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略語表  

ABC = ATP-binding cassette 

ACA = アカルボース  (acarbose) 

AM = -アミラーゼ -amylase) 

AMG = -メチル -D-グルコース  (-methyl-D-glucose) 

BAS = 蕃爽麗茶の凍結乾燥品  

-NADP
+ 

=
 -nicotineamide-adenine dinucleotide phosphate sodium salt  

C = (+) - カテキン  ((+) - catechin)     

CG = (-) - 3-O-没食子酸カテキン  ((-) - catechin-3-O-gallate)  

CMC = carboxymethyl cellulose 

CYP = シトクローム  P450 (cytochrome P450) 

db/+ = C57BLKS/J Iar-m+/+Lepr
db

 

db/db = BKS.Cg-m+Lepr
db

/+Lepr
db

/Jcl 

DG = 2’-デオキシ -D-グルコース  (2’-deoxy-D-glucose) 

DMEM = Dulbecco’s modified Eagle’s medium  

EC = (-) - エピカテキン  ((-) - epicatechin)  

ECG = (-) - 3-O-没食子酸エピカテキン  ((-) - epicatechin-3-O-gallate) 

EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid 

EGC = (-) - エピガロカテキン    ((-) - epigallocatechin)   

EGCG = (-) - 3-O-没食子酸エピガロカテキン  ((-) - epigallocatechin-3-O-gallate) 

Em = 蛍光波長  (emission wavelength) 

Ex = 励起波長  (excitation wavelength) 

FBS =ウシ胎児血清  (fetal bovine serum) 

FL = 蛍光  (fluorescence) 

G-6-P = D-glucose 6-phosphate sodium salt 

G6PDH = glucose-6-phosphate dehydrogenase 

GC = (-) - ガロカテキン  ((-) - gallocatechin)       

GCG = (-) - 3-O-没食子酸ガロカテキン  ((-) - gallocatechin-3-O-gallate) 

GK = Goto-Kakizaki 

GL = -グルコシダーゼ  (-glucosidase)



 

iv 

 

GLUT2 = グルコーストランスポーター  2 (glucose transporter 2)

HBSS = Hank's-balanced salt solution 

HEPES = N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 

HLM = ヒト肝ミクロソーム  (human liver microsomes) 

IC50 = 50 % 阻害濃度  (fifty percent inhibitory concentration)  

JAT = 市販ジャワ島産紅茶飲料の凍結乾燥品  

LC/MS = 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 計  (liquid chromatography mass 

spectrometry) 

MS = 質量分析  (mass spectrometry) 

m/z = 質量電化比  (mass-to-charge ratio) 

NEAA = 非必須アミノ酸  (non-essential amino acids) 

PBS = リン酸緩衝生理食塩水  (phosphate buffered saline) 

S.D. = 標準偏差  (standard deviation) 

SGLT1 = ナトリウム依存性グルコーストランスポーター 1 (sodium dependent 

glucose transporter 1) 

SLC = solute carrier 

TF = テアフラビン  (theaflavin)  

TF3G = 3-O-没食子酸テアフラビン  (theaflavin-3-O-gallate)   

TF3’G = 3'-O-没食子酸テアフラビン  (theaflavin-3'-O-gallate)   

TFDG = 3,3'-ジ -O-没食子酸テアフラビン  (theaflavin-3,3'-di- O-gallate)  

Tris =トリス塩基  (tris (hydroxymethyl) aminomethane)  
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諸言   

糖尿病実態調査および国民健康栄養調査によると、「糖尿病が強く疑われる

人」と「糖尿病の可能性が否定できない人」の総和は、平成 23 年度まで年々

増加しており、国民の  27.1 % と推計されている 1-4)。平成 24 年度の調査では

これらの総和が初めて減少したが、「糖尿病が強く疑われる人」の割合は増加

している 5)。糖尿病の患者に要する医療費はおよそ 1.2 兆円と国民医療費の約

4.4 % を占めており、その割合は年々増加している 6)。また、2012 年の糖尿病

治療薬の市場規模は 3,688 億円であったが、2021 年には 5,522 億円に拡大する

と予測されている 7)。糖尿病の 9 割を占める 2 型糖尿病は、インスリン分泌低

下やインスリン抵抗性を来す素因を含む複数の遺伝因子に、過食、運動不足、

肥満、ストレスなどの環境因子および加齢が加わり発症する。2 型糖尿病の発

症や進展には、食後高血糖が関わっており 8-10)、これによりインスリン抵抗性

の憎悪をきたすことが知られている 11)。そのため、食事由来の糖の小腸からの

吸収を抑制することが糖尿病の予防あるいは進展抑制に有効と考えられてい

る 12)。食事から摂取された炭水化物は、唾液や膵臓から分泌される  -アミラ

ーゼ  (AM) によって多糖類あるいは二糖類に分解され、ついで小腸上皮細胞に

存在する  -グルコシダーゼ  (GL) によって単糖に分解された後、主にグルコ

ーストランスポーター2 (GLUT2) によって吸収される 13-17)。  

2 型糖尿病の境界型は生活習慣の改善、すなわち食事量の制限や清涼飲料水

由来の糖質制限等の食事療法や運動療法が指導される 18)。身近な食品の中から

嗜好性を損なうことなく 2 次機能を有し、かつ糖質吸収を抑制する 3 次機能を

有する食品素材の探索は、境界型の食事療法を行う際に有用であると考え、本

研究に着手した。  

茶は水についで世界で最も多く摂取されている飲料であり、その生産量は紅

茶が 75 % を占め、次いで緑茶の 23 %、烏龍茶の 2% である 19)。いずれもチ

ャノキ  (Camellia sinensis, ツバキ科 ) の茶葉を原料とし、葉組織に含まれるポ

リフェノール酸化酵素による酸化工程  (発酵 ) を経ない緑茶、半発酵の烏龍茶

および完全発酵の紅茶の 3 種類に分類される。紅茶は様々な臨床研究より、抗

パーキンソン作用 20)、抗心血管疾患作用 21)、抗冠動脈疾患作用 22)、抗卒中作

用 23)および抗 2 型糖尿病作用 24)が報告されている。Odegaard らは 1 日 1 杯以
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上の紅茶の喫飲によって、喫飲しない場合に比べ 2 型糖尿病発症比が 14 % 低

下すると報告している 25)。また、スリランカの伝統医療では、糖尿病予備群あ

るいは中程度の糖尿病患者に対し、1 日 6 ~ 10 杯と大量の紅茶喫飲が推奨され

ている 26)。しかしながら、紅茶による 2 型糖尿病の治療・予防効果の詳細な作

用機序は未だ不明である。そこで、消化管における糖質吸収過程に及ぼす紅茶

の影響に着目し、紅茶が 2 型糖尿病の進展抑制に有用な機能性食品素材である

か検討した。なお、食事療法を継続するには、嗜好性も重要となる。そこで検

体には苦味、渋みが少ない 2 次機能を有するジャワ島産紅茶を実験に供した。 

 

本論文の構成は次のとおりである。第 1 章では、小腸における糖質吸収過程

に及ぼす紅茶の影響を in vitro、ex vivo および  in vivo で検討した。抗糖尿病薬

の一部は主に薬物代謝酵素シトクローム  P450 (CYP) で代謝されることが知

られており、紅茶と医薬品の併用による低血糖などの食－薬間相互作用が発現

する可能性が懸念された。そこで第 2 章では、機能性を有する食品と医薬品の

適正使用の視点から紅茶の CYP に及ぼす影響について検討した。  
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1   紅茶の糖質吸収抑制効果の検討  

1.1   序論  

食事から摂取された炭水化物は、唾液や膵臓から分泌される  AM によって

多糖類、ついで二糖類に分解され、生成された二糖類はさらに小腸上皮細胞に

存在する  GL 等によって単糖に分解された後、主に GLUT2 に、一部は Na-依

存性グルコーストランスポーター1 (SGLT1) によって吸収される 13-17)。この消

化吸収の過程において、AM 活性、GL 活性あるいは小腸細胞内への糖取り込

みに関わる GLUT2 あるいは SGLT1 活性を阻害すると、食直後の急激な血糖

値上昇の抑制が期待される。これまでに紅茶が 2 型糖尿病の発症を抑制した報

告があるが 25)、その詳細な作用機序は不明のままである。  

そこで、消化管における糖質吸収過程に及ぼす紅茶の影響に着目し、紅茶が

2 型糖尿病に適応する機能性食品素材として有用であるか検討した。具体的に

は、AM 活性と  GL 活性および小腸細胞におけるグルコーストランスポーター

介在の糖取り込み、さらに糖負荷による血糖上昇に及ぼす影響について検討し

た。なお、比較対照に  AM および  GL 阻害作用を有する食後過血糖改善薬の

アカルボース  (ACA) および特定保健用食品の蕃爽麗茶を用いた。血糖値が気

になり始めた方の食品である蕃爽麗茶は AM および  GL 阻害作用を有し 27, 28)、

その関与成分はエラジタンニンの重合により生成されるグァバ葉ポリフェノ

ールである 29)。本章では、これらの検討結果について詳述する。  

 

