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緒　言

近年の生活習慣の変化により全国的に糖尿病患者

の急増が問題とされている1)。その大半がⅡ型糖尿

病で、インスリン分泌遅延や肝臓、筋肉、脂肪細胞

におけるインスリン抵抗性のための食事摂取後の高

血糖が特徴的病態である2)。また、沖縄県において

も糖尿病・耐糖能異常の有病率・発症率の増加が報告

されている3)。最近ではⅡ型糖尿病に対して運動療

法及び食事療法による血糖コントロールの改善が報

告されており、食事療法の1つに食後血糖上昇を抑

制する目的で食物繊維や糖質の消化吸収に関わる酵

素の阻害薬が用いられており、ベイスン錠(武回薬

品㈱)等がそれにあたる。また、糖尿病による免疫

機能の低下、異常も確認されており、このことも合

併症の原因になっている。よって、免疫力の賦活も

糖尿病改善の重要な要因と想定される。

私たちは、様々な薬草の持つ血糖値上昇抑制効果

作用と自社生産しているキノコ菌糸体エキスの持つ

免疫力強化作用4)の2つの薬理効果に注目して、
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糖尿病予防及び遅延を狙った機能性食品の開発を行っ

た。まず、糖分解酵素阻害活性を示す薬草類の選策

を行った。糖分解酵素阻害活性が期待できる薬草類

の候補として、沖縄県工業技術センターの所有する

データ5)-10)から選択した素材及び糖類分解酵素阻

害活性が報告されている11)、 12)桑及びグアバを検討

素材とした。次に、これらの素材を沖縄県工業技術

センターの指導の下、糖分解酵素阻害活性試験及び

リパーゼ阻害活性試験を行い薬草類を選定した。ま

た、選定した素材の胃と小腸内環境及び消化酵素に

対する二糖類分解阻害活性への影響を調べた。その

後、素材の配合比率を決定して商品サンプルを作成

し、これにおける酵素阻害活性の確認を行った。ま

た糖尿病モデルマウス(STZ投与)を用いてこの商

品サンプル、各素材ならびに治療薬であるベイスン

錠の6サンプルを長期投与して、血糖値や体重変化

の確認を行った。さらに、正常マウスを用いて商品

サンプルの摂取のタイミングを検討した。さらに商

品レシピに従って打錠品を作成し、当社内健常者を

対象に糖負荷試験を行い、食後の血糖値上昇抑制効

果の確認を行った。このようにin vitro試験、 in

VIVO試験、ヒト負荷試験の流れに沿って商品レシ

ピの決定及び効能効果の確認を行った(Scheme 1 、
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Scheme2 )c

そこで今回は、 in vitro、 in vivo及び当社社員

における糖負荷試験の内容及び結果を報告する。

① 酵素阻害活性の比較に
よる素材のスクリ一二ン
グ

↓

② 消化器官内環境にさら
された後の活性残存率の
確認

③　素材の配合比率の決定

④　商品レシピにおける酵
素阻害活性の最終確認

Schemel. in vitro試験における商品レシピ決定

までの流れ

Scheme2. in vivo試験及びヒト負荷試験におけ

る商品レシピ最終決定までの流れ

第1章in vitro試験による商品レシピの

検討

1.1日的

小腸粘膜に存在する二糖類分解酵素及び唾液及び

樺のα-アミラーゼの活性を阻害すると、シュクロー

ス、マルトース、デンプンからブドウ糖への分解が

抑制されるため、腸管からのブドウ糖の吸収を遅延

あるいは抑制する事が期待される。また、糖尿病発

症と肥満は密接な関係が有るため、脂肪分解酵素で

あるリパーゼの活性を阻害する事は糖尿病の治療上

有効と考えられる。よって今回、商品のレシピを決

定するために、スクロース、マルトース、デンプン

分解酵素阻害活性、 α-アミラーゼ阻害活性、リパー

ゼ阻害活性を指標として、

(彰　素材の選択と抽出方法の検討

②　選択した素材(桑菓及びグアバ菓)の消化酵素

'蝣・! Il,Ll-!

