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緒言 
  
食生活の変化や高齢化等により糖尿病や高脂血症などの生活習慣病が増加している。そのため

国民医療費は年々上昇している。健康長寿を達成し、高いQOL を維持しながら充実した生活を送

るためには、病気はかかってから治療するのではなく、かかる前に予防する「予防医学」の概念が

重要である。本概念から考えると、莫大な医療費が必要な長期の投薬に頼るより、日常的に摂取

する食品で予防していくことが望ましい。そのため、「健康と病気の間」すなわち「未病」状態を

検知する方法が必要である。未病マーカーの一つとして終末糖化産物（AGEs）が挙げられ、AGEs
の蓄積を検出することで未病状態をいち早く発見できる可能性がある。昨年までの研究で加齢に

伴って脳内タンパク質がフマル酸による変性を受けて S-(2-succinyl)cysteine (2SC)が生成すること

を明らかにし、これが老化や疾病に関与している可能性が示唆された。 
一方、現在、機能性乳酸菌や発酵食品の投与やそれに伴う腸内細菌叢の改善が健康に深く関与

していることが次々と明らかにされている。総合農学研究所における 1 年目の研究において健常

マウスへ豆乳ヨーグルトを投与したところ、Pediococcus pentosaceus TOKAI 759m（TK759m株）で

発酵したサンプルにおいて顕著な抗炎症効果が見出された。2 年目の研究では、1型糖尿病モデル

マウスへの投与試験を行い、TK759m 株作製豆乳ヨーグルト投与で、血中 AGEs を有意に抑制で

きることを見出した。また、マクロファージ細胞を用いた in vitro 評価によりAGEs 生成阻害には

イソフラボンのアグリコン化が寄与していることが示唆された。さらに菌叢解析を行ったところ、

サンプル投与群とコントロール郡では菌叢が大きく変わっていることが明らかになった。 
また、動物実験においては 3R が重要視され、マウスなどを使った実験では使用する頭数をでき

るだけ減らすことが求められているほか、飼育管理の大変さ等の問題点もある。そこで代替試験

としてメダカを使った系で試験し、マウスでの試験と比較することで代替可能かを試験する。昨

年の研究により高脂肪食投与によりメダカの肝臓の顕著な肥大が見られ、非アルコール性脂肪肝

炎（NASH）モデルとして使用できる可能性が見出された。 
以上のような背景から、本年度は①2SC による炎症メカニズムの探索、②肥満モデルマウスにお

ける豆乳ヨーグルトの認知機能改善効果の検証、③NASH モデルメダカにおける豆乳ヨーグルト

の機能性評価を行うことを目的とした。  



１．腎機能低下に伴う S-(2-succinyl)cysteine (2SC)の変動 
 
厚生労働省の 2019 年の調査では平均寿命と健康寿命の間には男性で 8.7 年、女性で 12 年とい

う差異があり、晩年の 10 年間は QOL の低下した生活を余儀なくされている。わが国において動

脈硬化は死因の主要な原因の 1 つであり、平均寿命と健康寿命の乖離の原因ともなっている。最

近、生活習慣病の原因となるメタボリックシンドロームの進展には脂肪細胞の機能異常が深く関

与していることが確認されている。 
以前われわれは、メタボリックシンドローム研究の要となる脂肪細胞において終末糖化産物

（AGEs）を含む翻訳後修飾による生体タンパク質の変性を評価した所、Nε-(carboxymethyl)lysine
（CML）やNε-(carboxyethyl)lysine（CEL）の細胞内含量は変化しないものの、TCA回路中間体有

機酸であるフマル酸がシステインのチオール基とミカエル付加反応がおこり、S-(2-
succinyl)cysteine （2SC）が生成することを報告した。2SC は脂肪細胞内の様々なタンパク質を修

飾するのみならず、例えば善玉ホルモンであるアディポネクチンの重合形成に必要な Cys39 を修

飾し、重合の抑制および、細胞外への分泌を抑制することも確認されている（図 1）。2SC は夾雑

物質によるイオン化の抑制がかかり生体における測定が困難であるが、われわれのグループでは

その測定系を構築し、2SC がミトコンドリアストレスによって生成すること、さらにマウスの脳

に加齢に伴って蓄積するなどが明らかとなっており 2)、今後、ミトコンドリアストレスと脳機能に

ついてさらなる進展が期待される。 
 
 

 
また、液体クロマトグラフィー質量分析装置にて生体組織中 2SC の測定が可能となったため、

次に血清試料中 2SC の測定を検討した。その結果、脱脂操作および数種の前処理を併用すること

で血清 2SC の測定が可能となった。その結果、腎移植によって 2SCおよびCML値は顕著に低下

することが確認された（図 2）。 
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図１：TCA回路の異常に伴う2SCの生成



 