1.2   実験方法  

1.2.1   実験材料  

 ACA、スクロース、マルトース、デンプン、2’-デオキシ -D-グルコース  (DG)、

-メチル -D-グルコース  (AMG)、フロレチン、フロリジン、tris (hydroxymethyl) 

aminomethane (Tris)、 (-) - エピカテキン  (EC)、 (-) - 3-O-没食子酸エピカテキン  

(ECG)、 (-) - エピガロカテキン  (EGC)、 (-) - 3-O-没食子酸エピガロカテキン  

(EGCG)、(-) - 3-O-没食子酸カテキン  (CG)、(-) - ガロカテキン  (GC)、(-) - 3-O-

没食子酸ガロカテキン  (GCG)、テアフラビン  (TF) およびグルコース CⅡテス

トワコーは和光純薬工業  (大阪 ) より購入したものを用いた。酵母由来  GL は

オリエンタル酵母  (東京 )から購入したものを用いた。  
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 N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES) は同仁化学研究

所  (熊本 ) より購入したものを用いた。DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium)、非必須アミノ酸  (non essential amino acids，NEAA)、ペニシリン G-

ストレプトマイシン溶液、0.25 %トリプシン /EDTA (ethylenediaminetetraacetic 

acid)、ブタ膵臓由来  AM およびラット小腸アセトンパウダーは Sigma Aldrich 

(St.Louis，MO，U.S.A.) より購入したものを用いた。3-O-没食子酸テアフラビ

ン  (TF3G)、3'-O-没食子酸テアフラビン  (TF3’G)、3,3'-ジ -O-没食子酸テアフラ

ビン (TFDG) およびクリアゾル -2 はナカライテスク  (京都 ) より購入したもの

を用いた。ウシ胎児血清  (fetal bovine serum，FBS) は Biowest (Nuaillé, France) 

より購入したものを用いた。 (+) - カテキン  (C) は ChromaDex (Irvine, CA, 

U.S.A.) よ り 購 入 し た も の を 用 い た 。 2’- デ オ キ シ -D- グ ル コ ー ス  

([1,2-
3
H](N)-2’-Deoxy-D-glucose；1.48 TBq/mmol) および  -メチル -D-グルコー

ス  ([glucose-
14

C] (U)--methyl -D-glucopyranoside, ; 10.7 GBq/mmol) は  

PerkinElmer (Waltham，MA，U.S.A.) より購入したものを用いた。レビスインス

リンマウス  (Ｕタイプ ) およびレビスインスリンラット (RTU タイプ ) はシバ

ヤギ  (群馬 ) から購入したものを用いた。市販ジャワ島産紅茶飲料  (スダップ !

ジャワティーストレート ) はジャワティー・ジャパン  (札幌 ) より恵与いただ

いた。蕃爽麗茶  (ヤクルト本社 , 東京 ) およびその他の試薬はすべて市販品を用

いた。  

 

1.2.2   検体の調製  

 市販ジャワ島産紅茶飲料および蕃爽麗茶を凍結乾燥器  (FDU-2100 型  ; 

EYELA, 東京 ) で凍結乾燥したものを実験に供した。以下、これらをそれぞれ  

JAT および  BAS とする。なお  JAT 1 g は市販ジャワ島産紅茶飲料  650 mL、

乾燥茶葉に換算すると約 4 g に相当する。また  BAS 1 g は蕃爽麗茶  400 mL に

相当する。JAT および  BAS は実験に使用するまで  - 30 ºC で保存した。  

 

1.2.3   JAT 中のカテキン類およびテアフラビン類の定量  

 JAT 中のカテキン類およびテアフラビン類 30) 
(Fig. 1) は、液体クロマトグラ

フ質量分析計  (LC/MS) を用いて定量した。装置は、ポンプ  (LC-20AD ; 島津
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製作所 , 京都 )、質量分析  (MS) 検出器  (LCMS-2020 ; 島津製作所 , 京都 ) 、カ

ラムオーブン  (CTO-20A ; 島津製作所 , 京都 ) および逆相カラム  (SHIMPACK 

XR-ODS ; 2.2 m, 50×2.0 mm, i.d ; 島津製作所 , 京都 ) を装備した LC/MS シス

テムを用いた。LC/MS により測定されるカテキン類およびテアフラビン類のイ

オンの質量電化比  (m/z) は既報 31)を参考に  Fig. 1 のとおり設定し、エレクト

ロスプレーイオン化法で脱プロトン化により生じたイオンを、ネガティブモー

ドで検出した  (-3.5 kV)。また、移動相に  (A) 0.1 % ギ酸 /5 % アセトニトリル

/94.9 % 水  (v/v/v)、 (B) 0.1 % ギ酸 /95 % アセトニトリル /4.9 % 水  (v/v/v) (0-3 

分 , 0-10 % B ; 3-7 分 , 10 % B ; 7-15 分 , 10-50 % B) を用いて、流速は  0.4 mL/

分、カラム温度は  40ºC とした。  

  



 

6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 1 Chemical Structures and Their Corresponding m/z of Catechins and Theaflavins 

Galloyl moiety 

R1 R2 R3 m/z

(+) - Catechin　(C) H H OH 289

(-) - Epicatechin　(EC) H OH H 289

(-) - Epicatechin-3-O -gallate　(ECG) H Gallate H 441

(-) - Epigallocatechin　(EGC) OH OH H 305

(-) - Epigallocatechin-3-O -gallate (EGCG) OH Gallate H 457

R1 R2 R3 m/z

(-) - Catechin-3-O -gallate　(CG) H Gallate H 441

(-) - Gallocatechin　(GC) OH OH H 305

(-) - Gallocatechin-3-O -gallate　(GCG) OH Gallate H 457

R1 R2 m/z

Theaflavin　(TF) OH OH 563

Theaflavin-3-O -gallate　(TF3G) Gallate OH 715

Theaflavin-3'-O -gallate　(TF3'G) OH Gallate 715

Theaflavin-3,3'-di- O -gallate　(TFDG) Gallate Gallate 867
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1.2.4   細胞の培養条件  

Caco-2 細胞  (第  46 継代 ) は独立行政法人理化学研究所バイオリソースセン

ター  (茨城 ) から購入し、実験には第  48～59 継代のものを使用した。培養は  

75 cm
2 の培養フラスコ  (Corning，NY，U.S.A.) を用い、37 ºC、5 % CO2-95 % Air 

通気下インキュベーター  (MCO-18AIC (UV) 型  ; 三洋電機 , 大阪 ) 内で行った。

培養液は  10 % FBS、ストレプトマイシン  (100 μg/mL）、ペニシリン  G (100 

U/mL)、1 % NEAA およびグルタミン  (2 mmol/L) を含む  DMEM を使用した。

なお、FBS は非働化  (56 ºC, 30 分 ) したものを用いた。培養液は  2～3 日毎に

交換し、細胞がほぼコンフルエントに達した播種後 10~12 日目に継代を行った。

培養液を吸引除去し、0.25 %トリプシン /EDTA を  6 mL 加え、5 分間、37ºC で

放置し、トリプシン / EDTA を吸引除去した。培養液  5 mL で細胞を 2 度洗浄

し、培養液  5 mL で細胞を遊離させた。終了後、遠心分離  (1,500 rpm, 3 分 , 

CN-820 : New Taipei City, Taiwan) し、培養液を吸引除去した。継代培養には、

細胞を培養液で懸濁後、21 G の注射針付き注射筒を用いて分散し、その一部を

用いた。保存には細胞を細胞保存液のセルバンカータイプ  1 (三菱化学メディ

エンス , 東京 ) で懸濁し、 - 80 ºC で保存した。  

 