③　選択した素材の配合比率の検討

④　素材の配合比率の検討を踏まえて決定した商品

レシピの酵素阻害活性の確認

を以下のように行った。

1.2　実験方法

1.素材の選択と抽出方法の検討

(1)素材の選択と検討内容

沖縄県工業技術センターの所有するデータからア

カメガシワ、エンサイ、ニシヨモギ及び、糖類分解

酵素阻害活性作用が報告されている桑及びグアバの

計5種類を検討素材として選択した。各素材は全て

乾燥品を用いた。アカメガシワ、エンサイ、ニシヨ

モギについてはスクロース、マルトース、デンプン

分解酵素阻害活性試験、 α-アミラーゼ阻害活性を、

桑菓及びグアバ葉はスクロース、マルトース、デン

プン分解酵素阻害活性、 α-アミラーゼ阻害活性、

リパーゼ阻害活性を行った。

(2)抽出及び調製方法

それぞれの素材の乾燥粉末(lOOg)を蒸留水及

び50%エタノール2.08で加熱抽出した。抽出温度

は蒸留水が95℃、 50%エタノールが78℃でそれぞれ

1時間抽出した。抽出液を遠心分離した後、吸引渡

過で固液分離を行い、その溶液を凍結乾燥して凍結

乾燥物粉末を得、これをサンプルとした。このよう

にして得たサンプルで、アカメガシワ、エンサイ、

ニシヨモギについては粉末濃度IOmg/mlに、桑菓

及びグアバ葉については粉末濃度1、 5、 IOmg/

mlに各抽出溶媒で調製した後、酵素阻害活性の比

較を行い、商品に用いる素材の検討を行った。

(3)スクロース、マルトース、デンプン分解酵素

阻害活性試験

各種酵素活性の測定は、既法11)に準じて行った。

すなわち、粗酵素液20〃′1にサンプル溶液を10〃′1添

加し、 37℃で5分間保持し、 2%スクロース、 2%

マルトース、あるいは2%デンプン溶液20〃′1を添

加して、 37℃で30分間酵素反応を行ない、 100℃で

15分間保持して酵素を熱失活させ反応を停止した。

4,000rpmで5分間遠心した上清中のグルコース濃

度をグルコテストc-n (和光純薬工業)を用いて

測定し、阻害活性を次式により算出した。

阻害活性(%) -100× (1-サンプル添加時のグル

コース生成量/対照生成グルコース量)

(4) α-アミラーゼ阻害活性試験

α-アミラーゼ活性の測定は、里山、原達の簡易

測定方法13)の変法によって行った。すなわち、調

製した基質プレートを37℃で10分間プレインキュベ-

トした基質プレオートの各ウェルに標準液及び試験

蝣14-



Vol.19 No.1 2003

溶液25〃′1を添加して5分間、 30分間、 1時間放置後

のそれぞれの場合で波長655nmにおける吸光度を測

定し、標準用液の測定値から検量線を作成して、各

サンプルにおける阻害活性を算出した。

(5)リパーゼ阻害活性試験

酵素活性の測定は、市販リパーゼキットS (第二

本製薬製)の変法14)で行った。すなわち、キット

発色液250〃′1にサンプル液10〃′1添加し、 30℃、 5

分間保温後、サンプル液に基質溶液25〃′1を加え、

遮光して30分間反応した。サンプル液とブランクに

反応停止液500〃′1を添加して、反応を停止させた後、

ブランクに基質溶液25〃′1を添加した。反応液は波

長405nmにおける吸光度を測定し、阻害活性を次式

により算出した。

阻害活性(%) -100× (1-サンプル添加時のT

NB※生成量/対照生成TNB量)

※TNB :本法においてリパーゼ反応によって生成

される発色物質

2.選択した素材(桑菓及びグアバ菓)の消化酵素

'蝣・! Il,Ll-!

