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［要約］ 

本研究は、高濃度のフラクトースを摂取したラットの腎臓における酸化・抗酸化バランスと蛋白

質損傷に対する DTS 薬草成分の有効性を評価することを目的とした。雄の成熟ウイスターラット

は 3 グループに分け、 A 群にはコントロール食、  B 群と C 群には高フラクトース食(60 g/100 g)

を給餌し、 C 群には 田七杜仲精（ DTS ：50mg/kg/day) を追加補填して 60 日間飼育した。60 日

後、脂質過酸化、窒素過酸化とともに、腎糸球体および間質組織における α-平滑筋 アクチン

（α-SMA）の発現を測定した。高フラクトース食飼育ラットは、脂質過酸化、2,4-ジニトロフェ

ノール、 3-ニトロチロシンたんぱく質付加体（の値）が有意に上昇し、腎臓における α-SMA の

アップレギュレーションが認められた。 DTS は、こうした腎組織のレドックスアンバランスを有

意に低下させる一方、α-SMA も一部ダウンレギュレートした (p<0.01)。こうしたデータは、臨

床的に見て DTS にはメタボリックシンドローム（MS）に関連して起きる腎臓の変化を予防する

効果があることを物語るもので、現在は、性差との関連について分析を行っている。 
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［序言］ 

メタボリックシンドローム(MS)の有病率は、途上国、先進国ともに世界中で増加の一途をたどっ

ている。メタボリックシンドロームとは、肥満、インスリン抵抗性、脂質異常症を含む、冠状動

脈疾患リスク因子の総称で、慢性腎疾患(CRD)を引き起こす原因でもある (1)。 CRD が高じれ

ば、引いては、末期の腎疾患や冠状動脈疾患を発症し、死に至る (2)。先進国ではフラクトースが

大量消費され、過去 30 年間に消費量は約 1000 倍に増加している (3)。長期のフラクトース大量摂

取は人体に害を及ぼすことが明らかとなっている(4-6)。これまでの研究の結果、フラクトース食

で飼育したラットモデルはインスリン抵抗性症候群を発症し、高インスリン血症、インスリン抵

抗性、高トリグリセリド血症、そして、HDL コレステロール値の低下など、ヒトの場合と非常に

似通った代謝プロファイルを有することが示されている。また、高フラクトース食誘発性メタボ

リックシンドロームが腎臓の構造や機能に有害な影響を与えることも、これまでの研究で確認さ

れている (7)。ヒトを対象にした最近の研究でも、メタボリックシンドロームは糸球体濾過率

（GFR）を実際に低下させ、微量アルブミン尿 を発症させる可能性があるとしており、こうした

実験データを裏づけている (8)。 筆者らは最近、一般的な健康維持目的で臨床応用されている非

常に安全なプロファイルをもつ新規の漢方養生サプリメント、DTS の薬草成分が GSH/GSSG レ

ドックス状態を良好に調整し (9, 10) 、実験誘発性糖尿病に二次的に発生する初期腎症をある程度

予防しうることを示した (11)。こうしたことから、本研究の目的は、メタボリックシンドローム

に関連して起きる腎損傷において DTS 治療が効果的かどうかを評価することにあった。 

 

［薬草療法剤の準備］ 

田七杜仲精（DTS）（成分：田七人参、杜仲、オリゴ糖、 協通事業、日本、東京) は国際標準化機

構 ISO 9001/140001 の規格に則り、品質管理手続きの下で非遺伝子組み換え作物から加工された

もので、漢方養生研究所（日本、東京）のご好意により寄贈いただいた。 

 

［材料と方法］ 

雄のウイスターラット (200-250g) はプラスチックケージに個別収容し、管理された環境の下で飼

育した。研究期間中、ラットには標準的な食餌を自由に摂取させ、実験前の 1 週間を順化期間と

した。すべての手続きは、実験動物の使用と管理に関する国際ガイドラインに厳密に従った。ラ
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ットは 20 匹ごとの 3 グループに分け、対照群とフラクトース食飼育群の体重がそれぞれ均一にな

るようにした。 A 群には通常のコントロール食を、 B 群と C 群には高フラクトース食 (食餌中フ

ラクトース 65%、メタボリックシンドロームモデル: MS ラット)を給餌し、C 群にはこれに加え

DTS (150mg/kg/day) を 60 日間与えた。60 日後、脂質過酸化の程度や酵素/非酵素の抗酸化物質

について測定を行った。腎臓のニトロ化修飾たんぱく質および酸化修飾たんぱく質の蓄積は免疫

組織化学的に評価した。 

 