1.2.5   AM 活性の測定  

活性の測定は、Phan ら 32)
 および  Watanabe ら 33)の方法を若干改変して

行った。すなわち  phosphate bufferd saline (PBS, pH 7.4; 137 mM NaCl, 2.7 mM 

KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4) に溶解した  JAT (終濃度 100 ~ 10,000 

g/mL) 50 L と基質のデンプン  (終濃度  4 mg/mL) 100 L を混合し、全量  150 

L でプレインキュベート  (37 ºC, 5 分 ) した。これに  PBS で希釈したブタ膵

臓由来   (終濃度  0.1 unit/mL) 50 L を添加し全量  200 L で 37ºC にて  15 

分間インキュベートし、1 M 塩酸  200 L を添加して反応を停止させた。96 ウ

ェルプレートに反応液  50 L を採取し、PBS 150 L および  0.1 N ヨウ素液  10 

L を添加し攪拌後、マイクロプレートリーダー  (Model 680 ; Bio-Rad, Hercules, 

CA, U.S.A) にて  655 nm における吸光度を測定した。比較対照として  ACA (終

濃度  0.3 ~ 100 g/mL) および  BAS (終濃度  30 ~ 3,000 g/mL) を用い同様に測

定した。  
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1.2.6   GL 活性の測定  

1.2.6.1   酵母由来  GL 活性  

酵母由来  GL 活性測定は、Nishioka ら 34)
 の方法を若干改変して行なった。

すなわち、0.1 M リン酸カリウム緩衝液  (pH 7.0) に溶解した  JAT (終濃度  3 ~ 

100 g/mL) 40 L と基質  (終濃度  100 mM スクロースおよびマルトース ) 40 

L を混合し、80 L でプレインキュベート  (37ºC, 5 分 ) した。これに酵母由

来  GL (終濃度 1 unit/mL) 20 L を添加し全量  100 L で、37ºC にて  10 分間イ

ンキュベートした。反応は等量の 2 M Tris-HCl 緩衝液  (pH 7.0) を添加して停

止させた。その後遠心分離  (10,000 rpm, 5 分 , Centrifuge 5415 D : Eppendorf, 

Hamburg, Germany) し、得られた上清  5 L を用いて、生成したグルコース量

をムタロターゼ・グルコースオキシダーゼ法  (グルコース CⅡテストワコー，

和光純薬工業 ) により吸光度をマイクロプレートリーダー  (主波長  490 nm，副

波長  595 nm) にて測定した。比較対照として  ACA (終濃度  30 ~ 1000 g/mL) 

および  BAS (終濃度  3 ~ 100 g/mL) を用い同様に測定した。  

 上記の方法を基に、スクロースおよびマルトース  (20 ~ 400 mM) に  JAT 20 

g/mL を添加してインキュベートし、得られた結果を Michaelis-Menten 式に従

い、各種パラメーターを算出した。  

 

1.2.6.2   ラット小腸アセトンパウダー由来 GL 活性  

ラット小腸アセトンパウダー由来  GL 活性測定は、氷冷下、Deng ら  
35)

 の

方法を若干改変して行った。すなわちラット小腸アセトンパウダー  500 mg に

0.1 M マレイン酸ナトリウム緩衝液  (pH 6.9) 10 mL を加え、Omni H 型ホモ

ジナイザー  (Omni international ; Marietta, GA, U.S.A.) で 5 w/v% のホモジネー

ト液を調製した。ホモジネート液は遠心分離  (7,980 rpm, 4ºC, 15 分 , CR21GⅢ ; 

日立 , 東京 ) し、その上清を酵素反応に供した。  

上清  50 L と緩衝液に溶解した JAT (終濃度 0.1～30 mg/mL) 100 Lを混合し、

150 L でプレインキュベートした後  (37ºC, 5 分 )、基質  (終濃度  20 mM スク

ロースあるいは  2 mM マルトース ) 50 L を添加し全量  200 L で  37ºC にて

10 分間インキュベートした。反応後、沸騰水浴中に  5 分間浸漬し、酵素反応

を停止させ、その後遠心分離  (10,000 rpm, 5 分 , Centrifuge 5415 D : Eppendorf, 
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Hamburg, Germany) し、得られた上清  5 L を用いてグルコース  C Ⅱ -テスト

ワコーで生成したグルコース量を測定した。なお、  GL 活性値は、別途ホモジ

ネート液の一部を用いて、Bradford ら 36)の方法に基づく Bio-Rad Protein Assay 

Kit にてタンパク定量を行い、タンパク質量当たりに換算して算出した。以下、

標準物質にはウシ血清アルブミンを用いた。比較対照として  ACA (終濃度  

0.001 ~ 0.1 mg/mL) および BAS (終濃度  0.1～30 mg/mL) を用い同様に測定した。 

 上記の方法を基に、スクロース  (6.25～200 mM) およびマルトース  (0.39 ~ 25 

mM) に  3 mg/mL JAT を添加してインキュベートし、得られた結果を

Michaelis-Menten 式に従い、各種パラメーターを算出した。  

 

1.2.6.3   Caco-2 細胞由来  GL 活性  

Caco-2 細胞由来  GL 活性試験は、Liu ら  
37)の方法を若干改変しておこなっ

た。すなわち、10 ~ 12 日間培養した  Caco-2 細胞を用い、ウェル内の培養液を

吸引除去し、細胞を  37 ºC PBS 5 mL で 2 回洗浄後、Hank's-balanced salt solution 

(HBSS; pH 7.4, 137 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.33 mM Na2HPO4, 

4.2 mM NaHCO3) 5 mL を加え、細胞をセルスクレーパーで掻きとり、氷冷下、

Omni H 型ホモジナイザーを用いて均一化した。タンパク量として  1.0 mg 

prot./mL のホモジネート液  400 L に、基質  (終濃度  56 mM スクロースあるい

はマルトース ) 200 L および  HBSS に溶解した JAT (終濃度  30 ~ 10,000 

g/mL) 200 L を添加し、全量  800 L で 37ºC にて 60 分間インキュベートし

た。反応後、沸騰水浴中に  5 分間浸漬し、酵素反応を停止させ、遠心分離  

(10,000 rpm, 5 分 , Centrifuge 5415 D : Eppendorf, Hamburg, Germany) し、得られ

た上清 5 L を用いて、グルコース  C Ⅱ -テストワコーで生成したグルコース量

を測定した。なお、活性値は、ホモジネート液の一部を用いて、Bio-Rad Protein 

Assay Kit にてタンパク定量を行い、タンパク質量当たりに換算して算出した。

比較対照として  ACA (終濃度  0.01 ~ 3 mg/mL) を用いた。  

1.2.7   2’-デオキシ -D-グルコースおよび  -メチル -D-グルコースの uptake 試

験  

2’-デオキシ -D-グルコース  (DG) および  -メチル -D-グルコース  (AMG) の
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uptake 試験は、 Caco-2 細胞を用いて それぞれ Watanabe ら 33)
 およ び  

Bissonnette ら 38)
 の方法を若干改変して行った。すなわち、1×10

5
 cells /well

の密度で播種した  Caco-2 細胞を培養プレート（12 wells, 培養面積 3.8 cm
2
, コ

ラーゲンⅠコート）上で  10~13 日間培養し、コンフルエントに達した後、uptake

試験に用いた。ウェル内の培養液を吸引除去し、細胞を  HEPES 緩衝液  (pH 7.2; 

140 mM NaCl，5 mM KCl，1.8 mM CaCl2，0.8 mM MgSO4，4 mM glutamine，10 mM 

HEPES) 1.0 mL で  2 回洗浄後、緩衝液  1 mL を加え、プレインキュベーション

した  (37ºC，1 時間，5 % CO2-95 % Air)。終了後、緩衝液を吸引除去し、緩衝

液  1.0 mL を用いて 2 回洗浄した。次いで、緩衝液に溶解した [1,2-
3
H(N)] - DG

（0.25 μCi，10 M）あるいは  [U-
14

C] - AMG (0.1 μCi，10 M) と  JAT (終濃度  

0.03 ~ 1.0 mg/mL) を混合し、全量 600 L で  5 % CO2-95 % Air 下、37ºC にて

10 分間インキュベートした。終了後、直ちに緩衝液を吸引除去し、氷冷  HEPES 

系緩衝液  1 mL で  2 回洗浄した。洗浄後  1 M NaOH 0.4 mL で細胞を溶解し、

次いで  1 M HCl 0.4 mL を加え中和した。反応液  0.6 mL をバイアルに採取し、

クリアゾル -2 を 3.0 mL 加え、液体シンチレーションカウンター  (LSC-6100 ; 

ALOKA, 東京 ) で放射能を測定した。また反応液の一部を用い、Bio-Rad Protein 

Assay Kit にてタンパク定量を行った。DG および  AMG uptake の JAT による

阻害を調べる際の比較対照として GLUT2 および  SGLT1 それぞれの阻害剤で

あるフロレチン 39)
 (終濃度  0.003 ~ 0.3 mg/mL) およびフロリジン 40)

 (終濃度  

0.03 ~ 1.0 mg/mL) を用いた。  

 

1.2.8   動物実験  

1.2.8.1   実験動物  

飼育および実験は、北海道薬科大学実験動物センター運営委員会の承認を受

け（No. 12-004）、「動物実験の実施に関わる基本要綱（動物実験指針）」および

環境省告示第 88 号「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基準」

を遵守し実施した。  

雄 性  BKS.Cg-m+Lepr
db

/+Lepr
db

/Jcl マ ウ ス  (db/db マ ウ ス ) お よ び 雄 性  

C57BLKS/J Iar-m+/+Lepr
db マウス  (db/+ マウス ) はそれぞれ  10 週齢で、雄性  

Goto-Kakizaki ラット  (GK ラット ) は 9 週齢で、三協ラボサービス  (東京 ) よ



 

11 

 