(1)検討日的

本試験で選択した桑菓及びグアバ葉の抽出エキス

末は食品への利用を前提としている。従ってこれら

が食された場合、胃及び小腸内の過激な環境(消化

酵素、 pH)において酵素阻害活性が失活する可能

性があることから市販酵素であるペプシン及びパン

クレアチン処理を行った後、糖類分解酵素阻害活性

の残存率を確認する。

(2)測定方法

前記の方法で得た桑菓及びグアバ葉の熱水抽出エ

キス粉末を粉末濃度IOmg/mlに蒸留水で調製した

ものを試料として用いた。

ペプシン(シグマ社製)処理の場合にはO.ImHC 1

KCl緩衝液(pH2.0)を、パンクレアチン(シグ

マ社製)処理の場合には0.1Mリン酸カリウム緩衝

液(pH8.0)を用いて試料をIOmg/mlに調製し、同

じ緩衝液に溶解した0.2%酵素液を試料溶液の10%

加えた。 (それぞれ2本ずつ用意)一方は酵素液添

加後直ちにアルミブロック恒温槽で熱失活させ、糖

類分解酵素阻害活性(スクロース、マルトース、デ

ンプン)を測定した。他方は37℃で16時間放置し、

その後、同様にアルミブロック恒温槽で酵素を熱失

活させ、糖類分解酵素阻害活性を同じく測定した。

両阻害活性率から阻害活性残存率を次式により算出

した。

阻害活性残存率(%) - (消化酵素処理後の酵素活

性阻害率/消化酵素処理前の酵素活性阻害率) × 100

3.選択した素材の配合比率の検討

(1)検討日的

本試験で確認した桑菓エキス末の二糖類分解酵素

阻害活性及びグアバ菓エキス末のα-アミラーゼ阻

害活性、リパーゼ阻害活性が同時に得られるこれら

2種類のエキス末の最適配合率を検討することを目

的とする。

(2)試料の種類及び調製方法

前記の方法で得た桑菓及びグアバ葉の熱水抽出エ

キス粉末を用いた。これら桑菓エキス末とグアバ菓

エキス末の混合比が1:0、 3:1、 1:1、 1:3、 0:1 (全濃

度IOmg/ml)に蒸留水で調製し、調整した試料に

ついてスクロース、マルトース、デンプン分解酵素

阻害活性、 α-アミラーゼ阻害活性、リパーゼ阻害

活性試験を行った。

4.素材の配合比率の検討を踏まえて決定した商品

レシピの酵素阻害活性の確認

(1)検討日的

商品レシピにおいて本試験で選索された桑菓エキ

ス末とグアバ菓エキス末以外にもキノコ菌糸体エキ

ス末及び賦形剤が添加される。よって、これらの存

在によって酵素阻害活性が上昇及び低下する可能性

がある。そこで、桑菓エキス末及びグアバ菓エキス

末にある酵素阻害活性に影響を与えるか確認するた

めに、商品レシピのサンプルを調製し、スクロース、

マルトース、デンプン分解酵素阻害活性、 α-アミ

ラーゼ阻害活性、リパーゼ阻害活性の確認行った。

(2)試料の種類、調製方法及びレシピ

桑菓エキス末、グアバ菓エキス末、アガリクス菌

糸体エキス末、シイタケ菌糸体エキス末、レイシ菌

糸体エキス末及びパインデックス#2 (賦形剤)を

試料として用いた。

(3)試料の調製

薬草類は前記の方法で得た桑菓及びグアバ葉の熱

水抽出エキスにエキス固形量に対して等量の賦形剤

を蒸留水で溶かし合わせた液をスプレードライによっ
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て粉末化したものを用いた。キノコ菌糸体エキス末

は当社で栽培、抽出を行ったアガリクス、シイタケ、

レイシ菌糸体の抽出エキスをエキス固形量に対して

等量の賦形剤を蒸留水で溶かし合わせた液をスプレー

ドライによって粉末化したものを用いた。それぞれ

の粉末をレシピにしたがって調合し、家庭用ミキサー

で均一に混合したものをサンプルとした(Tablel)c

Tablel.商品レシピ成分表

'..' (' 配合割合(エキス量として)

桑 菓 エ キ ス 5 %

グ ア バ 菓 エ キ ス 15%

アガ リクス菌糸体エキス

全体で30%シイ タケ菌糸体 エキス

レイ シ 菌 糸 体 エ キ ス

パインデックス# 2(賦形剤) 50%

1.3　実験結果

1.素材の選択と抽出方法の検討

アカメガシワ、エンサイ、ニシヨモギの熱水及び

50%エタノール抽出サンプルにおいて、期待したほ

どの糖類分解阻害活性は認められなかった(Fig. 1)