［腎組織のグルタチオンおよび MDA の分析］ 

分析には、細胞内のグルタチオン (GSH) を 5,5'-ジチオビス-(2- ニトロ安息香酸) (DTNB) で酸化

し、グルタチオンレダクターゼの存在下でカルボニルレダクターゼによって還元するマイクロタ

イタープレート酵素リサイクリング法を採用した。リン酸ナトリウム(125 mM) およびエデト酸

（ EDTA） (1 mM) を含むバッファーと反応液 ( 1 mM DTNB：2.8 ml、1 mM NADPH：3.75 

ml 、バッファー：5.85 ml 、 GSH レダクターゼ：20 U ) は新たに用意した。GSH スタンダード

および腎ホモジネート (50µl) をマイクロタイタープレートへ装填し、直後に反応液 100µl を添加

して、5 チオ 2 ニトロ安息香酸の生成速度を 405 nm で定量化した。脂質過酸化の指標として腎組

織のマロンジアルデヒド (MDA) 値を測定した。チオバルビツール酸反応性物質(TBARS)として

の MDA はチオバルビツール酸 (TBA) と反応し、 532 nm に吸収極大をもつ赤色色素を生成す

る。ELISA プレートリーダーを使用して可視領域内の吸光度を測定した。遠心管内のホモジネー

ト 0.5 ml にリン酸 (3 ml; 1%) と TBA (1 ml; 0.6%) を添加し、その混合液を 45 分間加熱した。冷

却した後、混合液に n ブタノール 4 ml を添加して 1 分間渦撹拌した後、20000 rpm で 20 分間遠

心した。有機質層を新しい遠心管に移し替え、その吸光度を 532 nm で測定した。MDA の標準曲

線を 0-40 μM の濃度領域で作成した。 

 

［腎組織のたんぱく質内取り込み 3-NT の測定］ 

腎臓は、氷冷のリン酸緩衝生理的食塩水（PBS バッファー）(pH 7.2 ～ 7.4)で血液を洗浄し、ハサ

ミで切断した後、50 mM トリス、150 mM 塩化ナトリウム、 0.1 mM EDTA、 20 mM 両イオン性

界面活性剤 （CHAPS） (pH 7.4)を含むバッファー内で湿潤重量 10 ml/g の組織にホモジナイズし

た。サンプルを二等分し、そのうち 100-µl 分に氷冷の酸沈殿バッファーを加え、 5 分間待った後

に 12,000 x g 、 4°C で 15 分間遠心した。サンプル注入のために上清を高速液体クロマトグラフ

ィー（HPLC ）用バイアルにセットした。残りの 100-µl は、たんぱく質内に取り込まれたニトロ
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チロシン（ 3-NT ）定量化前にたんぱく質分解させた。組織ホモジネートはプロテイナーゼ K を

加えて 55°C で 8 時間インキュベートした。室温に戻してから沈殿ブッファーを加え、さらに前

述のとおりの準備を行った。 マルチチャンネル電気化学検出器 Coul-Array を接続した無勾配

HPLC システムを使用し、100-mm C-18 カラムで移動相（溶離液：90 mM 酢酸ナトリウム、 35 

mM クエン酸、 130 µM EDTA、460 µM オクタンスルホン酸ナトリウム(pH 4.35)）として 3-NT 

をバックグラウンド物質から効率的に分離した。流速は 0.75 ml/min に、また、温度は 30°C に

設定した。3-NT 検出に最適なポテンシャルは 800 mV であることが判明した。 

3-NT に対するシステムの選択性を最大にするために、他に二本の電極を 3-NT の最適ポテンシャ

ルの両側の 700mV と 900 mV にそれぞれ設置した。3-NT の溶出は、3-NT に 10 mM ハイドロサ

ルファイトナトリウムを添加することによってさらに確認できた。 

 

［α-平滑筋アクチンのメッセンジャー RNA 発現量の定量化］ 

総 RNA は RNA トリゾル試薬を使用して冷凍肝組織から抽出した。各サンプル につき総 RNA 5

マイクログラムを相補的 DNA (cDNA)に逆転写させ、それを 1/100 に希釈して、 5 μl を PCR 反

応のテンプレートとして用いた。リアルタイム定量 PCR は、Syber Green Taq qPCR Master Mix 

を用い ABI PRISM 7300 PCR System で実施した。標準曲線を作成した目的遺伝子の発現量は、内

部標準遺伝子のグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素 (GAPDH)を用いて補正を行った。PCR

は各サンプルや各遺伝子ごとに二重に実施し、それを二回繰り返した。目的遺伝子の相対発現量

は PCR 装置付属ソフトの SDS v1.3.2 によって手に入れた。GAPDH プライマーは以下の通りと

した : フォワード  5′-GCCAAAAGGGTCATCATCTCA-3′AB231852 、リバース  5′-

GTGGTTCACGCCCATCACA-3′ 、プローブ 5′-CCTCCGCCGATGCCCCCA-3′。 ウエス

タンブロット法は抗ヒトα-SMA マウスモノクローナル抗体を用いて実施した。 

 

