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「かまぼこ」の血糖値上昇抑制作用の解明と糖尿病予防への応用

1.　は じ め に

糖尿病とはインスリン分泌不全やインスリン抵

抗性が生ずることにより高血糖状態が持続する疾

患であり，様々な合併症を伴う。特に網膜症，腎症，

末梢神経障害は三大合併症とよばれており，糖尿

病性の網膜症は失明の原因の第一位に挙げられて

いる。また人工透析を必要とする腎症の原因疾患

の第一位でもある。さらに末梢神経障害はもっと

も頻繁に起こる合併症であり，手足のしびれや麻

痺などが見られ更には末梢組織の壊疽を引き起こ

す１～３）。このように糖尿病は血糖値が上昇するだ

けでなく，合併症によるQOL（生活の質）の低

下や，生死に関わることもある疾患であることか

ら，その予防はとても重要である４,５）。

2002年の厚生労働省糖尿病実態調査によると，

糖尿病が強く疑われる人は740万人，予備軍もあ

わせると1,620万人と言われており，成人の6.3人

に１人が糖尿病またはその可能性があるというこ

とになる６）。この糖尿病を予防することは社会的

にも大きな意義を持ち，特に薬品を用いて治療す

るのではなく，日常的に摂取する食品によって糖

尿病の発症を予防することが非常に重要であると

いえる。

私たちの研究グループでは，動物実験を指標と

して生活習慣病を予防するための食品素材を探索

している。さまざまなスクリーニングソースを対

象とした研究の一環として，これまでに日本古来

の水産加工食品「かまぼこ」が糖類摂取後の血糖
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値上昇を顕著に抑制することを見出した。これ

までの研究から，以下の点を解明してきた。①血

糖値上昇抑制作用は生の魚のすり身には確認され

ず，蒸した魚のすり身およびかまぼこに見られる

こと。②原料となる魚種による違いはほとんどな

いこと。③トリプシン処理で失活すること。以上

のことから，活性本体は白身魚に一般的に含まれ

るタンパク質成分だと予想している。本研究では，

この「かまぼこ」の血糖値上昇抑制作用について，

作用メカニズムおよび有効成分の解明を目的とし

て研究を行った。本研究の成果が，「かまぼこ」

を糖尿病予防に応用するための一助となると考え

ている。

2.　方　　　法

2. 1　かまぼこの調製

生マダラ魚肉を原料として，以下の手順でかま

ぼこを作製した。皮，骨を取り除き，大まかに切っ

て水晒し操作後，10℃以下に保ったすり鉢上です

り潰し，魚肉の２％（w／w）のNaClを加えてさ

らに混ぜて成型した。その後室温で１時間放置し

た後，蒸し器で蒸して「かまぼこ」とした。砂糖

を含有したものは血糖値に影響がでるため無糖の

かまぼことして調製し，実験に用いるまで－20℃

で凍結保存した。投与の際は必要量を解凍し，す

り潰してペースト状にしたものを「かまぼこペー

スト」として投与した。

2. 2　実験動物

雄性Std:ddYマウス（５から７週齢）を日本
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SLC社から購入し，一週間飼育環境に馴化させて

