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る栄養素である乳清タンパク質に注目した。

ホエイプロテインは，ヨーグルトやチーズなどの

乳製品に多く含まれる栄養豊富な乳タンパク質で，

多くの健康効果があるとされている。ホエイプロテ

インは機能性食品とされ，近年では栄養補助食品と

しての需要も高まっている 4）。また，ホエイプロテ

インは母乳や人工乳にも含まれている。母乳中のタ

ンパク質組成は，授乳期間中に変化する。初乳は

90%のホエイプロテインと10%のカゼインタンパク

質で構成されているが，成熟した母乳ではその比率

がホエイ60%，カゼイン40%に移行する。一方，人

工乳は通常，20%のホエイプロテインと80%のカゼ

インタンパク質で構成されている 4）。ホエイプロテ

インの主な成分としては，ラクトフェリン，ベータ

ラクトグロブリン，アルファラクトアルブミン，グ

リコマクロペプチド，免疫グロブリンなどがある 5）。

1．はじめに

日本は，平均出生体重が減少し，低出生体重児の

出生率が減少していない先進国の一つである 1）。低

出生体重児は，成人後に肥満や2型糖尿病などの疾

患を発症するリスクが高くなる。胎児は，子宮内で

栄養不足になると，体重増加が遅れる環境に適応す

るために生理的な変化を起こし，出生後に栄養環境

が改善されると相対的に栄養過多となる。Develop-

mental origins of health and disease（DOHaD）理論2）

は，病気のリスクを十分に理解することで，生涯に

わたってその発症を回避する必要があることを示し

ている。小児科医にとって，DOHaD理論は，そも

そも病気の発症を防ぐためには，幼児期や思春期前

の栄養管理が必要であるという考えを支持している 3）。

本研究では，低出生体重児が将来罹患しやすいメタ

ボリックシンドロームの発症を予防する可能性があ
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研究では，乳清タンパク質食による体脂肪減少のメカニズムについて検討した。妊娠したマウスに

ホエイまたはカゼインを与え，その仔マウスには母マウスに与えた餌を与えた。4週齢で離乳した後，
雄の仔マウスには実母に投与した飼料を与えた（各群n = 6）。12週齢で，体重，脂肪量，空腹時血糖値，
インスリン，homeostatic model assessment of insulin resistance （HOMA-IR），コレステロール，トリ
グリセリド，肝臓組織における脂質代謝関連遺伝子の発現レベル，脂肪組織のメタボロームデータを

測定し，2群間で比較した。生まれた新生仔マウスの出生体重は，両群で同程度であった。カゼイン
群の仔に比べ，12週齢の時点で，ホエイ群の仔は体重が少なく，脂肪量，HOMA-IR，トリグリセリド
値が有意に低く（それぞれp < 0.01, p = 0.02, p = 0.01 ），脂肪組織の抗酸化物質グルタチオンと抗炎症
物質1-メチルニコチンアミド値が有意に高かった（それぞれp < 0.01, p = 0.04 ）。空腹時血糖値，イン
スリン，コレステロール値（それぞれp = 0.75, p = 0.07, p = 0.63），脂質代謝関連遺伝子の発現レベルに
は差が見られなかった。ホエイプロテインはカゼインプロテインよりも抗酸化作用や抗炎症作用が強

く，それが体脂肪を減らすメカニズムと関連していると考えられた。
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ホエイプロテインの健康増進効果を生化学的なレベ