喜
1卦
」j60.00
ffi
柵
題40.00
牒
蝣Htt;ten

工ンサイ水　　二シヨモギ水　アカメガシワ水　工ンサイEtOH　二シヨモギEtOH　アカメガシワEtOH

サンプル名

Ejスクロ-ス分解酵素■マルト-ス分解酵素Ejデンプン分解酵素n a-アミラ-ゼ

Fig. l.工ンサイ、二シヨモギ、アカメガシワの

スクロース分解酵素、マルトース分解酵素、テ

ンプン分解酵素及びアミラーゼの阻害活性

P☆<0.05、 Pまま<0.01

しかし、桑葉の熱水及び50%エタノール抽出液に

スクロース、マルトース、デンプン分解酵素阻害活

性が、グアバ葉の熱水及び50%エタノール抽出液に

α-アミラーゼ阻害活性及びリパーゼ阻害活性が、

それぞれ阻害率90%以上で確認された(Fig.2、 3)0

以上の結果から、素材として桑菓及びグアバ葉を、

抽出溶媒としてはより簡便で経済的な熱水を用いる

ことになった。

-　　80.00

t.>

樹・
:#! eo.oo

班

監40.00
備
Iキト

lこen　20.00

桑葉1mg/ml　桑葉　　　　桑葉10mg/mlグアバ葉Tmがmlグアバ葉5mがmlグアバ葉TOmがml

サンプル名

ロスクロース分解酵素■マルトース分解酵素ロデンプン分解酵素　□α-アミラーゼ■リパーゼ

Fig. 2.桑葉及びグアバ葉熱水抽出液のスクロー

ス分解酵素、マルトース分解酵素、テンプン分

解酵素及びアミラーゼ、リパーゼの阻害活性

P☆<0.05、 Pまま<0.01

喜
#
tH60.00
rtn
柵
cm40.00E=3
順
法20.00

桑葉1mg/ml　桑葉5mg/ml　桑葉10mg/ml　グアバ葉Wmlグアバ葉5mがmlグアバ葉IOms'ml

サンプル名

Ejスクロ-ス分解酵素　■マルト-ス分解酵素　Ejデンプン分解酵素　Ejα-アミラ-ゼ　■リパ-ゼ

Fig. 3.桑葉及びグアバ葉エタノール抽出液のス

クロース分解酵素、マルトース分解酵素、テン

プン分解酵素及びアミラーゼ、リパーゼの阻害

活性　　P☆<0.05、 Pまま<0.01

100

so

60

40

20

0

グアバ葉　　　　桑葉　　　　グアバ葉　　　　桑葉　　　　グアバ葉　　　　桑果

し〇〇〇書喜鴫　l器〇〇〇書喜和　　讃〇〇〇書喜戦
スクロース分解酵素阻害活性試験　マルトース分解酵素阻害活性試験　デンプン分解酵素阻害活性試験

サンプル名

-阻害活性率(処理前)　⊂　コ阻害活性率(処濯後) ・「▲一阻害活性残存率

Fig. 4.ペプシン処理におけるスクロース分解酵

素、マルトース分解酵素、テンプン分解酵素阻

害活性率及び阻害活性残存率　　Pまま<0.01

2.桑菓及びグアバ葉の消化酵素処理試験

ペプシン処理及びパンクレアチン処理を行った各

サンプルにおいて、二糖類分解酵素阻害活性は高い

活性率を示し、その阻害活性残存率は90%-100%

であった(Fig. 4、 5)。従って、桑菓及びグア
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グアバ菓　　　　　柔菓　　　　　グアバ菓　　　　　柔菓　　　　　グアバ菓　　　　　柔菓