実験に使用した。実験前に24時間絶食させた後，

体重をもとに群分けした。

2. 3　かまぼこペーストの糖負荷試験７）

マダラを原料とした「かまぼこ」を用いて，血

糖値上昇抑制作用をマウス糖負荷試験で確認し

た。マウスを６から８匹ずつ二群に分け，コン

トロール群には糖質のみを，もう一方には「か

まぼこペースト」と糖質を混ぜたものを強制

経口投与した。糖質としては，溶性デンプン

（1,000mg/kg），マルトース（1,000mg/kg），スク

ロース（2,000mg/kg），グルコース（1,000mg/kg）

のいずれかを用い，かまぼこペーストの投与量

は8,000mg/kgとした。投与前，投与30，60，90，

120，240分後に尾部より採血し，グルコースCⅡ

テストワコー（Wako）を用いて血糖値を測定した。

2. 4　酵素阻害活性の測定

α－アミラーゼ阻害活性試験はXiaoらの方法

を改良して以下の手順で行った８）。豚膵臓由来

α－アミラーゼ（EC3.2.1.1）を用いて，一定時

間の反応ののち分解されずに残存したデンプン

をヨウ素デンプン反応により定量して評価した

（600nm）。基質として100℃で加熱してα化させ

たデンプンを用いた。反応は酵素を100μ 加える

ことによって開始し，37℃で10分間インキュベー

ションした。サンプルを添加しないコントロール

の残存デンプン量を０％として，残存量が増加し

た場合に阻害が見られたと判断した。

α－グルコシダーゼ（マルターゼ，スクラーゼ）

活性の測定にはマウスの小腸上皮から回収した粗

酵素液を用いた。α－グルコシダーゼ阻害活性は

スクロースを基質としてDahlqvistらの方法を改

良して行った９）。基質としてマルトースまたはス

クロースを用い，グルコースCⅡテストワコーを

用いて，一定時間内に生成したグルコース量を吸

光度492nmで定量した。各々の阻害活性はサンプ

ルを添加しないコントロールの酵素活性を100％

として，阻害率（％）で表した。

2. 5　腸管吸収抑制試験

ペントバルビタールで麻酔したマウスを開腹

し，十二指腸から10cm程度下流にあたる小腸の

一部を結紮した。さらに，胃の一部を小切開して

幽門部へ挿入したゾンデにより，十二指腸に向け

てグルコース（1,000mg/kg）とサンプルの混合液

を注入した。30分後に十二指腸から小腸の結紮部

までを摘出し，腸の内部を5.0m の生理食塩水で

洗浄し，内容物を全て回収して遠心し，上清中の

グルコース量をグルコースCⅡテストワコーで定

量した。グルコース溶液に5.0m の生理食塩水を

加えたもののグルコース濃度を100％として，腸

内の残存グルコース量を回収率（％）で表示した。

2. 6　かまぼこペースト負荷時の血中インスリ

ン濃度の測定

インスリン測定キット（森永生化学研究所）を

用いてグルコース投与前および投与10，20，30，

60分後の血中インスリン濃度を測定した。また同

時に得られた血漿を用いて，グルコースCⅡテス

トワコーにより血糖値を測定した。

2. 7　かまぼこ水晒し溶液を用いた血糖値上昇

抑制試験

水晒し溶液とは，かまぼこの製造過程である水

晒し操作によって生じる廃棄物である。今回の一

連の実験で，かまぼこペーストの遠心上清にも血

糖値上昇抑制作用が確認されたことから，この水

晒し溶液にも同じ活性があると予想して同様の方

法でグルコース負荷時の血糖値上昇抑制作用をマ

ウスにおいて確認した。

2. 8　固形成分の糖質吸着試験

かまぼこペーストの遠心操作により得られたか

まぼこ沈殿に，非特異的な糖質の吸着能があるか

どうかを確認するためにin vitroでの吸着試験を

行った。2.5m のグルコース溶液（2,160mg）と2.5m
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のサンプル溶液を試験管内で混合した。30分間静

置後，上清のグルコース濃度をグルコースCⅡテ

ストワコーで測定して，吸着によって除去された

糖質量を予測した。

2. 9　水溶性成分の分離精製

かまぼこペーストを出発原料として，遠心分離

（3,000rpm，10分）によりかまぼこ上清とかまぼ

こ沈殿に分離して実験に用いた。上清部分につ

いては，さらにクロマトグラフィーによる活性成

分の分離を試みた。マウス糖負荷試験における血

糖値上昇抑制作用を精製の指標とした。ゲルろ過

クロマトグラフィーは（Sephadex G-15，内径３

×60cm）は，蒸留水を移動相として流速25m /h

で分離し，１フラクションの容量を５m として

タンパク定量はCoomassie （Bradford） Protein 

Assay Kit（PIERCE社）を用いてBradford法で

行った。

2. 10　統計処理

結果の数値は平均±標準誤差で表した。各群間

の有意差はStudent’s testによって評価し， ＜

0.05 を統計的に有意であるとした。

3.　結　　　果

3. 1　かまぼこペーストの血糖値上昇抑制作用

「かまぼこペースト」の糖質負荷時における血

糖値上昇抑制作用を調べた結果を図１に示した。

各試験のコントロールにおける血糖値について

は，糖質負荷30分後に最大値を示し，240分後に

は正常レベルに戻った。これに対して，各試験の

かまぼこペースト投与群では，糖負荷30分後にお

いてコントロール群に対し血糖値上昇が有意に抑

制された。この抑制効果はでんぶん，スクロース，

マルトース，グルコースの各試験において同様に

見られたことから，糖による区別はないものと判

断された。

3. 2　酵素阻害活性試験

α̶アミラーゼ阻害試験の結果を図２に，α̶

グルコシダーゼ阻害試験の結果を図３にそれぞれ

図１　かまぼこペーストの血糖値上昇抑制作用
　　　A：デンプン1,000mg/kg，B：マルトース1,000mg/kg，C：スクロース2,000mg/kg，D：グルコース1,000mg/kg
　　　◆：コントロール群（糖のみ），□：かまぼこ投与群（糖＋かまぼこ8,000mg/kg）
　　　データは平均値±標準誤差で表した（n＝8）。
　　　*：p＜0.05，**：p＜0.01，***：p＜0.005 vs control.
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示した。α̶アミラーゼ阻害試験では，かまぼこ