ルで証明する証拠が増えつつある。詳細は以下の通

りである。

1 糖代謝効果 :ホエイプロテインは，末梢組織にお

けるセロトニンおよび肝臓組織における線維芽細胞

増殖因子21の分泌を抑制することにより，インス

リン抵抗性を改善する 6）。

2 筋肉タンパク質合成効果 :ホエイプロテインは，

筋肉の合成に必要な代謝経路であるmTOR（mam-

malian target of rapamycin）を活性化することによ

り，筋肉の合成を促進する 7）。

3 抗炎症作用 :マウス肝炎モデルにおいて，ホエイ

プロテインが炎症性サイトカインの産生を抑制し，

肝細胞の壊死やアポトーシスを抑制する 8）。同様の

結果が臨床でも認められ，COPD患者の炎症反応を

抑制した 9）。

4 抗酸化作用 :ホエイプロテインは，in vitroで抗酸

化作用の発現を示す 10）。

5 脂質代謝効果 :ホエイプロテインは，脂質代謝に

関わる転写因子に影響を与えることにより，マウス

においてトリグリセリドの分解を促進し，脂肪酸の

合成を阻害する 11）。

最近，実臨床で低出生体重児が若年で非肥満型の

2型糖尿病を発症するとの報告が散見される。桑原

らは，出生後十分な栄養で育った低出生体重児が成

人後に2型糖尿病を発症することが多く，発症時に

は皮下脂肪に比べ内臓脂肪の蓄積が著しいと報告し

た 12）。長野らは，超早産のSmall-for-gestational age 

児は，若年で非肥満型2型糖尿病を発症する可能性

があり，その原因検索のために体組成の検討を行っ

た。その結果，体脂肪は正常範囲にあるが筋肉量は

不足していることを発見し，非肥満型2型糖尿病の

発症に筋肉量が関与している可能性を示唆してい 

る 13）。早産・低出生体重児が2型糖尿病を発症しや

すい原因として，早産児は満期産児に比べて酸化ス

トレスマーカーの値が高いことが報告されている14）。

さらに，男性は女性よりも酸化ストレスマーカーの

レベルが高いことが報告されており，その結果，男

性は2型糖尿病や心血管イベントを起こしやすいと

されている 15,16）。ホエイプロテインの筋肉合成の促

進，グルコースおよび脂質代謝の改善効果，ならび

に抗炎症および抗酸化作用により，乳幼児期，幼児

期，思春期前にホエイプロテインを多く含む食事を

与えることは，その後の糖尿病の発症を予防するこ

とにつながると考えられる。しかし，ホエイプロテ

インがこれらの効果を発揮するメカニズムについて

は，まだ完全に解明されていない 17）。

そこで本研究では，胚発生から成体までホエイプ

ロテインを曝露した雄マウスを，同時期にカゼイン

タンパク質食に曝露して飼育したマウスと比較し

て，身体的および生化学的変化を測定することによ

り，ホエイプロテインがグルコースおよび脂質代謝

に及ぼす影響を調べ，体脂肪減少に関与する潜在的

メカニズムを明らかにすることを目的とした。

2.対象及び方法
2.1. 実験動物について

すべての実験プロトコルおよび手順は，日本大学

医学部動物実験委員会の承認を得た（承認

ID:AP20MED018-1，承認日 :2020年6月5日）。妊娠

2日目の Institute of Cancer Research（ICR）妊娠マ

ウスは，三共ラボサービス株式会社（東京都千代田

区）から購入した。

2.2. 飼育条件

ICR妊娠マウスは到着後，カゼイン食群およびホ

エイ食群の2群に分けた。出生後，雄の仔マウスを

選択し，母親と同じ飼料で，温度22±2℃，湿度55

±5%，12/12時間の明暗サイクルのもとで飼育され

た。カゼイン群では，マウス実験において妊娠期お

よび成長期に投与される標準的なげっ歯類飼料であ

るAIN-93G（カゼイン20%，L-シスチン0.3%，コーン

スターチ39. 7486%，α -コーンスターチ13.2%，スク

ロース10.0%，大豆油7.0%，セルロースパウダー

5.0%，ミネラル3.5%，ビタミン1.0%，コリンビタレー

ト0.25%，ターシャリーブチルヒドロキノン 0.0014% 

:エネルギー359kcal）（オリエンタル酵母工業株式

会社， Ltd. 東京，日本）18）。ホエイ群では，カゼイ

ン成分をホエイに置き換えたAIN-93Gの改良ブレン

ドでマウスを飼育した。仔マウスは12週齢まで飼

育された。12週齢まで飼育し，身体的および生化学

的測定を行った。

2.3. 体重測定

仔マウスの体重は，生後から12週齢まで週1回計

測した。

2.4. 血糖値，血清インスリン，インスリン抵抗性

（HOMA-IR）
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は，ABI Geneamp 9700 PCR Thermal Cycler （Ap-

