含む品種を見つけられ
れば、生産性の増加にもつなげることが期待
できる。 

 
２．研究の目的 
(1) 桑葉中に含まれる αGL 阻害物質の多様
性の探索 

桑葉抽出液の αGL 阻害活性および 1-DNJ
含量の季節変動を調べたところ、時期によっ
ては DNJ 含有量だけでは説明できない程の

強い αGL 阻害活性を示すことを明らかにし
た。また、日本在来桑品種に比べてタイ在来
桑品種の方が年間を通して高い αGL 阻害活
性を示すことがわかった。これらには
1,4-dideoxy-1,4-imino-D-arabinitol 
(D-AB1) の寄与が考えられたが、品種ごとの
桑葉中のイミノ糖の組成については詳細に
調べられていない。そこで、桑葉中のイミノ
糖類の組成を調査することが、新規の αGL
阻害物質の探索につながると考えた。本研究
では日本在来桑品種とタイ在来桑品種に含
まれる 1-DNJとD-AB1についての組成を調
査し、桑品種によるイミノ糖類の組成の多様
性を比較、および検証した。 
 
(2) 国産桑における αGL 阻害活性の評価 

αGL は糖代謝において重要な役割を担っ
ており、糖代謝の異常の１つに糖尿病が挙げ
られる。国内の糖尿病患者及びその予備群は
2,050 万人と推計され、さらに年々増加傾向
にありその対策が求められている。桑に含ま
れる 1-DNJ 及び D-AB1 は αGL 阻害活性を
有し、急激な血糖値の上昇を抑えると言われ
ている。これまでの研究で、様々な桑品種の
酵母由来 αGL に対する阻害活性が網羅的に
調べられてきた。しかし、αGL には大きく 2
つのファミリーが存在し、ファミリーI には
酵母、昆虫、細菌が、ファミリーII には動物、
植物、糸状菌が含まれることから、酵母由来
の αGL でヒトに対する影響を推定できるの
かは、疑問である。そこで、本研究ではラッ
ト由来 αGL に対する阻害活性を調べること
で、ヒトに対して効果が高いと推定される品
種を探索することを目的とした。 

 
(3) 桑葉中 αGL 阻害物質の窒素肥料投与に
おける影響 

桑葉には 1-DNJやD-AB1などのイミノ糖
類が豊富に含まれている。これらのイミノ糖
類は、αGL 阻害活性を有するため、機能性食
品分野への応用が期待されている。これまで
に、桑葉の αGL 阻害活性が桑品種や気温に
より変動することを明らかにした。また、桑
品種ごとのイミノ糖類の組成についても調
査してきた。しかし、桑葉の αGL 阻害物質
含有量は実用に供するに充分とは言い難い。
桑の栽培条件を工夫することで桑葉 αGL 阻
害活性を向上させることができれば、桑葉の
産業的な利用価値向上につながると考え、植
物栄養素の一つである窒素に着目し、窒素肥
料投与による α-GL 阻害活性の影響を調査し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) αGL 阻害活性の測定 
露地栽培されている日本在来桑品種と温

室栽培されているタイ在来桑品種から最大
光葉を採取して試料とした。採取した葉を乾
燥・粉末化・抽出・ろ過したものを測定試料
とし、使用時の必要に合わせて希釈して用い



た。αGL 反応系は酵母由来 αGL に加え、ラ
ット消化管アセトンパウダーの抽出液を粗
酵素として対比して用いた。αGL 活性は基質
として p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranoside 
(pNPG)を用い、酵素を加えたときに遊離し
た p-Nitrophenyl 量を吸光度で測定し算出し
た。この反応系に桑葉抽出液を添加による遊
離 pNP 量の減少から αGL 阻害活性の測定を
行った。桑葉抽出液に含まれる 1-DNJ と
D-AB1 の定量は、親水性相互作用クロマトカ
ラム TSKgel Amide-80 カラム(3μm, 2.0 
mm i.d.×150 mm, TOSOH)を備えた液体ク
ロマトグラフ質量分析装置 (LC-MS) で定
量した。 
 
(2) 国産桑における αGL 阻害活性の評価 

露地栽培されている日本在来の桑 91 品種
から採取した葉を乾燥・粉末化・抽出・ろ過
し、桑葉抽出液試料とした。αGL 活性の測定
にはラット消化管アセトンパウダーから硫
安分画により精製した酵素、および酵母由来
αGL を用い、基質には pNPG を用いた。ま
た、50%阻害濃度となる αGL 阻害物質を含む
桑抽出液の希釈率を IC50 とした。 