し　　　　一ノ　　し　　　　一ノ　　し　　　　　ノ
スクロース分解酵素阻害活性試験　　マルトース分解酵素阻害活性試験　　テンプン分解酵素阻害活性試験

サンプル名

-阻害活性率(処理前)　⊂　コ阻害活性率(処理後) ・「▲・・・阻害活性残存率

Fig. 5.パンクレアチン処理におけるスクロース

分解酵素、マルトース分解酵素、テンプン分解

酵素阻害活性率及び阻害活性残存率

Pまま<0.01

バ葉のサンプルを人が経口摂取した場合、消化過程

においても糖類分解酵素阻害活性がかなり保持され

るものと推定される。

3.選択した素材の配合比率の検討

スクロース、マルトース、デンプン分解酵素阻害

活性についてはすべての検体において有意差を示し

た。特に1:0、 3:1、 1:1、 1:3のサンプルには80%以

上の阻害活性を確認した。また、 α-アミラーゼ阻

害活性試験についてはすべての阻害活性に有意差を

示した。特に3:1、 1:1、 1:3、 0:1のサンプルには90

%以上の阻害活性を確認した。リパーゼ阻害活性試

験については3:1、 1:1、 1:3、 0:1のサンプルに阻害

活性の有意差を示した。特に、 1:3、 0:1のサンプル

には87%以上の阻害活性を確認した(Fig. 6),

以上の結果より、すべての試験において有意差があ

り、且つ、阻害活性率80%以上を認めた桑:グアバ-

1:3の混合比を商品レシピにおける混合比とした。

宗80

盟60

濫40
20

桑グアバ-10　桑グアバ-31桑グアバ-1 1桑グアバ-13　桑グアバ-01

サンプル名

E)スクE] -ス分解酵素　　■マルト-ス分解酵素　　E)デンプン分解酵素　　a a-アミラ-ゼ　　■リパ-ゼ

Fig. 6.桑葉とグアバ葉配合比率の異なったサン

プルのスクロース分解酵素、マルトース分解酵

素、テンプン分解酵素及びアミラーゼ、リパー

ゼの阻害活性の遠い　　P☆<0.05、 Pまま<0.01

4.素材の配合比率の検討を踏まえて決定した商品

レシピの酵素阻害活性の確認

スクロース、マルトース、デンプン分解酵素阻害

活性は有意差を示したが、スクロース分解酵素阻害

活性試験については阻害率約32%であり、期待して

いた阻害率よりも低い値を示した。しかしα-アミ

ラーゼ阻害活性試験およびリパーゼ阻害活性試験に

おいては阻害活性率の減少はそれほど示さず、有意

差を示した(Fig. 7),スクロース分解阻害活性

に著しい活性減少傾向を示したもののそれ以外の酵

素阻害活性については活性の残存を確認した。以上

の結果から、 in vitro試験による薬草類の選策及び

配合割合をTable lに示したものに決定した。

喜
サ

塑
蛇
肺
圃
樵
叫ト
:亘申

スクE] -ス分解酵素マルト-ス分解酵素デンプン分解酵素　　a-アミラ-ゼ　　　リパ-ゼ

阻害活性試験の目的酵素

Fig. 7.商品サンプルのスクロース分解酵素、マ

ルトース分解酵素、テンプン分解酵素及びアミ

ラーゼ、リパーゼの阻害活性　　P☆<0.05、

Pまま<0.01

第2章　マウス及びヒトを用いた抗糖尿病

効果の確認試験

2.1日的

第1章ではin vitro試験を行い、商品の各成分

配合割合を決定した。そこで、糖尿病モデルマウス

(STZ投与)へこの商品サンプル及びキノコ菌糸体

複合エキス、桑/グアバ菓エキス複合、グアバ菓エ

キス、桑エキス、ベイスン錠の長期投与を行い、成

分単体の投与と商品サンプルの投与において血糖値

や体重変化に違いがあるか確認した。また、正常マ

ウスに糖負荷30分前及び同時に商品サンプルを投与

してグルコース及びデンプン摂取後の血糖値上昇抑

制作用の違いを確認することで、商品サンプルの摂

取のタイミングを検討した。これらの動物実験は実

験書15-17)及び概法18)に準じて行った。さらに商品

レシピに従って打錠品を作成し、当社内健常者を対
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象に糖負荷試験を行い、食後の血糖値上昇抑制効果

があるか確認を行った。

2.2　試験方法

1.糖尿病発症モデルマウス(STZ投与)への商品

長期投与による血糖値及び体重変化の推移の確認

(1)被検物質

商品サンプル、キノコ菌糸体複合エキス、桑/グ

アバ菓エキス複合、グアバ菓エキス、桑エキス、ベ

イスン錠の計6サンプル

(2)供試動物

5週齢のICRマウス(日本チヤールスリバー㈱)

(3) STZ投与における糖尿病発症モデルマウスの

作成方法及び投与時期

供試マウスをMF固形飼料で1週間飼育した後、

STZを腹空内投与した。投与後7日目に血糖値測定

にて糖尿病発症を確認した。確認後、ツベルクリー

用1mlシリンジ及びマウス用経口ゾンデを用いて

強制的に経口投与を行った。血糖値測定は投与後2

週間目に行った。

(4)測定方法

マウスを固定器に入れ、 25G注射器にて尾静脈を

切刺して出血させグルテストエースG1640 (㈱三和

化学研究所製)を用いて血糖値の測定を行った。体

重測定は糖尿病発症を確認した日を初日として30日

間毎日行った。

2.正常マウスへの糖負荷試験における血糖値上昇

抑制作用の確認

(1)被検物質及び対照物質

被検物質:商品サンプル

対照物質:グルコース及び可溶性デンプン

(2)供試動物

5週齢のICRマウス(日本チヤールスリバー㈱)

(3)群構成及び投与量

それぞれのマウスの群数は4群とし、動物数は1

群5匹の計20匹をそれぞれの条件による試験に使用

した。 30分前投与及び同時投与を行う試験では構成

群名および投与量は同じである。ここで構成群名お

よび投与量をTable2に示す。

(4)投与経路及び方法

5週齢のICRマウス(日本チヤールスリバー㈱)

を購入し、 MF固形飼料で1週間飼育した後実験に

用いた。対照群および投与群6週齢(体重約40g)