plied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., To-

kyo, Japan）上でReverTra Ace qPCR RT Master Mix 

（Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan） を用いて補欠DNA

に逆転写した。RT-qPCR は，KOD-Plus-Ver.2 ポリメ

ラーゼミックス（東洋紡株式会社）を用いて，ABI 

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System 

（Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.）

で実施した。

本研究では，過去の報告と同じプライマーを参考

として使用した。これらのプライマーは，タカラバ

イオ株式会社（日本，草津市）製である 11）。

2.8. 脂肪組織のメタボローム解析

雄マウスの凍結脂肪組織のサンプル（約50mg，

各群n = 5）をジルコニアビーズ（5mmφおよび

3mmφ）を含んだホモジナイズチューブに入れ，そ

こに内部標準（H3304-1002，Human Metabolome 

Technologies, Inc. 山形，日本）を含む50%アセトニ

トリル/ミリQ水1500μLを添加した。ビーズシェー

カー（Shake Master NEO, BioMedical Science, To-

kyo, Japan）を用いて，4°Cで1500 rpm，120秒のホ

モジナイズを2サイクル行った。次に，2300×g，5

分間，4°Cで遠心分離を行い，高分子成分を除去し

た。次に，400μLの上清を採取し，9100×g， 

4°Cで120分間遠心分離し，ミリポアの5kDaカット

オフフィルター（Human Metabolome Technologies

社（HMT），山形県鶴岡市）を用いて濾過した。最

後に，濾液を真空蒸発させて乾燥させ，50μLの

Milli-Q水に溶解させた。この溶液を，Agilent CE シ

ステム （Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, 

USA） を用いたキャピラリー電気泳動飛行時間型質

量分析法 24,25）によるメタボローム解析を行った。統

合ソフトウェア（慶應義塾大学，日本，静岡）を用

いて自動的に検出されたピークについて，マススペ

クトルのピーク面積，m/z，および移動時間のデー

タ（範囲 :50~1000 m/z）を算出した 26）。各ピークの

m/z値と移動時間から，HMT代謝物データベース

を参照して，各ピークに関連する化学種を同定し

た。各代謝物の相対量は，ピーク面積を内部標準物

質とサンプル量で正規化することにより算出した。

主成分分析および階層型クラスター分析は，既出の

方法 27）に従って実施した。

12）週齢の雄成体マウスを12時間絶食させ，イソ