り入手した。飼育は、本学の実験動物センター  (室温  23 ± 1ºC、湿度  55 ± 5％、

照明  06:00～18:00) で行い、予備飼育後実験に使用した。固形あるいは粉末飼

料  (MF ; オリエンタル酵母 , 東京 ) および水は自由に摂取させた。  

 

1.2.8.2   db/db マウスを用いた検討  

1.2.8.2.1  スクロース負荷耐糖能試験 

 予備飼育後の  10 週齢  db/db マウスを 15 時間絶食後、血糖値および体重を

測定し、各群  5-6 匹で群分けした。メノウ製乳鉢で微粉化した  JAT は  100 ~ 

500 mg/kg となるよう  0.5 % カルメロース  (CMC) 水溶液に懸濁し、胃ゾンデ

を用いて  1 mL を経口投与した。その後直ちにスクロース  (2 g/kg) 1 mL を経

口投与し、投与 30、60 および 120 分後に尾静脈より採血した。血糖値およびイ

ンスリン値は、それぞれグルコース CⅡ -テストワコーおよびレビスインスリン

マウス  (U タイプ )を用いて測定した。比較対照として  ACA 10 ~ 100 mg/kg お

よび  BAS 500 mg/kg 投与群についても同様に検討した。またスクロースのみ

を投与した db/+ マウス群についても同様に検討した。  

 

1.2.8.2.2  マウス小腸  GL 活性の測定  

10 週齢  db/db マウスに  1.2.8.2.1 と同様の方法で JAT 500 mg/kg を投与し、

その  30 分後に小腸を摘出した。得られた小腸は  Lee ら 41)の方法を若干改変

してホモジネート液を調製した。以下の操作はすべて氷冷下で行った。小腸は

10 cm 間隔でカットし、内腔を氷冷  0.9 % NaCl 液  20 mL で穏やかに洗浄後、

ピンセットで小腸内腔の粘膜組織を搾り取り、氷冷 0.1 M リン酸カリウム緩衝

液  (pH 7.0) を加え、ポッター・エルベンハイム型テフロン付きホモジナイザー

を用いて、ホモジネート液  (湿重量として  10 w/v%) を調製した。   

ホモジネート液  (終濃度  5.0 w/v%) 150 L に  0.1 M リン酸カリウム緩衝液お

よびスクロース  (終濃度  100 mM) 150 L を添加し、全量  300 L で 37ºC にて  

20 分間インキュベートした。反応後、沸騰水浴中に  5 分間浸漬し酵素反応を

停止させ、遠心分離  (10,000 rpm, 5 分 , Centrifuge 5415 D : Eppendorf, Hamburg, 

Germany) し、得られた上清 5 L を用いて、グルコース  C Ⅱ -テストワコーで

生成したグルコース量を測定した。なお、活性値はホモジネート液の一部を用
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いて Bio-Rad Protein Assay Kit にてタンパク定量を行い、タンパク質量当たり

に換算して算出した。比較対照として  ACA 100 mg/kg および BAS 500 mg/kg 投

与群についても同様に検討した。  

 

1.2.8.3   GK ラットを用いた検討  

1.2.8.3.1  スクロースあるいはグルコース負荷耐糖能試験  

12 週齢  GK ラットに  JAT 31.3 ~ 250 mg/kg、1 mL を経口投与し、直ちにス

クロースまたはグルコース  (いずれも  2 g/kg) 1 mL を投与し、30、60、90 およ

び 120 分後に採血を行い、レビスインスリンラット  (RTU タイプ ) を用いてイ

ンスリン値を測定した以外は、1.2.8.2.1 と同様に行った。比較対照として  ACA 

0.1 ~ 3.0 mg/kg および BAS 62.5 ~ 250 mg/kg 投与群についても同様に検討した。 

 

1.2.8.3.2  ラット小腸  GL 活性の測定  

12 週齢  GK ラットに  JAT 31.3 ~ 250 mg/kg を経口投与した以外は 1.2.8.2.2 

と同様に行った。比較対照として  ACA 0.3 ~ 3.0 mg/kg および  BAS 62.5 ~ 250 

mg/kg 投与群についても同様に検討した。  

 

1.2.9   統計処理  

測定値は、平均値  ± S.D.で示した。また、独立した  2 群間の検定は、F 検

定を行い、等分散の場合は、 Student の  t 検定を、不等分散の場合は  

Mann-Whitney の U 検定を行った。  

独立した  3 群以上の検定は、Bartlett の等分散検定を行い、等分散が認めら

れた場合で、群間の例数が等しい場合は  Dunnett の多重検定を行い、群間の例

数が異なる場合は  Scheffe の多重比較検定を行った。不等分散の場合で、

Kruskal-Wallis 検定により有意差が認められた場合、Scheffe の多重比較検定を

行った。p < 0.05 の場合を有意差ありと判定した。なお、統計解析ソフトは  Stat 

Flex (Ver. 6，アーテック，大阪 ) を用いた。  
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1.3   結果  

1.3.1   JAT 中の成分定量  

 LC/MS による  JAT 中成分を分析した MS クロマトグラムを  Fig. 2 に示し

た。いずれの成分も十分に分離されており定量するのに支障がないことが明ら

かとなった。JAT 中の各成分の定量値を Table 1 に示した。緑茶、烏龍茶およ

び紅茶に含有することが知られている 30)
 CG の含量が最も多く、ついで GCG、

GC、EGCG、C の順であった。一方、紅茶の発酵過程において、カテキン類が

酸化および重合化することにより生成される  TF およびそのガレート体 42)の

含量は、いずれもカテキン類のおよそ約  1/10 程度であった。  
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Fig. 2  Representative MS Chromatograms of JAT 

 Selective ion monitoring mode was employed to detect [M-H]
-
 ions for all analytes.  
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1.3.2   AM 活性に及ぼす  JAT の影響  

AM 活性に及ぼす  JAT の影響を Fig. 3 に示した。JAT は  1,000 g/mL 以上

で濃度依存的かつ有意に  AM 活性を阻害し、その 50 % 阻害濃度  (IC50 値 ) は

2,900 g/mL であった。比較対照として用いた ACA および  BAS の  IC50 値は、

それぞれ  1.79 g/mL および  159 g/mL であった。IC50 値の比較から、JAT の

阻害強度は  ACA の約  1/1,600、BAS の約  1/18 であった。  

  

Table 1  Contents of Catechins and Theaflavins in JAT 

Each value represents the mean ± S.D. of 3 experiments.  

Catechins (+) - Catechin　(C) 1.72 ± 0.07 6.88 ± 0.29

(-) - Epicatechin　(EC) 1.21 ± 0.01 4.84 ± 0.05

(-) - Epicatechin-3-O -gallate　(ECG) 0.99 ± 0.03 3.97 ± 0.11

(-) - Epigallocatechin　(EGC) 0.64 ± 0.03 2.55 ± 0.10

(-) - Epigallocatechin-3-O -gallate (EGCG) 1.74 ± 0.14 6.96 ± 0.54

(-) - Catechin-3-O -gallate　(CG) 2.62 ± 0.22 10.5 ± 0.87

(-) - Gallocatechin　(GC) 2.09 ± 0.18 8.37 ± 0.71

(-) - Gallocatechin-3-O -gallate　(GCG) 2.26 ± 0.11 9.03 ± 0.45

Theaflavins Theaflavin　(TF) 0.25 ± 0.01 1.02 ± 0.02

Theaflavin-3-O -gallate　(TF3G) 0.17 ± 0.003 0.69 ± 0.01

Theaflavin-3'-O -gallate　(TF3'G) 0.08 ± 0.004 0.33 ± 0.01

Theaflavin-3,3'-di- O -gallate　(TFDG) 0.13 ± 0.02 0.50 ± 0.08

mg/g dry leaf mg/g JAT

Contents

Components
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次に、ACA を服用している糖尿病患者が紅茶を同時に喫飲するケースも想定

されることから、Fig. 3 で有意な低下を認めなかった JAT (100 g/mL) および  

ACA (0.3 g/mL) のいずれも添加してインキュベーションしたが、AM 活性に

何ら変化は認められなかった  (Fig. 4)。  

  

Fig. 4  Effects of JAT, ACA and Their Combination on Porcine Pancreatic AM Activity 

Porcine pancreatic AM was incubated with starch in the presence of JAT  and ACA for 15 

min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 3-4 experiments.  
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Fig. 3  Effects of JAT, ACA and BAS on Porcine Pancreatic AM Activity 

Porcine pancreatic AM was incubated with starch in the presence of various concentrations 

of JAT, ACA and BAS for 15 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 3-4 

experiments. Significantly different from the control, 
*
p < 0.05, 

†
p < 0.001. 
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1.3.3   JAT の各種  GL 活性に及ぼす影響  

1.3.3.1   酵母由来  GL  

酵母由来  GL 活性に及ぼす  JAT の影響を Fig. 5 に示した。JAT はスクラー

ゼ活性およびマルターゼ活性をいずれも 10 g/mL 以上で、濃度依存的かつ有

意に阻害した。比較対照の ACA および  BAS は、両活性をそれぞれ 100 g/mL

および 10 g/mL 以上で有意に阻害した。これらより算出した IC50 値  (Table 2) 