で絶食させ、翌朝9時に投与を開始した。投与方法

はツベルクリー用1mlシリンジ及びマウス用経口

ゾンデを用いて強制的に経口投与を行った。また、

被見物質の投与時間は次のように行った。即ち、 I

対照物質投与30分前に商品サンプルの投与を行った。

Ⅱ対照物質及び商品サンプルを同時に投与を行った。

測定方法は、マウスを固定器に入れ、 25G注射器に

て尾静脈を切刺して出血させグルテストエースG

1640 (㈱三和化学研究所製)を用いて血糖値の測定

を行った。血糖値測定は、商品サンプル及び対照物

質投与前(0分)、商品サンプル及び対照物質投与

後30分、 60分、 120分、の計4ポイントで実施した。

血糖値測定後、血糖値上昇率を次式より算出し、商

品サンプルの食後血糖値上昇抑制効果の評価を行っ

た。

血糖値上昇率　　　- (糖負荷後の血糖値/糖負荷

前の血糖値) ×100-100

3.商品のヒト負荷試験における血糖値上昇抑制作

用の確認

試験対象者には試験の主旨、試験サンプル、試験

方法について事前に説明を行い、被験者の同意を得

たうえで本試験を実地した。

(1)被験者

当社社員　男性8名　女性4名　　合計12名

(2)被検物質及び対照物質

Table2.正常マウスへの糖負荷試験における構成群名および投与量

N 0 . 群 名 投与用量 (糖) 投与用量 (商 品サ ンプル) 動物 数

1 グル コース投 与群 1g / k g 5

o グル コース + 商品サ ンプル 投与群 1g / k g 50m g / k g 5

3 可溶性 デ ンプ ン投与 群 1g / k g 5

4 可溶性 デ ンプ ン+ 商品サ ンプル投 与群 1g / k g 50m g / k g 5

蝣18-



Vol.19 No.1 2003

Table3.糖尿病モデルマウス(STZ)の血中グルコース量

検 出 投 与期 間

グ ル ー プ

ST Z投与無 し コン トロール 商品サ ンプル 菌糸体複合 薬草複合 グアバ菓 桑 菓 ベイス ン錠

血糖値 2 週 間 82.9±23.0 365.0± 3.9 126.7±93 .6* 270.9±138.6 164 .0±98 .6* 283 .9±14 1.3* 324 .6±149.9 261.1±146 .8*

Values are mean±S.D

Significant differences compared with control group
P*<0.05、 P**<0.01

被検物質:商品レシピに従って作成した打錠品

(200mg/粒)

対照物質:米飯200g

(3)試験方法

対象者は前夜9時以降絶食し、翌朝8時30分～9

時の間に空腹時血糖値を測定した。試験は各人につ

き2回行い、最初は血糖値測定後、直ちに米飯200

gを食べ、食後30分、 60分、 120分、 180分まで測定

した。 2回目は血糖値測定後、直ちに商品打錠品を

3.2g (200mg/粒、 16粒分)水で飲用した。飲用し

て15分後に米飯200gを食べ、食後30分、 60分、 120

分、 180分まで測定した。採血は各自ペン型採血針

を用いて行い、グルテストエースG1640 (㈱三和化

学研究所製)を用いて血糖値の測定を行った。

2.3　実験結果

1.糖尿病発症モデルマウス(STZ投与)への商品

長期投与による血糖値及び体重変化の推移の確認

被検物質投与2週目の空腹時血糖値においてSTZ

投与のみのマウスと比較して、薬草複合及び商品サ

ンプル投与マウスに血糖値降下において有意差が確

認された(Table3)ォ　また、体重変化については、

コントロールであるSTZ投与のみのマウス及びキノ

コ菌糸体複合エキス、桑/グアバ菓エキス複合、グ

アバ菓エキス、桑エキスを投与し続けたマウスにつ

いては糖尿病モデルマウスに典型的な症状である体

重減少を確認したが、正常マウス及び商品サンプル

投与マウスについては測定5日目辺りから体重増加

が確認された(Fig. 8)c

2.正常マウスへの糖負荷試験における血糖値上昇

抑制作用の確認

グルコース負荷30分前に商品サンプルを投与した

群について、対照群及び商品サンプル投与群それぞ

れ血糖値のピークは糖負荷後30分後で、上昇率は対

照群で132.3%、商品サンプル投与群で60.3%であ

り、商品サンプル投与により血糖値の上昇を約72.3

%抑制することが確認され、有意差P<0.01が認め

られた(Fig. 9),デンプン負荷30分前に商品サン

プルを投与した群について、対照群及び商品サンプ

ル投与群それぞれ血糖値のピークは糖負荷後30分後

で、上昇率は対照群で76.3%、商品サンプル投与群

でoz.D/。であり、商品サンプル投与により血糖値の

上昇を約AQ 70/抑制することが確認された。有意差

P<0.05が認められた(Fig. 10),

グルコース負荷と同時に商品サンプルを投与した

群について、対照群及び商品サンプル投与群それぞ

0日目　　　　5日目　　　10日目　　15日目　　　20日目　　　25日目　　　30日目

投与期間(日)