フルラン吸入麻酔（導入5%，維持2%）下で解剖を

行った。血液は正中切開による心臓穿刺で心臓から

採取した。血糖値はStat Strip XP2 （Nipro, Osaka, 

Japan）を用いて測定した。次に，3000rpmで5分間

の遠心分離により全血から血清を分離し，-20°Cで

保存した。血清中のインスリンは，マウス/ラット

総インスリン（高感度）アッセイキット（株式会社

免疫生物研究所，群馬県藤岡市）を用いて，免疫反

応性インスリン量（IRI）を評価した。また，血清は，

インスリン抵抗性について，homeostatic model as-

sessment of insulin resistance（HOMA-IR）19）を用い

た。

2.5. 体組成と脂肪重量

体組成は，実験動物用生体電気インピーダンス分

光法（BIS）装置（ImpediVETTM:株式会社バイオリ

サーチセンター，名古屋市，日本）を用いて測定し

た 20）。脂肪量（FM）と無脂肪量（FFM）を推定する

ため，脂肪組織は単位体積あたりの水分が少ないた

め筋肉などの組織よりも導電性が低いため，生体組

織の電気伝導度のBIS差を測定した。脂肪重量を評

価し，観察可能な脂肪組織はすべて解剖した。

2.6. 血清リポタンパクの分画

血清リポタンパク質は，ゲル浸透高速液体クロマ

トグラフィー（HPLC）を用いて，既出の方法（Lipo-

SEARCH®; Skylight Biotech, Akita, Japan）に従っ

て，コレステロールとトリグリセリド含有量に基づ

く異なる画分に分離した 21-23）。コレステロールとト

リグリセリドの値は，HPLCの溶出プロファイルの

ピークに基づいて，全体と主要なリポタンパク質ク

ラス（超低密度リポタンパク質（VLDL），低密度リ

ポタンパク質（LDL），高密度リポタンパク質

（HDL））のそれぞれについて推定した リポタンパ

クの粒子径の違いに対応するHPLCの溶出プロファ

イルのピークに基づく 22）。

2.7. 肝組織の遺伝子発現解析

肝臓の脂質代謝に関連する遺伝子（PPARα , 

PPARγ , SREBP1c, HSL, LPL）のRNA発現量は，リ

アルタイム定量ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qPCR）

を用いて測定した。RNAは，ReliaPrep RNA Mini-

prep Systems（Promega Corporation, Madison, WI, 

USA）が提供するプロトコルを用いて，雄マウス（1

群あたりn=5）の凍結肝臓組織から単離した。RNA



ホエイプロテインの体脂肪減少効果 ―カゼインプロテインとの比較―

─      ─56

に両群間で有意差は認められなかった（総量 :173.51 

mg/dL vs. 153.46 mg/dL, p = 0.63; VLDL:10.85 mg/

dL vs. 10.94 mg/dL, p = 0.94; LDL:25.16 mg/dL vs. 