 
(3) 窒素肥料投与における影響 
温室栽培中のタイ在来品種「Harng Plalod

♀」と「Chiang Kam ♂」に窒素肥料として
尿素を投与し、投与前後における最大光葉を
採取して試料とした。αGL 活性の測定にはラ
ット消化管アセトンパウダーから硫安分画
により精製した酵素を用い、基質には pNPG
を用いた。桑葉抽出液に含まれるイミノ糖類
の定量と質量分析はLC-MSで行い、「Chiang 
Kam ♂」に関しては、1 分間隔でフラクシ
ョン分取し、αGL 阻害活性の測定と質量分析
を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 桑葉中に含まれる αGL 阻害物質の多様
性の探索 

標準品の 1-DNJ と D-AB1 を用いて、酵母
由来とラット消化管由来の αGL それぞれの
組み合わせからなる、4 通りの αGL 阻害活性
を測定し、1-DNJ および D-AB1 の濃度と
αGL 阻害活性の検量線を作成した。D-AB1
は酵母由来の αGL に対してとくに強力な阻
害を示した。一方 1-DNJ はとくにラット由
来 αGL に対して強い阻害作用を示した。桑
葉中の 1-DNJとD-AB1の組成を見るために
LC-MS による定量分析を行ったところ、
1-DNJ は日本在来品種とタイ在来品種とで
大きな差は見られなかった。一方D-AB1は、
タイ在来品種により多く含まれていた(図 1)。
このことから、タイ在来品種の高い阻害活性
には D-AB1 が寄与していると考えられた。
あわせて、品種ごとの桑葉抽出液による αGL
阻害活性を測定した。その結果、日本在来品
種に対してタイ在来品種の方が比較的強い
阻害活性を示した。また、いずれの αGL を

用いたときも、1-DNJ と D-AB1 の定量結果
から推定される αGL 阻害活性よりも強い阻
害を示す品種があった。これは αGL 阻害活
性を有する、さらに異なる種類のイミノ糖類
が桑葉に含まれていることを示唆している。
以上のことからラット由来 αGL で阻害活性
を測ることで、ヒトに効果的な αGL 阻害物
質の探索が可能になると考えられる。そのた
め、さらに多くの桑品種に関する組成分析す
ることが望まれた。 

図 1 LC/MS を用いた桑葉中 1-DNJ, D-AB1 の定量 
 
(2) 国産桑における αGL 阻害活性の評価 

91 品種の桑葉抽出液について、ラット及び
酵母由来の αGL 阻害活性と IC50 を算出した。
ラット由来 αGL に対する阻害活性が高い品
種と酵母由来 αGL に対する阻害活性が高い
品種は大きく異なった。αGL 阻害活性と
1-DNJ 量、D-AB1 量の関係について相関分
析を行ったところ、酵母由来 αGL に対する
阻害活性と D-AB1 の間で強い相関が見られ
た。一方で、ラット由来 αGL と 1-DNJ の間
では弱い相関が見られ、酵母由来 αGL との
間では相関が見られなかった(図 2)。 

酵母由来 αGL阻害活性とD-AB1 量の相関
関係から、酵母由来 αGL の阻害活性は
D-AB1 量に強く依存することが分かった。ま
た、酵母由来 αGL とラット由来 αGL の阻害
活性に相関が見られなかったことから、それ
ぞれの αGL の阻害に有効な物質及びそれを
蓄積する品種が異なることが示された。 

図 2 αGL とイミノ糖類量の相関関係 
 
(3) 桑葉中 αGL 阻害物質の窒素肥料投与に
おける影響 

尿素投与前のタイ在来品種の葉（施肥前）
と投与後の葉（施肥後）の抽出液を用いて、
酵母由来およびラット消化管由来の α-グル
コシダーゼに対する αGL 阻害活性を測定し



た。いずれの αGL を用いた場合でも施肥後
の葉中には、より強い αGL 阻害活性を検出
することができた(図 3)。それぞれの桑葉抽
出液を LC-MS で定量分析したところ、
1-DNJ と D-AB1 は投与前と投与後で増加し
ていた。施肥前、施肥後についてはフラクシ
ョン分取し αGL 阻害活性を測定した。いく
つかのフラクションで施肥前と施肥後の活
性に有意な差がみられた。有意差がみられた
フラクションを LC-MS で定性分析したとこ
ろ、1-DNJ や D-AB1 とは異なる質量電荷比
（m/z）の物質が見つかった。以上の結果か
ら、窒素肥料投与は αGL 阻害活性増加に寄
与し、特に D-AB1 量増加に強い影響を示す
と考えられた。 

図 3 施肥前後におけるαGL 阻害活性の変動 
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