1-◆- STZ投与無し　　　+コントロ-ル　　　+菌糸体複合　　　+薬草複合

1-兼一商品レシピ　　　　十グアバ菓　　　　-桑菓　　　　　　-ベイスン錠

Fig. 8.試験動物の体重の推移

0　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　90　　　　　　　　　　　20

時間(分)

一一◆-コントロール　一つト商品サンプル

Fig. 9. ICRマウスへのグルコース負荷試験(商品

サンプルを糖負荷30分前に投与)

Each symbols are mean±S.D.
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0　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　60　　　　　　　　　　　90　　　　　　　　　　1 20

時間(分)

一一◆-コントロール　　　　　一一▲一商品サンプル

Fig. 10. ICRマウスへのテンプン負荷試験(商品サ

ンプルを糖負荷30分前に投与)

Each symbols are mean±S.D.

れ血糖値のピークは糖負荷後30分後で、上昇率は対

照群で241.6%、商品サンプル投与群で197.9%であ

り、商品サンプル投与により血糖値の上昇を約41.7

%抑制することが確認された。有意差P<0.05が認

められた(Fig. ll),デンプン負荷と同時に商品

サンプルを投与した群について、対照群及び商品サ

ンプル投与群それぞれ血糖値のピークは糖負荷後30

分後で、上昇率は対照群で52.4%、商品サンプル投

与群で18.2%であり、商品サンプル投与により血糖

時間(分)

◆コントロール　★商品サンプル

Fig. ll. ICRマウスへのグルコース負荷試験(商品

サンプルを糖負荷時に同時投与)

Each symbols are mean±S.D.

一一◆-コントロール　I-▲一商品サンプル

Fig.12. ICRマウスへのテンプン負荷試験(商品サン

プルを糖負荷時に同時投与)

Each symbols are mean±S.D. *p<0.05

値の上昇を約32.4%抑制することが確認されたが有

意な差は認められなかった(Fig. 12),

3.商品のヒト負荷試験における血糖値上昇抑制作

用の確認

12名の対象者が食前15分前に商品サンプルを服用

した場合、服用しなかった場合に比べて30、 60、

120、 180分において血糖値降下傾向を示し、また血

糖値のピークである食後30分の血糖値においては有

意差(P<0.05)を示した(Fig. 13)c

て140.0
hl

、5　1 20.0

車
100.0

・a

30　　　　　60　　　　　90　　　　120　　　　150　　　　180

時間(分)

一一◆-コントロール　　　　　　　　　商品サンプル

Fig. 13　商品のヒト糖負荷試験における血糖値の

経緯

Each symbols are mean±S.D. *p<0.05

2.4　考察

今回われわれは桑及びグアバ菓抽出凍結乾燥混合

末にin vitroにおいて糖類分解酵素活性阻害及び

リパーゼ活性阻害作用を認めた。よって、唾液及び

樺のα-アミラーゼ活性、また小腸粘膜に存在する

二糖類分解酵素及びリパーゼの活性を阻害すること

によりデンプン、スクロース、マルトースからブド

ウ糖への分解を抑制したり脂肪の分解を抑制し、そ

の結果腸管からのブドウ糖及び脂肪の吸収を遅延あ

るいは抑制する可能性を示したin vivoにおいて、

正常マウスを用いた糖負荷試験では商品サンプルに

血糖値上昇抑制作用が認められた。特に、糖負荷30

分前に商品サンプルを投与した群において有意差が

ついたことから、商品サンプルは食前30分前に服用

することが好ましいと考えられえる。糖尿病の軽症

期に置いては食後過血糖を抑制するために糖分解酵

素阻害斉柏号使われ、効果が認められている。商品サ

ンプルにも同様の効果を期待し、 STZ投与による糖

尿病発症モデルマウスへ投与を試みた。体重につい

て、コントロール群は日ごとに体重増加が見られた

が、 STZ投与による糖尿病発症モデルマウスは糖尿
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病類似の病態である体重減少を示した。商品サンプ