を比較した結果、JAT の阻害強度は  BAS とほぼ同等で、ACA の約  14 ~ 21 倍

であった。  

GL 活性の阻害が認められたことから、阻害様式の検討のため速度論的解析

を行った  (Fig. 6)。IC50 値より設定した  20 g/mL の  JAT 添加により、スクラ

ーゼ活性およびマルターゼ活性はいずれも有意に低下した。Lineweaver-Burk 

プロットより Vmax 値および Km 値を算出したところ  (Table 3)、スクラーゼ活

性およびマルターゼ活性の  Vmax 値はいずれも有意に低下したが、Km 値に変

化は認められなかった。このことから、JAT はスクラーゼ活性およびマルター

ゼ活性をいずれも非競合的に阻害すると考えられた。  
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Fig. 5  Effects of JAT, ACA and BAS on Yeast GL Activity

Yeast GL was incubated with sucrose and maltose in the presence of various concentrations 

of JAT, ACA and BAS for 10 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 3 

experiments. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01, 

†
p < 0.001. 
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Fig. 6  Michaelis-Menten Plots and Their Corresponding Lineweaver-Burk Plots on Yeast 

GL Activity 

Yeast GL was incubated with sucrose and maltose (20 ~ 400 mM) in the presence or 

absence of JAT (20 g/mL) for 10 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 3-4 

experiments. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01, 

†
p < 0.001. 
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Each value represents the mean ± S.D. of 3 experiments. 

Table 2   IC50 values for JAT, ACA and BAS on  

Yeast GL Activity 

JAT a16.8 ± a4.0 a16.6 ± a3.9

ACA 235 ± 23.0 347 ± 29.0

BAS a14.4 ± a1.5 a16.1 ± a0.5
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1.3.3.2   ラット小腸由来  GL 活性に及ぼす  JAT の影響  

ラット小腸由来  GL 活性に及ぼす  JAT の影響を Fig. 7 に示した。JAT はス

クラーゼ活性およびマルターゼ活性をそれぞれ 0.3 mg/mL および  3 mg/mL 以

上で、濃度依存的かつ有意に阻害した。比較対照の ACA はスクラーゼ活性お

よびマルターゼ活性をいずれも  0.01 mg/mL 以上で有意に阻害した。また、BAS 

はスクラーゼ活性およびマルターゼ活性を、それぞれ  3 mg/mL および  10 

mg/mL 以上で有意に阻害した。これらより算出した IC50 値  (Table 4) より、JAT 

の阻害強度は  BAS の約  5～7 倍、ACA の約  1/170 ~ 1/80 であった。  

 GL 活性の阻害が認められたことから、阻害様式の検討のため速度論的解析

を行った  (Fig. 8)。3 mg/mL JAT の添加により、スクラーゼ活性およびマルタ

ーゼ活性はいずれも有意に低下した。Lineweaver-Burk プロットより、Vmax 値

および Km 値を算出したところ  (Table 5)、スクラーゼおよびマルターゼの  

Vmax 値はいずれも有意に低下したが、Km 値に変化は認められなかった。こ

のことから、JAT はスクラーゼ活性およびマルターゼ活性をいずれも非競合的

に阻害すると考えられた。  

 

  

Table 3  Kinetic Parameters for Yeast GL

Control 189 ± 15.4 67.6 ± aa5.5 284 ± 35.6 79.1 ± a9.9

JAT (20 g/mL) 126 ± a24.1
#

75.8 ± a13.0 199 ± a32.3
*

85.9 ± 16.6

Each value represents the mean ± S.D. of 3-4 experiments. Significantly different from the control,

*p  < 0.05,
 #
p  < 0.01. V max : nmol/min/mg prot., K m : mM.

Component
Sucrase Maltase

V max K m V max K m
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Fig. 7  Effects of JAT, ACA and BAS on Rat Small Intestinal GL Activity  

Rat small intestinal GL was incubated with sucrose and maltose in the presence of various 

concentrations of JAT, ACA and BAS for 10 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± 

S.D. of 3-4 experiments. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01,  

†
p < 0.001. 
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Table 4  IC50 Values for JAT, ACA and BAS on Rat Small Intestinal

GL Activity

IC 50 (mg/mL)

Sucrase Maltase
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Fig. 8  Michaelis-Menten Plots and Their Corresponding Lineweaver-Burk Plots on Rat 

Small Intestinal GL Activity 

Rat small intestinal GL was incubated with sucrose (6.25 ~ 200 mM) and maltose (0.39 ~ 25 

mM) in the presence or absence of JAT (3 mg/mL) for 10 min at 37 ºC. Each value represents 

the mean ± S.D. of 3-4 experiments. Significantly different from the control, 
#
p < 0.01,  

†
p < 0.001. 
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Table 5  Kinetic Parameters for Rat Small Intestinal GL

Control 31.1 ± 0.81 23.6 ± 2.00 57.9 ± a2.54 2.32 ± 0.32

JAT (3 mg/mL) 12.9 ± 1.17* 27.9 ± 7.82 26.3 ± a1.32* 2.57 ± 0.44
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 次に、Fig. 7 でスクラーゼおよびマルターゼ活性に有意な影響を認めなかっ

た低濃度の  JAT (スクラーゼ  ; 0.1 mg/mL、マルターゼ  ; 1.0 mg/mL) および  

ACA (スクラーゼ  ; 0.003 mg/mL、マルターゼ  ; 0.001 mg/mL) のいずれも添加

した場合の結果を  Fig. 9 に示した。その結果、JAT と  ACA のいずれも添加し

た群において両酵素活性は、有意に低下し、それらの阻害の程度はスクラーゼ

で ACA 0.01 mg/mL に、マルターゼで  ACA 0.03 mg/mL に相当した。  
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Fig. 9  Effects of JAT, ACA and Their Combination on Rat Small Intestinal GL Activity  

Rat small intestinal GL was incubated with sucrose and maltose in the presence of JAT and 

ACA for 10 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 3-4 experiments. 

Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01, 

†
p < 0.001. 
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1.3.3.3   Caco-2 細胞由来  GL 活性に及ぼす影響  

JAT の  GL 活性に及ぼす影響をさらに検討するため、ヒト小腸  Caco-2 細胞

を用いて検討した  (Fig. 10)。JAT はスクラーゼ活性およびマルターゼ活性をそ

れぞれ  300 g/mL および  1,000 g/mL 以上で濃度依存的かつ有意に阻害した。

ACA は両活性をそれぞれ  100 g/mL および  30 g/mL 以上で有意に阻害した。

これらより算出した IC50 値より、JAT の阻害強度は  ACA の約  1/12 ~ 1/5 で

あった  (Table 6)。  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 10  Effects of JAT and ACA on Caco-2 Cell GL Activity 

Caco-2 cell GL was incubated with sucrose and maltose in the presence of various 

concentrations of JAT and ACA for 60 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 

3-4 experiments. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01. 
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Table 6  IC50 values of JAT and ACA on Caco-2 Cell GL

JAT 715 ± 159 aaaaaaa708 ± 153

ACA 131 ± a13.6 aaaaaaaa56.1 ± a18.5

Each value represent the mean ± S.D. of 3-4 experiments.

IC50 value (g/mL)

Sucrase Maltase
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1.3.4   グルコースの取込みに及ぼす  JAT の影響  

1.3.4.1   DG 取込み活性に及ぼす  JAT の影響  

 Caco-2 細胞を用いて、GLUT2 の基質である  DG の取込みに及ぼす  JAT の

影響を検討した  (Fig. 11)。GLUT2 の阻害剤であるフロレチンは  DG の取込み

を  0.1 mg/mL 以上で濃度依存的かつ有意に阻害したのに対し、JAT は最大  1.0 

mg/mL 添加しても  DG の取込みに何ら影響を与えなかった。  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 11  Effects of JAT and Phloretin on DG Uptake in Caco-2 Cell Monolayers 

Caco-2 cell monolayers were incubated with [
3
H]-DG at 37 ºC for 10 min. Each value 

represents the mean ± S.D. of 3 monolayers. Significantly different from the control,  
#
p < 0.01, 

†
p < 0.001. 
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1.3.4.2   AMG 取込み活性に及ぼす  JAT の影響  

Caco-2 細胞を用いて、SGLT1 の基質である  AMG の取込みに及ぼす  JAT 

の影響を検討した  (Fig. 12)。SGLT1 の阻害剤であるフロリジンは  AMG の取

込みを  0.1 mg/mL 以上で濃度依存的かつ有意に阻害したのに対し、 JAT は最

大  1.0 mg/mL 添加しても  AMG の取込みに何ら影響を与えなかった。  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 12  Effects of JAT and Phloridzin on AMG Uptake in Caco-2 Cell Monolayers 