23.38 mg/dL, p= 0.52; HDL:136.44 mg/dL vs. 116.16 

mg/dL, p= 0.26 ）。一方，トリグリセリド値は，測

定されたすべての結果において，カゼイン群よりも

ホエイ群で有意に低かった（総量 :51.47mg/dL,　p = 

0.52）。測定された（合計 :51.47 mg/dL vs. 119.2 mg/

dL, p = 0.01）。

3.6. 肝臓の遺伝子発現

RT-qPCR解析の結果，PPARαの肝発現は，カゼ

イン群よりもホエイ群でわずかに高かった

（p=0.08）。しかし，評価した他の脂質代謝関連遺伝

子のいずれにおいても，それ以外の差は認められな

かった（PPARγ , p=0.27;SREBP1c, p = 0.73; HSL, p = 

0.58; LPL, p = 0.25）。

3.7. 脂肪の代謝

グルタチオン，1-メチルニコチンアミド，ミオ -

イノシトールリン酸（1-リン酸+3-リン酸）のレベル

は，カゼイン群よりもホエイ群で有意に高かった（p 

< 0.01, p = 0.04, p = 0.01）。

4.考察
本研究では，マウスモデルにおいて，ホエイプロ

テインの摂取が脂質代謝を活性化し，脂肪量を減少

させ，インスリン抵抗性を低下させることを明らか

にした。これらの結果は，ホエイプロテインの摂取

によりβ酸化が促進され，抗炎症作用や抗酸化作

用が認められたためと推論している。

4.1. 脂質の代謝

ホエイプロテイン飼料で飼育したマウスは，カゼ

インタンパク質飼料で飼育したマウスに比べ，血清

総トリグリセリド値が有意に低いことを見いだし

た。また，ホエイ群のマウスは，カゼイン群に比べ

PPARα RNAの発現量が有意に高いことが確認され

た。以前の報告では，ホエイプロテインがPPARα

の発現を増加させ，PPARαが細胞内のミトコンド

リアβ酸化を増加させることにより，脂質代謝を

活性化することが示されている 11,28）。したがって，

ホエイプロテインの摂取は，PPARαの発現を増加

させることでトリグリセリドの利用を促進すると推

測される。さらに，これらのマウスの脂肪組織のう

ち，ホエイ群では，ニコチンアミドの代謝物である

2.9. 血清クレアチニンおよび尿クレアチニン

血清は2.4節に記載した方法で採取し，血清クレ

アチニンは酵素法を用いて測定した。尿クレアチニ

ンは，マウスを実験動物用代謝ケージで飼育した状

態で採取した24時間尿サンプルを用いて，従来の

クレアチニンデアミナーゼを用いた酵素法により測

定した。

2.10. 統計解析

データは，平均値±平均値の標準誤差で報告さ

れている。各結果は，JMP統計ソフト（ver.14.0:SAS 

Institute, Cary, NC, USA）を用い，マン・ホイット

ニーU検定を用いて実験群（ホエイ）と対照群（カ

ゼイン）の間で比較した。p<0.05の場合は統計的に

有意な差，0.05<p<0.10の場合はわずかに有意な差と

した。

3.結果
3.1. 体重の履歴 

出生時の体重は，両群間に有意差はなかった。し

かし，その後1週間ごとに，体重はカゼイン群より

ホエイ群で低くなった。12週目では，体重はカゼイ

ン群よりホエイ群で有意に低かった（48.3g vs 61.0g, 

p < 0.01）。

3.2. 血糖値，IRI，HOMA-IRについて

空腹時血糖値は，両群間で有意差はなかった

（177.5 mg/dL vs. 184.7 mg/dL, p = 0.75）。IRIは，カ

ゼイン群よりもホエイ群でわずかに低かった（22.0

μ IU/mL vs. 47.0μ IU/mL, p = 0.07）。HOMA-IRは，

カゼイン群よりもホエイ群で有意に低かった（7.9 

vs. 19.2, p = 0.02）。

3.3. 脂肪重量と体組成 脂肪重量

脂肪重量と体組成 脂肪重量は，カゼイン群より

もホエイ群で有意に低かった（2.4g vs. 3.8g, p < 

0.01）。しかし，体組成は，FFM（67.9% vs. 64.7%, p = 

0.63）およびFM（32.0% vs. 35.3 %, p = 0.63）におい

て両群で同様だった。

3.4. 血清および尿中クレアチニン

クレアチニン値は，ホエイ群ではカゼイン群より

血清でわずかに高く（0.11 mg/dL vs. 0.14 mg/dL, p 

= 0.06），尿で有意に高かった（35.8 mg/dL vs. 54.6 

mg/dL, p = 0.02）。

3.5. 血清リポタンパク質分画

コレステロール値については，総量および個体値
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1-メチルニコチンアミドがカゼイン群に比べ有意に