ル以外の検体において、同様に体重減少を示したが、

商品サンプルは体重増加が見られた。また、各サン

プル投与群において投与1週目の随時血糖値には差

は見られなかったが、投与2週目においては桑・グ

アバ菓エキス複合及び商品サンプルで減少、特に商

品サンプルで有意な減少を示した。これは桑・グア

バ菓エキスの、直接的な血糖値効果作用とキノコ菌

糸体複合エキスの免疫力賦活効果が加わることによ

る相乗効果の結果であると考えられる。また、この

結果は商品サンプルに含まれる各成分だけでは抗糖

尿病効果がないが、商品サンプルの成分配合によっ

て抗糖尿病効果が期待できることを意味している。

次に商品サンプルのヒトへの服用試験を行い、食

後血糖値への影響を調べた。すると、商品サンプル

服用によって食後30分の急な血糖値上昇を有意に抑

制した。今回健常者を対象とした試験であるが、今

後、糖尿病及び糖尿病予備軍に対して飲用試験を行

う予定である。

今回われわれは糖尿病進行の抑制作用を動物実験

で調べ、ヒト飲用試験で食後血糖値上昇抑制効果を

認めた。よって、本試験で調整された商品サンプル

が糖尿病予防、進行遅延のための補助食品として有

用であることが示唆された。

要　　約

3.1 in vitro試験による商品レシピの検討

アカメガシワ、エンサイ、ニシヨモギ、グアバ葉、

桑葉の乾燥粉末(lOOg)を蒸留水及び50%エタノー

ル2.0 8で加熱抽出した。抽出温度は蒸留水が95℃、

50%エタノールが78℃でそれぞれ1時間抽出した。

溶液を凍結乾燥してをサンプルとした。これらを酵

素阻害活性を指標として商品に用いる素材の検討を

行った。その結果、桑菓抽出エキス末がスクロース、

マルトース、デンプン分解酵素阻害活性に、グアバ

葉の抽出エキス末がα-アミラーゼ阻害活性及びリ

パーゼ阻害活性に対して高い活性を示した。また、

熱水及びエタノール抽出液の阻害活性に有意な差が

認められなかった。よって、素材としては桑菓及び

グアバ葉を、抽出溶媒としてはより簡便で経済的な

熱水を用いることになった。

次に、これら素材が食された場合、胃及び小腸内

の過激な環境(消化酵素、 pH)において酵素阻害

活性が失活する可能性があることから市販酵素であ

るペプシン及びパンクレアチン処理を行い、これま

での酵素阻害活性試験を行った。その結果、消化酵

素にさらされた後でも酵素阻害活性を示した。また、

スクロース、マルトース、デンプン分解酵素及びα-

アミラーゼ、リパーゼの阻害活性をすべて示す桑菓

及びグアバ葉の配合比率を検討した。すべての試験

において有意差があり、且つ、阻害活性率80%以上

を認めた桑:グアバ-1 : 3の混合比を商品レシピ

における混合比とした。

次に、薬草類にキノコ菌糸体エキス及び賦形剤を

加えた商品形態に近いサンプルを用いて同様の酵素

阻害活性を測定したところ、スクロース分解酵素阻

害活性以外はすべて高い阻害活性を示した。

3.2 in vivo試験及びと卜負荷試験による抗糖尿病

効果の確認試験)

in vitro試験で決定したレシピにおける商品サン

プル及びキノコ菌糸体複合エキス、桑/グアバ菓エ

キス複合、グアバ菓エキス、桑エキス、ベイスン錠

を糖尿病モデルマウス(STZ投与)へ長期投与を行

い、成分単体の投与と商品サンプルの投与において

血糖値や体重変化に違いがあるか確認した。その結

果、商品サンプルに高い血糖値上昇抑制作用及び体

重減少抑制作用を示した。

次に、正常マウスに糖負荷30分前及び同時に商品

サンプルを投与してグルコース及びデンプン摂取後

の血糖値上昇抑制作用の違いを確認することで、商

品サンプルの摂取のタイミングを検討した。その結

果、グルコース及びデンプン負荷においてサンプル

同時投与よりも糖負荷30分前におけるサンプル投与

の方が高い血糖値上昇抑制作用を示した。さらに商

品レシピに従って打錠品を作成し、当社内健常者を

対象に糖負荷試験を行い、食後の血糖値上昇抑制効

果があるか確認を行った。その結果、最も高い血糖

値を示す糖負荷30分後の血糖値に対して有意な抑制

作用を示した。

3.3　今後の展開

in vitro試験で決定したレシピによる錠剤の商品

を検討している。錠剤は200mg/粒の三角錠で、薬

草類20%、キノコ菌糸体エキス30%を含有する錠剤
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としては有効成分を高濃度に含む商品を検討してお

り、外注試作試験により技術的に商品化可能である

ことを確認している。

今後は、今年度中の製品販売を目標に、資材及び

工場生産の検討を行う予定である。
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