 
本研究によって、（1）腎機能低下にミトコンドリア代謝が関与することが示唆され、（2）血中

2SC 値の測定が慢性腎臓病における代謝の変化を低侵襲的に評価する指標となる可能性が示され

た（図 3）。 
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図２：腎移植前後の2SCおよびCMLの変動
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図3：代謝異常およびミトコンドリア異常による腎疾患の進展



２．肥満モデルマウスへの豆乳ヨーグルトおよび菌体の投与が脳機能に及ぼす影響 
 
豆乳を乳酸菌で発酵させた発酵豆乳（豆乳ヨーグルト）は植物代替ミルクを活用した新しい発

酵食品として認知度が増している。そのような中、これらの機能性にいち早く注目し研究を進め

てきた。本プロジェクトにおけるこれまでの研究で、選抜した乳酸菌およびそれらを用いて作製

した豆乳ヨーグルトをマウスに投与しその機能性を解析してきた。1 年目の研究において健常マ

ウスへ豆乳ヨーグルトを投与したところ、Pediococcus pentosaceus TOKAI 759m（TK759m株）で発

酵したサンプルにおいて顕著な抗炎症効果が見出された。2 年目の研究では、1型糖尿病モデルマ

ウスへの投与試験を行い、TK759m 株作製豆乳ヨーグルト投与で、血中 AGEs を有意に抑制でき

ることを見出した。また、マクロファージ細胞を用いた in vitro 評価によりAGEs 生成阻害にはイ

ソフラボンのアグリコン化が寄与していることが示唆された。さらに菌叢解析を行ったところ、

サンプル投与群とコントロール郡では菌叢が大きく変わっていることが明らかになった。そこで

更なる豆乳ヨーグルトの可能性を探るため、本年度は肥満モデルマウスを用いて、豆乳ヨーグル

ト投与による認知機能改善効果を試験した。 
マウス飼育中の実験概要の図 4A に示した。5週齢の雄 C57BL/6NJcl マウスを通常食にて 4週

間飼育した後、体重が均等になるよう 5群に分けて投与試験(自由摂取)を実施した。群分けは、通

常食のみの通常食群（ND 群）、高脂肪食のみの高脂肪食群（HFD 群）、高脂肪食に豆乳を混ぜ

た食餌を投与した豆乳群（SM群）、高脂肪食に豆乳ヨーグルトを混ぜた食餌を投与した豆乳ヨー

グルト群（SY群）、高脂肪食にTK759株を混ぜた食餌を投与した菌体群（BC群）で行った。サ

ンプル投与開始から 11~13週目に行動試験を実施し、15週目に血液および臓器の摘出、保存を行

った。図 4B には、高脂肪食サンプル投与開始からの体重の推移（平均）を、図 4C には体重増加

量を示した。15週後の平均体重は通常食では 32g（増加量 8g）、高脂肪投与マウスでは 47g（増

加量 23g）であり群間差はなかった。白色脂肪組織の重量（図 4D）および肝臓の重量（図 4E）は、

ND 群と比較して高脂肪食投与群では有意な増加が見られた。高脂肪食投与群間での有意差はな

かったものの、SY群では若干低下傾向が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4：本実験のスキーム（A）、体重変化（B）、増体量（C）、白色脂肪組織重量（D）、肝

臓重量（E）. 



図 5 には行動試験の結果を示した。Y字迷路試験では、Y字迷路にマウスを置いた際の探索行

動の交代行動率を空間認識記憶の指標として示したが、群間での差は見られなかった（図 5A）。

新規物体認識試験では、試験前日に 2 つの物体を置いて探索させ、翌日に 1 つだけ新しい物体に

変えた時の新規物体への探索時間を認知機能として評価した。図 5B は新規の物体の探索時間（s）、
図 5C は新規物体の探索時間の割合をRecognition Index として示した。図 5D は物体の探索行動の

代表的なトラッキング図を示した（青：前日と同じ形状の物体、赤：形状の異なる新規の物体）。

その結果、探索時間では、ND群と比較してHFD群では有意差はなかったものの減少傾向を示し

た（図 5B）。Recognition Index はND群と比較してHFD群で有意に減少したのに対し、SY群で

はND群と同様の値であった（図 5C）。このことから豆乳ヨーグルトは肥満による認知低下を抑

制できる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5：行動試験結果. 
Y字迷路試験（A）、新規物体の滞在時間（B）、新規物体の滞在割合（C）、代表的なトラッ

キング画像（D）. 
 
 

  



図 6 にはマウスの脳の海馬組織における炎症性サイトカイン量を示した。その結果、IL-6（図
6A）およびTNF-α（図 6A）では、ND群と比較してHFD群で有意に増加したが、SY群では

HFD群と比較して有意に低い値を示した。一方、IL-1β（図 6A）では群間差は見られなかった。 
以上のことからTK759m株を用いて作製した豆乳ヨーグルトは肥満モデルマウスの脳の炎症を

減少させ、認知機能を向上させた可能性が示唆された。今後は、腸内細菌叢の解析、腸内の炎症

値などを調査し、更なるメカニズムの解明を行っていく予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6：海馬における炎症性サイトカイン量. 
  IL-6（A）、TNF-α（B）、IL-1β（C）. 