Caco-2 cell monolayers were incubated with [
14

C]-AMG at 37 ºC for 10 min. Each value 

represents the mean ± S.D. of 3 monolayers. Significantly different from the control,  
*
p < 0.05, 

†
p < 0.001. 
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1.3.5   動物実験  

1.3.5.1   db/db マウスによる検討  

1.3.5.1.1  スクロース負荷後血糖値およびインスリン値に及ぼす  JAT の影響  

 肥満 2 型糖尿病モデル動物  db/db マウスに JAT、ACA および  BAS を投与

した後、直ちにスクロースを負荷した血糖値の経時変化を Fig. 13 に示した。

JAT 投与量は、ACA の臨床用量、ラット小腸  GL 活性および  Caco-2 細胞由

来  GL 活性に対する  JAT の阻害強度が  1/100 ~ 1/6 程度であったことおよび

予試験から  100 ~ 500 mg/kg に設定した。  

糖尿病状態を呈しない  db/+ マウスの血糖値は、スクロース負荷により若干

上昇し、30 分後で最高値に達し、その後漸減した。db/db マウスでは、スクロ

ース負荷後  30 分  で血糖値は最高値  (825 mg/dL) に達し、その後同様に漸減

した。JAT 投与群ではコントロール群と比較し、用量依存的な血糖値の低下が

見られ、500 mg/kg で  30、60 および  120 分後の血糖値がいずれもコントロー

ル群に比べ有意に低下した。また、ACA 投与群では  JAT よりも低用量で、用

量依存的な血糖値の低下が認められ、100 mg/kg で  30、60 および  120 分後の

血糖値がいずれもコントロール群に比べ有意に低下した。BAS 500 mg/kg 投与

群の血糖曲線は  JAT 500 mg/kg 投与群とほぼ同様の血糖曲線を示した。なお、

いずれの投与群においてもインスリン値に有意な変化は見られなかった  (Fig. 

14)。  
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Fig. 13  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Plasma Glucose Levels after 

Sucrose Loading in db/db Mice 

After 15 hr fasting, JAT, ACA and BAS with sucrose (2 g/kg) were orally administered to the 

mice. Each value represents the mean ± S.D. of 5-6 mice. Significantly different from the 

control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01. 
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1.3.5.1.2  小腸  GL 活性に及ぼす  JAT の影響  

JAT、ACA および  BAS を投与後、Fig. 13 で最高血糖値に達した  30 分に

おける  db/db マウスの小腸  GL 活性を測定した  (Fig. 15)。スクラーゼ活性は

コントロール群と比較して JAT 500 mg/kg および  ACA 100 mg/kg 投与群で有

意に低下し、JAT 投与群では  db/+ 群とほぼ同程度であり、また ACA 投与群

では  db/+ 群より低い値となった。一方、BAS 500 mg/kg 投与群では有意な低

下は認められなかった。  
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Fig. 14  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Plasma Insulin Levels after 

Sucrose Loading in db/db Mice 

The mice were treated in the same manner as shown in the legend in Fig.13. Each value 

represents the mean ± S.D. of 5-6 mice. 

Time (min) 

Fig. 15  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Small Intestinal Sucrase 

Activities in db/db Mice  

After 15 hr fasting, JAT, ACA and BAS were orally administered to the mice. Thirty min 

later, small intestinal sucrase activity was determined. Each value represents the mean ± S.D. 

of 4 mice. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01. 
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1.3.5.2  GK ラットによる検討  

1.3.5.2.1  スクロース負荷後血糖値等に及ぼす  JAT の影響  

インスリン分泌不全を呈し、日本人の 2 型糖尿病態に近い非肥満 2 型糖尿病

モデル  GK ラット 43, 44)を用いて、スクロース負荷後の血糖値に及ぼす  JAT の

影響を検討した。JAT 投与量は  db/db マウスの結果を基に  31.3 ~ 250 mg/kg 

に設定した。GK ラットに JAT、ACA および  BAS を投与した後、直ちにスク

ロースを負荷した血糖値の経時変化を Fig. 16 に示した。コントロール群の血

糖値は負荷後  30 分で最高値に達し、その後漸減した。JAT 投与群ではコント

ロール群と比較し、用量依存的な血糖値の低下が見られ、62.5 mg/kg 以上で投

与  30 分後の血糖値は有意に低値を示し、250 mg/kg 投与群で最も低い値とな

った。ACA および  BAS 投与群においても同様に用量依存的な耐糖能改善効

果を示し、ACA 3.0 mg/kg は  30 分および  60 分後、BAS 250 mg/kg は投与  30 

分後で有意に低下した。JAT 31.3 mg/kg および  ACA 0.3 mg/kg の併用群では投

与  30 および  60 分後の血糖値は有意に低下し、血糖値の推移は  ACA 3.0 

mg/kg 投与群とほぼ同程度であった。また、それぞれ有意な耐糖能改善効果を

示した  JAT 62.5 mg/kg と  ACA 3.0 mg/kg の併用群においても、血糖値の推移

は  ACA 3.0 mg/kg 投与群とほぼ同程度であり、過度な血糖値の低下は認めら

れなかった  (データ未掲載 ) 。一方、スクロース負荷後の血中インスリン値に

各群で何ら変化は認められなかった  (Fig. 17)。  
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Fig. 16  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Plasma Glucose Levels after 

Sucrose Loading in GK Rats  

After 15 hr fasting, JAT, ACA and BAS with sucrose (2 g/kg) were orally administered to 

the rats. Each value represents the mean ± S.D. of 5-6 rats. Significantly different from the 

control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01, 

†
p < 0.001. 
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Fig. 17  Effects of JAT and ACA Oral Administration on Plasma Insulin Levels after Sucrose 

Loading in GK Rats  

The rats were treated in the same manner as shown in the legend in Fig.16. Each value 

represents the mean ± S.D. of 5-6 rats. 
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1.3.5.2.2  小腸  GL 活性に及ぼす  JAT の影響  

JAT、ACA および  BAS 投与  30 分後の  GK ラット小腸  GL 活性を測定し

た  (Fig. 18)。コントロール群と比較して、いずれの投与群においても用量依存

的に  GL 活性は低下し、JAT 250 mg/kg、ACA 3 mg/kg および  BAS 250 mg/kg 投

与群で有意であった。一方、有意な低下を認めなかった  JAT 31.3 mg/kg および  

ACA 0.3 mg/kg の併用群では、有意な小腸  GL 活性の低下が認められ、その低

下の程度は  ACA 3.0 mg/kg 投与群と同等であった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 18  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Small Intestinal Sucrase 

Activities in GK Rats 

After 15 hr fasting, JAT, ACA and BAS were orally administered to the rats. Thirty min 

later, small intestinal sucrase activity was determined. Each value represents the mean ± S.D. 

of 4 rats. Significantly different from the control, *p < 0.05, 
#
p < 0.01. 
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1.3.5.2.3  グルコース負荷後血糖値に及ぼす  JAT の影響  

GK ラットに JAT、ACA および  BAS を投与した後、直ちにグルコースを負

荷した血糖値の経時変化を Fig. 19 に示した。なお、各投与量はスクロースを

負荷した時に有意に血糖値を低下させた投与量  (Fig. 16) に設定した。コント

ロール群の血糖値は負荷後  30 分で最高値  (338 mg/dL) に達し、その後漸減し

た。JAT、ACA および  BAS 投与群ではいずれの投与群においても、コントロ

ール群と比較し、血糖値に何ら変化は認められなかった。  
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Fig. 19  Effects of JAT, ACA and BAS Oral Administration on Plasma Glucose Levels after 

Glucose Loading in GK Rats 

After 15 hr fasting, JAT, ACA and BAS with glucose (2 g/kg) were orally administered to 

the rats. Each value represents the mean ± S.D. of 5-6 rats.  
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1.4  考察  