［結果］ 

高フラクトース食飼育ラットの腎臓（の大きさ）や重量/体重 x 103g/g は、健常対照ラットと比較

して有意に増加 (それぞれ 1.8±0.2g 対 1.3±0.2g、4.2±3.3 対 3.3±0.4 、 p<0.05) したが、 DTS

補填ラットではこうした現象は認められなかった (高フラクトース食ラットとの対比でそれぞれ

1.4±0.2g 、 3.6±0.2 、 p<0.05 )。 

［腎組織のレドックス状態］ 

予想した通り、MS ラットは通常食飼育ラットと比較して、グルタチオンが有意に減少し、 MDA
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が増加した (p<0.01, fig 1)。 DTS の補填は、そうした現象を防止することが立証された (非 DTS

治療 MS ラット対比、 p<0.05 )。 腎組織のたんぱく質内取り込み 3-NT 測定結果の分析では、3-

NT は MS ラットにおいて有意に増加 (p<0.001) したが、 DTS を補填することによってほぼ正常

レベルに戻ることができた (MS ラット対比、p<0.01 )。 

 

［α SMA のメッセンジャー RNA 発現量の定量化］ 

糸球体および間質組織におけるこのマーカーの値は、MS ラットでは有意に上昇 (通常食餌ラット

対比、p<0.001 ) したが、DTS 補填 MS ラットでは、一部とはいえ有意の低下が認められた (MS

ラット対比、p<0.01) 

 

［考察］ 

保健衛生の大問題となっているメタボリックシンドロームの流行は、食事を通じたフラクトース

の過剰摂取と無関係ではなく (12)、フラクトースがメタボリックシンドローム発生原因の一つに

挙げられている(13)。フラクトースは多くの果物や蜂蜜に含まれる天然の糖分で、糖類のなかで

もっとも甘みが強く、一般に甘味料として使用されている。高フラクトース食を摂取しても有意

の体重増につながらないことから、フラクトース食飼育ラットモデルを使用することにより、代

謝変化と、肥満または遺伝的素因などの交絡因子の影響のない高血圧発症との関係について調査

が行われてきた。 

最近の知見によると、メタボリックシンドロームは腎疾患の発症とも係わりがあり、慢性腎不全

患者の予後不良の指標ともなっている(14)。実際、 Cirillo らは (15) 先般、近位尿細管細胞による

フラクトース代謝によって炎症仲介物質が発生すること、特に、単球走化性促進因子（MCP-1）

の mRNA が発現することを報告している。本研究中、筆者らはこの変数を具体的に取り上げたわ

けではないが、漢方養生剤の介入により、その特性とみられる抗炎症作用(16, 17)を通じて 糖尿病

ラットの糸球体でのMCP-1発現が有意に減少することを突き止めた(11) 。こうした付随現象は、

免疫学的炎症プロセスの結果とみなされている。MCP-1 による炎症細胞の腎組織への動員は他の

サイトカインや成長因子を刺激し、多くの腎細胞集団の表現型修飾を高め、最終的に a-SMA を過

剰発現させ細胞外マトリックス成分の合成を高めることになる。本研究において DTS 補填後に

αSMA が有意にダウンレギュレートすることを指摘できるのは興味深い。したがって、腎細胞に

おける a-SMA 発現の減少は、この腎疾患進行マーカーに対する DTS の予防効果と考えるべきで

ある。 

さらに、本研究からも明らかなように、レドックス状態のインバランスはメタボリックシンドロ

ームの特徴でもある。DTS のさらなる効用は、その特殊成分(17, 19, 20)のために、GSH/GSSG 

レドックス状態を直接調整し、かつ、グルタチオンレダクターゼ (9, 10) の活性も高める特性によ

るものかもしれない。加齢による代謝機能障害によって起こる生理的ストレスを効果的に処理す
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る機能が腎臓にないことを考えれば、こうしたデータはある程度当然と言えるだろう。 

 

最後に、DTS 主成分のひとつで、糸球体の血行動態を改善させる杜仲についての最新の知見にも

ある通り(21)、DTS には一酸化窒素に関連して血管を拡張させる特性もあるのかもしれない。以

上を総合すると、他の研究(9-11)で安全プロファイルが確かめられている DTS の成分は、統合医

療の患者に対するツールとして最適と言えるだろう。 
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田七杜仲精の研究内容： 

 

 

 

 

図 1.の説明 

左上のパネル: MS ラットにおいて腎組織のグルタチオン (GSH) 値が低下したが、DTS 補填によ

り同値は完全に正常値を回復；同左下: MS ラットにおいて上昇した腎 MDA 値が、DTS の補填で

正常値へ；同 右上: 同齢ラットと比較して MS ラットにおいて HPLC 測定腎実質 3-NT 修飾たん

ぱく質値が増加したが、DTS 補填により一部回復; 同右下: MS ラットにおける腎尿細管間質の 

αSMA 異常発現が DTS 補填により一部回復。 *p<0.05 、対照群との対比; ** p<0.05 、非 DTS 補

填 MS ラット群との対比。 