 
  



3．メダカを使った発酵食品の機能性評価 
 
昨年度、高脂肪食としてHFD32 <High Fat Diet32>（CLER JAPAN、INC、[脂質 56.7%、タンパ

ク質 20.1%、炭水化物 23.2%]）を 10 mg/匹/日で 8週間以上与えたメダカにおいて、肝重量の増加

傾向、また肝臓の肥大化・白色化を呈する脂肪肝が確認された。そこで本研究では、乳酸菌

Lactiplantibacillus plantarum TOKAI 17（TK17）を用いて作製した発酵豆乳を摂取することで、脂肪

肝の予防に寄与するのかを検証した。 
実験には、生後 8週齢のヒメダカ（Oryzias latipes）の d-rR系統を用いた。通常飼料は、おとひ

めB-2（OB2群）を用いた。高脂肪食としてHFD32（HFD群）、また機能性食品として食品バイ

オ化学研究室より供与いただいた TK17 を使用して作成した発酵豆乳の凍結乾燥品を用い、投与

量は 5および 10 %としてHFD とともに混餌投与した（HFD+TK17_5%およびHFD+TK17_10%）。

これら各飼料は毎日給餌の際に電子天秤で量り取り、8週間給餌した。4週目および 8週目に各投

与群から 10個体の解剖を行った。飼育条件はいずれも光周期 14 h:10 h（明:暗）、水温約 24℃、

週 1回の換水とした。給餌開始から 4週目、8週目に体長、体重の測定、肝臓の摘出、肝重量の測

定を行い、hepatosomatic index（HSI）を算出した。また、採血前の 16時間を絶食させたメダカか

ら血液を採取し、グルコカードプライムを使用して血糖値を測定した。 
通常飼料を投与したOB2群では、肝臓は赤色を呈しており腫れた外観も観察されなかった。一

方、HFDおよびHFD+OB2群のメダカにおいて、白く腫れた肝臓を観察した。これは、既報のメ

ダカNASHモデル作出での肝臓と同様に、HFD を摂取したことにより、脂肪肝が誘発されたこと

を確認した（図 7）。 
HFD に加えて TK17 を使用して作成した発酵豆乳を給餌した HFD+TK17_5％および

HFD+TK17_10%群の肝臓では、HFDおよびHFD+OB2群と比較して赤みを帯びており、腫れも確

認されなかった。HFD を摂取することで脂肪肝が誘発されることから、TK17 には肝臓への脂肪

の蓄積を抑え、脂肪肝を抑制する効果を有する可能性が考えられた。 
 

 
図 7：HFDおよびTK17 を 8週間給餌したメダカ肝臓の肉眼的所見. 

  



図 8 に投与 4週目および 8週目における血糖値および肝臓重量の変化を示す。血糖値では、4週
目では有意差はないものの、HFD群と比較して発酵豆乳給餌群で低値を示した（図 8A）。また、

8 週目では、HFD+TK17_5%群において血糖値の有意な減少が認められた（図 8B）。また、本研

究で用いたOB2群において血糖値が高い傾向がみられた。 
肝重量の変化では、投与 4週目では肝重量に差は認められなかったものの（図 8C）、8週目で

はHFD+OB2群で肝臓の肥大が認められた（図 8D）。また、HFD+TK17_10%群では減少傾向がみ

られた。以上から、発酵豆乳を給餌することで肝臓への脂肪蓄積を抑制する可能性が示唆された。 
 
 

 
図 8：各食餌投与メダカにおける血糖値および肝臓重量. 各投与群における 4週目（n=10）（A）
および 8週間（n=10）（B）における血糖値、投与 4週目（C）および 8週目（D）の肝臓重量

を示す. 
  



本研究では、対照群として通常飼料のおとひめ B-2 を用いた。しかしながら、血糖値において

HFD と比較して有意な差が認められたかったことから、おとひめB-2 は血糖値に影響する可能性

が考えられた。そこで、メダカ脂肪肝モデル作出するための基礎的知見を得るために、通常飼料

として使用されるヒカリキョーリン（Hikari）を用いて同様の 8週間投与実験を実施し、血糖値お

よびHSI を比較した。OB2およびヒカリキョーリンを 8週間投与後の血糖値およびHSI を比較し

たところ、ヒカリキョーリンではOB2 よりも血糖値、HSI ともに低値を示し、血糖値では個体差

も安定した傾向がみられた（図 9）。以上から、今後は OB2 よりもヒカリキョーリンを対照群の

通常飼料として使用することが望ましいと考えられた。 
 

 
図 9：おとひめB2およびヒカリキョーリンを 8週間投与したメダカの血糖値およびHSI. 
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