多く含まれていた。1-メチルニコチンアミドは抗炎

症作用とβ酸化制限作用を有することから，乳清

タンパク質の摂取はβ酸化を調節することで脂質

代謝を改善すると考えられる 29）。

4.2. グルコース代謝

脂肪細胞では，アディポサイトカイン産生を制御

する機構を破壊すると，炎症性サイトカインが過剰

に産生され，インスリン抵抗性につながる 30）。また，

重度の酸化ストレスは，脂肪細胞のインスリン受容

体を減少・不活性化させ，この細胞の遺伝子発現や

インスリン分泌を低下させる 31,32）。メタボローム解

析の結果，1-メチルニコチンアミドとグルタチオン

脂肪組織のレベルは，カゼイングループよりもホエ

イグループで有意に高いことが示された。ホエイプ

ロテイン摂取による1-メチルニコチンアミドの増加

が，脂肪細胞における慢性炎症を抑制し，インスリ

ン抵抗性を改善したと推測される。また，ホエイプ

ロテインはグルタチオン量を増加させることで抗酸

化作用を発揮するため，このことも観察されたイン

スリン抵抗性改善のメカニズムである 33,34）。

4.3. 筋原性インスリン抵抗性の改善

大豆タンパク質と比較した，ホエイプロテインは

インターロイキン -6と腫瘍壊死因子 -αの循環レベ

ルを低下させ，筋肉代謝に影響を与えることが報告

されている 35）。我々の研究では，ホエイプロテイン

はカゼインタンパク質と比較して，脂肪組織におけ

る抗炎症マーカーである1-メチルニコチンアミドの

レベルを増加させることが判明している。血清クレ

アチンの上昇により筋肉量が増加すると，筋原性イ

ンスリン抵抗性が低下する可能性がある 36）。本研究

では，筋肉量を測定しておらず，分析した2つのグ

ループは統計的に類似した身体組成を有していた。

これらの結果から，ホエイプロテインは，皮下脂肪

よりも内臓脂肪を減らす可能性がある。FFMに差が

見られなかった理由として，ホエイプロテインとカ

ゼインプロテインの介入期間が比較的短かったこと

が考えられる。しかし，血清クレアチンはホエイ群

でカゼイン群より有意に高かったと判断した。ホエ

イプロテインは，クレアチンを増加させるとともに

筋肉量を増加させるための栄養補助食品として一般

的に使用されている 37）。したがって，ホエイプロテ

インはこの研究におけるクレアチニンに影響を与え

た可能性がある。ホエイプロテイン摂取による血清

クレアチンの上昇は，インスリン抵抗性を改善する

可能性がある。

4.4. ミオ -イノシトールリン酸塩

本研究では，メタボローム解析により，脂肪組織

中のミオ -イノシトール1リン酸およびミオ -イノシ

トール3リン酸レベルが，カゼイン群よりも乳清群

で有意に高いことが示された。ミオ -イノシトール

は膜リン脂質の成分で，シグナル伝達の役割を担っ

ている。ミオ -イノシトールの発現が低下したラッ

トは，肝臓のトリグリセリド含量が高くなる 38）。ミ

オ -イノシトール1-リン酸とミオ -イノシトール3-リ

ン酸はともにミオ -イノシトール代謝経路に属する。

ミオ -イノシトールはインスリン抵抗性を改善する 39）。

ミオ -イノシトール1-リン酸やミオ -イノシトール3-

リン酸によって直接的にグルコースや脂質の代謝が

改善されたという報告はないが，今回の知見はその

関連性を示唆している。

4.5. 乳幼児と酸化ストレス

Matsubasaらは，日本の超低出生体重児50名か

ら生後数日間の尿を採取し，酸化ストレスマーカー

である8 -ヒドロキシデオキシグアノシンを測定し

た。その結果，超低出生体重児の尿中の8 -ヒドロ

キシデオキシグアノシンは満期産児よりも高く，酸

化ストレスマーカー値は出生後の体重が増加するに

つれて減少することが示された 40）。また，Piyushら

は，栄養不良の母親から生まれた小さな妊娠年齢の

乳児は，健康な母親から生まれた適切な妊娠年齢の

乳児に比べて，酸化ストレスマーカーであるマロン

ジアルデヒドのレベルが高く，スーパーオキシド

ディスムターゼ，カタラーゼ，グルタチオンパーオ

キシダーゼなどの抗酸化システムの酵素のレベルが

低いことを報告している 41）。これらの結果は，低出

生体重児で出生前ストレスが高い乳児は，酸化スト

レスが高く，抗酸化能が低いことを示唆している。

今回の研究では，新生児期からホエイプロテインを

用いた栄養補給を行うことで，抗酸化力および抗炎

症力が向上することが明らかとなった。したがっ

て，これらの子どもたちにホエイプロテインを摂取

させることで，酸化ストレスを軽減し，抗酸化力を

向上させることが可能であると考えられる。

4.6. 母乳と粉ミルクの抗酸化作用と抗炎症作用の比較

母乳は，多くの点で乳児にとって最良の栄養源と
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ベルを増加させ，脂肪体重の減少，インスリン抵抗

性の改善につながることが示唆される。体重の減

少，インスリン抵抗性の改善に寄与すると考えられる。
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