 はじめに、JAT 中のカテキン類  8 種およびテアフラビン類  4 種の含量を測

定した。その結果、いずれの化合物も既報 45-48)とほぼ同様の値であったことか

ら、本研究で用いた検体は、調製および保管工程において成分の分解や重合に

よる損失などの懸念はないことを確認した  (Table 1)。  

 食事由来の炭水化物の消化過程を想定して、AM 活性に及ぼす  JAT の影響

について検討した。その結果、 JAT は濃度依存的に  AM 活性を阻害したもの

の、その  IC50 値は  ACA の  1/1,600 であった  (Fig. 3)。従って JAT は多糖類

の二糖類への分解にはほとんど関与しないことが示唆された。AM の阻害によ

って、未消化の糖質が大腸に到達し、腸内細菌により発酵すると腹部膨満感、

放屁等の消化器症状が現れることが知られているが 49)、JAT はそのような症状

が発現しにくいと考えられた。  

食事由来の炭水化物は、AM により二糖類にまで分解される。スクロースや

マルトースなどの二糖類は小腸の  GL によってグルコース等の単糖類に分解

され小腸から吸収される 13-16)。そこで、JAT の GL活性に及ぼす影響について

検討した。GL 活性の測定には酵母由来  GL やラット小腸  GL が酵素源として

繁用されているが、本研究ではこれらに加えヒト小腸モデルの  Caco-2 細胞の  

GL 活性も検討した 37)。いずれの酵素源を用いた場合も、 JAT は濃度依存的か

つ有意にスクラーゼおよびマルターゼ活性を阻害した。しかしながら、JAT の

阻害強度は酵素源によって大きく異なり、酵母由来  GL では ACA よりも強く、

BAS とほぼ同等であった  (Table 2)。一方、ラット小腸  (Table 4 ) および  Caco-2 

細胞  (Table 6) において、JAT の阻害強度は  ACA より弱かった。酵素源によ

って阻害強度に差がみられたのは、酵母由来  GL は  GL ファミリーⅠに、哺

乳動物由来  GL (ラット小腸および  Caco-2 細胞由来  GL) はファミリーⅡに分

類され 50)、ACA に対する感受性が異なること 51, 52)が原因と考えられる。次に、

JAT の阻害形式を明らかにするために酵母由来  (Fig. 6、Table 3) およびラット

小腸由来  (Fig. 8、Table 5) GL を用い、速度論的解析を行った。その結果、い

ずれの場合も、 JAT は  GL を非競合的に阻害した。従って、JAT は  GL の基

質結合部位とは異なる部位に  JAT 由来の何らかの成分が結合し、酵素活性を

阻害すると考えられた。このことから、ACA と  JAT を同時に併用した場合、
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ACA と  JAT の相乗効果が期待されたため、ラット小腸由来  GL に有意な活性

低下が認められなかった ACA (スクラーゼ  ; 0.003 mg/mL、マルターゼ  ; 0.001 

mg/mL) と  JAT (スクラーゼ  ; 0.1 mg/mL、マルターゼ  ; 1.0 mg/mL) を同時に添

加したところ、両酵素活性は有意に低下し、期待されたとおり相乗効果が確認

された  (Fig. 9)。  

 小腸におけるグルコースの細胞内取り込みは、受動拡散とトランスポーター

を介した輸送で行われ、後者が主である 53)。トランスポーター介在による糖輸

送は、食直後のように小腸管腔内の糖濃度が高い場合、高親和性で低輸送能力

を有する  SGLT1 より低親和性で高輸送能力を有する  GLUT2 の関与が優位と

なる 16)。そこで小腸細胞内へのトランスポーターが関与するグルコースの取り

込みに対する JAT の影響を検討した。なお、グルコース類似物質である  DG お

よび  AMG は、それぞれ  GLUT2 および  SGLT1 の基質である。細胞内に取り

込まれた後、解糖系において、DG は  DG-6-リン酸までの代謝で留まり、AMG 

は代謝されないため 54, 55)、グルコースの小腸細胞内の取り込みを検討する際の

指標として繁用されている。いずれのトランスポーターも発現している  Caco-2 

細胞 56)を用いて検討した結果、フロレチンおよびフロリジンは濃度依存的に  

DG および  AMG 取込みを阻害したのに対し  (Fig. 11, 12)、JAT はそれぞれの

基質の Caco-2 細胞内への取り込みに、何ら影響を与えなかった。したがって、

JAT は小腸上皮細胞刷子縁膜上の  GLUT2 活性および  SGLT1 活性には影響

を与えないものと考えられる。  

 以上より、JAT は小腸 GL 活性阻害作用を有することから、耐糖能改善作用

が期待された。そこで次に、高血糖・肥満・高インスリン血症などの 2 型糖尿

病の特徴を有し、耐糖能が著しく悪化している糖尿病モデル動物である db/db

マウスを用いて 57) 
in vivo および  ex vivo における  JAT の効果について検討し

た  (Fig. 13)。スクロース負荷による耐糖能試験の結果、コントロール群と比較

して、 JAT 投与群では用量依存的な血糖値の上昇抑制が観察され、 JAT 500 

mg/kg では  ACA 100 mg/kg および  BAS 500 mg/kg とほぼ同等の耐糖能改善

効果を示した。ACA 投与群も用量依存的な血糖値上昇抑制が観察された。この

JAT の効果は、JAT 投与 30 分後の摘出小腸 GL 活性を検討した  ex vivo 実験か

ら、消化管における GL 活性の阻害に基づくことが示唆された  (Fig. 15)。なお、
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BAS 投与群では、小腸  GL 活性の有意な低下は認められなかったが、血糖値

の上昇抑制が観察された。このことから、BAS による耐糖能改善には小腸  GL 

活性の阻害に加え、グルコーストランスポーターの阻害などが関与していると

考えられる。一方、 JAT 投与によるインスリン値に対する影響は認められず  

(Fig. 14)、JAT に由来する成分が膵臓に作用し、インスリン分泌を促進させる

ような効果はないと考えられた。  

次に、インスリン分泌不全を呈し、日本人の 2 型糖尿病態に近い非肥満 2 型

糖尿病モデル  GK ラット 43, 44)を用いて、糖負荷後血糖値に及ぼす  JAT の影響

を詳細に検討した  (Fig. 16)。コントロール群と比較して、スクロース負荷後の

血糖値上昇は、JAT 投与群では用量依存的に抑制された。紅茶約 10 杯に相当

する  JAT 62.5 mg/kg 以上で、負荷 30 および 60 分後の血糖値は有意に低下し、

JAT 250 mg/kg では  ACA 3.0 mg/kg と同等で、BAS 250 mg/kg より若干強い耐

糖能改善効果を示した。また、有意な血糖値の低下を認めなかった  ACA 0.3 

mg/kg および  JAT 31.3 mg/kg を併用することによって、ACA 3.0 mg/kg とほ

ぼ同じ耐糖能改善効果を示した。この結果は、ACA と  JAT との併用により、

GL 活性が相乗的に阻害されたためと考えられた。一方、有意な血糖値の低下

を認めた  ACA 3.0 mg/kg および  JAT 62.5 mg/kg を同時に投与しても ACA 3.0 

mg/kg とほぼ同じ耐糖能改善効果を示したことから、これらの投与群における

併用では、GL 活性の阻害が飽和したものと考えられる。また、GK ラットに

おいても JAT 投与によるインスリン値に対する影響は認められなかった  (Fig. 

17)。JAT あるいは  BAS 投与後 30 分に測定した小腸  GL 活性の結果から  JAT

および  BAS の耐糖能改善効果は、db/db マウスと同様に、小腸 GL 活性の阻

害に起因すると考えられた  (Fig. 18)。なお、BAS 投与後の小腸  GL 活性に  

db/db マウスと  GK ラットで違いが見られた  (Fig. 15, 18)。この相違は、db/db 

マウスのように糖尿病が進行すると小腸  GL 活性が上昇しているためと考え

られた 37, 58,  59)。また、  db/db マウスと  GK ラットのインスリン値挙動にも違

いが見られた  (Fig. 14, 17)。このことは、db/db マウスおよび  GK ラットはそ

れぞれ高インスリン血症 57)およびインスリン分泌不全 44)であるためと考えら

れる。  

GK ラットにおいて、JAT はグルコース負荷後の血糖値に何ら影響を及ぼさ
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なかった  (Fig. 19)。先の  in vitro の検討で、JAT は  GLUT2 および  SGLT1 関

与の糖取込みに影響しないことを明らかにしたが  (Fig. 11, 12)、GK ラットに

おけるこの結果は、これら in vitro の結果を反映するものであった。  

以上、JAT は 2 型糖尿病の境界型での食事療法の際、食後過血糖上昇を抑制

する可能性を有した機能性食品素材として有用と考えられる。  
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2   紅茶の各種 CYP 活性に及ぼす影響  

2.1   序論  

 紅茶中に含まれるカテキン類あるいはその他のフラボノール類は  CYP 活性

を阻害することが報告されている 60-62)。このことから、CYP により代謝され

る医薬品と紅茶を同時に服用した場合、食－薬間相互作用発現の可能性が考え

られた。また、JAT はスクロース負荷後の血糖値上昇を抑制したことから、CYP 

で代謝される抗糖尿病薬との併用において、低血糖のリスクが考えられた。そ

こで、JAT の  CYP 活性に及ぼす影響を、肝臓で発現比率が高い CYP1A2、2C9、

2D6、2E1 および 3A4、また発現比率は低いが多くの医薬品の代謝に関わってい

る CYP2C19 
63)について検討した。  

 