ペースト，上清，沈殿のいずれも１から100mg/

m の濃度範囲において残存デンプン量（％）に

有意な変化を与えなかったことから，かまぼこは

α̶アミラーゼの阻害作用を有さないことが示さ

れた。また，α̶グルコシダーゼ阻害試験におい

ては，かまぼこペーストもかまぼこ上清も１から

100mg/m の濃度範囲においてグルコシダーゼ活

性に有意な変化を与えなかった。この変化は，基

質としてマルトースを用いた場合もスクロース

を用いた場合も同様であった。かまぼこペースト

には，これら糖質分解酵素の阻害活性は見られな

かった。

図２　α̶アミラーゼ阻害活性試験
　　　◆：かまぼこペースト，□：かまぼこ上清，▲：かまぼこ沈殿
　　　データは平均値±標準誤差で表した（n＝3）。

図３　α̶グルコシダーゼ阻害活性試験
　　　◆：かまぼこペースト，□：かまぼこ上清
　　　基質はスクロースまたはマルトースを用いた。サンプルを入れずに反応させたものを100％としてα̶グルコシダーゼ活性を評価した。
　　　データは平均値で表した（n＝2）。
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3. 3　腸管吸収抑制試験

マウス腸管における吸収試験の結果を図４に示

した。コントロール（A）の測定値が18.5％であっ

たことからマウスの腸の内部に30分間とどまるこ

とによって，グルコースの80％以上が腸管から吸

収されていることが示された。一方で，かまぼこ

ペーストを同時に投与した場合には，残率はやや

増加して24.0％を示したが，コントロールと比べ

て有意な変化ではなかった。よって，かまぼこペー

ストはグルコースの腸管からの吸収を阻害しない

ことが示された。

3. 4　かまぼこペースト負荷時の血中インスリ

ン濃度の測定

かまぼこペーストを投与した際の血糖値および

血中インスリン濃度の変化を図５に示した。かま

ぼこペースト投与群の血中インスリン濃度は投与

後10分後に有意にインスリンの分泌を促進してい

た。血糖値の上昇もそれに伴い有意に抑制されて

いた（図５）。

3. 5　かまぼこの分画物の活性試験

分画の手順を図６，活性試験の結果を図７に

示した。かまぼこペーストからの分離操作を以

下に示した。かまぼこペーストを水に懸濁し，

3,000rpm，４℃，10分間の遠心操作を行うこと

で「上清」部分と「沈殿」部分に分画した。さら

に上清部分については分画分子量3,000の限外ろ

過膜を用いて，「分子量3,000以下の画分」と3,000

以上の「高分子量画分」の２つに分画した。こ

図４　腸管吸収抑制試験
　　　A：コントロール群，B：かまぼこ上清投与群
　　　グルコースは1,000mg/kg，サンプルはかまぼこペーストに

換算して10,000mg/kgを使用した。データは平均値±標準誤
差で表した（n＝8）。

図５　血糖値および血中インスリン濃度に及ぼす影響
　　　◆：コントロール群（グルコース1,000mg/kg）　□：かまぼこ投与群（かまぼこペースト8,000mg/kg＋グルコース1,000mg/kg）
　　　データは平均値±標準誤差で表した（n＝8）。（***：p＜0.005，**：p＜0.01 vs control）
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のうち活性の見られた分子量3,000以下の画分を，

ゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより４つの

画分に分画した。

それぞれの画分の活性をマウスグルコース負荷

試験で評価したところ，上清と沈殿に関しては両

方の画分に活性が確認された。上清を分子量で分

けた場合には3,000以下の画分に有意な血糖値上

昇抑制が確認されたことから，この画分をゲルろ

過に供した。得られた４つの画分に関してはFr.3

において血糖値上昇が最も抑制されることがわ

かった。今回の一連の操作により，活性の低下が

見られていることから精製により活性物質の安定

性が損なわれる可能性が示された。

3. 6　固形成分の糖質吸着能

この実験では溶液中のグルコースがかまぼこの

沈殿に含まれる固形成分に非特異的に吸着される

かどうかを の条件で確認し，その結果を

図８に示した。かまぼこペースト，上清，沈殿と

もに，溶液中のグルコースをコントロールのレベ

ルから変化させなかったことから，この条件下で

はかまぼこに糖を直接吸着する性質は確認できな

かった。

3. 7　水晒し溶液の活性

水晒し溶液の活性試験の結果を図９に示した。

コントロール群ではグルコース負荷の30分後に血

糖値は301.5±3.7に達し，その後経時的に低下し

て240分後には正常レベルに戻った。一方で水晒

図６　分画の手順（A）とゲルろ過クロマトグラフィー（B）
　　　A：詳細な分離条件は結果に示した。B：ゲルろ過条件は

Sephadex G-15（3×60cm），蒸留水25m /h，各フラクショ
ンは５m とした。タンパク定量の結果から，Fr.1からFr.４
の４つのフラクションに分画した。

図７　分画物の活性試験結果
　　　Ａ：コントロール（◆），分子量3,000以下（□）と高分子3,000

以上（△）の血糖値上昇抑制作用。
　　　Ｂ：ゲルろ過分画後のFr.１（×），Fr.２（̶），Fr.３（○），

Fr.４（＋）の血糖値上昇抑制作用。
　　　グルコース負荷量は1,000mg/kgで行い，サンプル投与量は

かまぼこペーストに換算して10,000mg/kg，コントロールに
は蒸留水を用いた。

　　　データは平均値±標準誤差で表した（n＝8）。*：p＜0.05 vs 
control.