2.2   実験方法  

2.2.1   実験材料  

テストステロン、6-ヒドロキシテストステロン、ジクロフェナクナトリウ

ム、デキストロメトロファンおよびデキストロファン  は  Sigma Aldrich 

(St.Louis, MO, USA) より購入したものを用いた。ヒト肝ミクロソーム  (150 

donors pooled)、4’-ヒドロキシジクロフェナクおよび  6’-ヒドロキシクロルゾキ

サゾンは日本ベクトンディキンソン  (東京 ) より購入したものを用いた。

-nicotineamide-adenine dinucleotide phosphate sodium salt (-NADP
+
)、D-glucose 

6-phosphate sodium salt (G-6-P) お よ び  glucose-6-phosphate dehydrogenase 

(G-6-PDH) はオリエンタル酵母  (東京 ) より購入したものを用いた。フェナセ

チン、クロルゾキサゾンおよびオメプラゾールは和光純薬工業  (大阪 ) より購

入したものを用いた。 5-ヒドロキシオメプラゾールは Toronto Research 

Chemicals 社  (North York, ON, Canada) より購入したものを用いた。その他の

試薬は全て市販品を用いた。  

 

2.2.2   HPLC 

 各種薬物の定量には、ポンプ  (LC-10AT 形  ; 島津製作所 , 京都 )、UV 検出器  

(SPD-10AT 形  ; 島津製作所 , 京都 )、蛍光検出器  (L7480 形  ; 日立 , 東京 )、カ

ラムオーブン  (C0-8010 形  ; 東ソー , 東京 ) および逆相カラム  (TOSOH 
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Tsk-gel ODS-100v ; 3 m, 150 × 4.6 mm, i.d. ; 東ソー , 東京 ) を装備した HPLC シ

ステムを用いた。  

 

2.2.3   各種 CYP 活性の測定  

 各種  CYP 活性の測定は、Table 7 に示した反応を指標に、既報 64, 65)を若干

改変して行った。すなわち、NADPH 生成系  (5 mM -NADP
+、0.5 mM G-6-P、

1 unit/mL G-6-PDH および 5 mM MgCl2) を含む 50 mM リン酸緩衝液  (pH 7.4) 

90 L に、HLM (終濃度  0.1 mg prot./mL) 10 L および  JAT (3～1000 g/mL) 100 

L を加え、全量  200 L で 37 ℃で 5 分間プレインキュベートした。その後、

各種  CYP の特異的な基質  2 L を加え、37 ℃で 60 分間インキュベートした。

反応は等量の氷冷メタノールを加えることにより停止させた。遠心分離  

(10,000 rpm, 5 分 , Centrifuge 5415 D : Eppendorf, Hamburg, Germany) 後、上清を

メンブランフィルター  Millex-LG (0.45 m, Millipore, Berford, MA, U.S.A.) で

ろ過し、ろ液  20 L を HPLC に注入した。  

各種  CYP の代謝物の定量は既報 66-71)を若干改変して行った。2.2.2 HPLC の

システムを用い、移動相および測定波長は Table 8 に示した条件で行い、流速

は  0.7 mL/分、カラム温度は  40 ºC で行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

CYP Substrate Metabolite Reaction Reference

1A2 Phenacetin Acetoaminophen Phenacetin O -deethylation

2C9 Diclofenac 4-OH-diclofenac Diclofenc 4-hydroxylation

2C19 Omeprazole 5-OH-omeprazole Omeprazole 5-hydroxylation

2D6 Dextromethorphan Dextrophan Dextromethorphan O -deetylation

2E1 Chlorzoxazone 6-OH-chlorzoxazone Chlorzoxazone 6-hydroxylation

3A4 Testosterone 6 -OH-testosterone Testosterone 6 -hydroxylation

Table 7  Measurement of Various CYP Activity 
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2.2.4 統計処理  

 1.2.9 に準じて行った。  

 

2.3   結果  

2.3.1   各種ヒト CYP 活性に及ぼす  JAT の影響  

ヒト肝ミクロソームを用いて、各種  CYP 活性に対する  JAT 添加の影響を検

討した  (Fig. 20)。CYP2C9、CYP2C19 および  CYP3A4 活性は、それぞれ  JAT 30、

10 および  30 g/mL 以上の添加で濃度依存的かつ有意に低下した。 JAT の

CYP2C9、CYP2C19 および  CYP3A4 活性に対する IC50 値はそれぞれ  46.5、

21.5 および 45.4 g/mL であった。一方、CYP1A2、2D6 および 2E1 活性に対し

ては、JAT を最大  1,000 g/mL 添加しても有意な変化は見られなかった。   

Table 8  HPLC Condtions for Various Metabolites Detections 

CYP Detection Mobile Phase (v/v) Reference

1A2 UV (254 nm) CH3OH : PB (pH4.5) = 5 : 95

2C9 UV (272 nm) CH3OH : PB (pH4.5) = 50 : 50

2C19 UV (302 nm) CH3OH : PB (pH7.5) = 35 : 65

2D6 FL (Ex : 280 nm, Em : 310 nm) CH3CN : PB (pH4.5) = 20 : 80

2E1 UV (280 nm) CH3CN : PB (pH4.0) = 15 : 85

3A4 UV (242 nm) CH3OH : PB (pH6.0) = 60 : 40

FL : Fluorescence  Ex : Excitation  Em : Emission   PB : 20 mM Phosphate Buffer.

66 

67 

68 

69 

70 

71 



 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 20  Effects of JAT on CYPs Activities in Human Liver Microsomes 

Human liver microsomes were incubated with specific substrate in the presence or absence 

of JAT (3 ~ 1000 g/mL) for 60 min at 37 ºC. Each value represents the mean ± S.D. of 4 

experiments. Significantly different from the control, 
#
p < 0.01, †p < 0.001. 
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2.4   考察  

Table 1 で示したとおり、紅茶は EGCG をはじめとする複数種のカテキン類

を含有するが、そのうち C、EC および  EGCG は CYP2C9 および  CYP3A4 活

性を阻害することが Kimura らによって報告されている 60)。CYP2C9 および  

CYP3A4 で代謝される抗糖尿病薬は、それぞれトルブタミド 72)およびピオグリ

タゾン 73)が知られている。仮にこれらの  CYP で代謝される抗糖尿病薬を紅茶

で服用した場合、低血糖などの有害事象の発現の可能性が考えられる。また、

紅茶特有成分の TF 等のテアフラビン類の CYP 活性に及ぼす報告では  

CYP1A1 が誘導されると報告 74)されている。このようなことから、CYP 活性

に及ぼす  JAT の影響を確認することは、食－薬間相互作用発現の予測に寄与

すると考え、本章の実験を行った。その結果、JAT は CYP2C9、CYP2C19 およ

び  CYP3A4 活性を濃度依存的に阻害し、それぞれ  30 g/mL、10 g/mL およ

び  30 g/mL 以上で有意な低下を認めた  (Fig. 20)。JAT 中では  CG の含量が最

も多く、ついで GCG、GC、EGCG の順であり、テアフラビン類はいずれもカ

テキン類のおよそ 1/10 程度であったこと  (Table 1) および Kimura らの報告 60)

から、JAT による  各種 CYP の阻害は主にカテキン類による阻害の可能性が考

えられた。  

カテキン類およびテアフラビン類は主に Solute carrier (SLC) トランスポータ

ーである SLC16A1 のモノカルボン酸トランスポーターによって、またその一

部は受動拡散によって小腸細胞内に取り込まれる 75)。しかし、小腸細胞に取り

込まれた多くは ATP-binding cassette (ABC) トランスポーターである  ABCB1 

の  P-糖タンパク質 76)によって小腸管腔側へ排泄される。さらに肝においては、

グルクロン酸抱合や硫酸抱合によって速やかに代謝されるため 77)、カテキン類

およびテアフラビン類のバイオアベイラビリティ－は低いことが知られている

78)。本研究の動物実験での最大投与量である JAT 500 mg/kg をラット  (体重  

300 g) に経口投与した場合、Table 1 から、カテキン類およびテアフラビン類と

してそれぞれ約 5.84 mg および  0.28 mg が投与されると推定される。

Szachowicz-Petelska らは、カテキン類およびテアフラビン類のラット肝臓への

移行率はそれぞれおよそ  0.004 % および  0.002 % であると報告しており 79)、

ラットの血液量は体重の約  7.5 % 
80)である。これらのことから、カテキン類お
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よびテアフラビン類の肝臓中推定濃度は、それぞれ 10.4 ng/mL および  0.25 

ng/mL と見積もられる。Fig. 20 より JAT の CYP 2C9、2C19 および  3A4 活性

に対する IC50 値は、それぞれ 46.5、21.5 および 45.4 g/mL であることから、

見積もられた肝臓中推定濃度のおよそ 1,000～10,000 倍に相当する。テアフラ

ビン類は  CYP1A1 を誘導することも報告されており 74)、JAT 投与による各種  

CYP 活性の誘導の有無を検討する必要性は残っているが、 JAT を服用した場

合、CYP 活性の阻害に起因する食－薬間相互作用が発現する可能性は低いと考

えられた。  
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3   まとめ  

身近な食品の中から糖質吸収を抑制する 3 次機能を有する食品素材の探索は、

境界型の食事療法を行う際に有用であると考え、本研究に着手した。これまで

に紅茶の 2 型糖尿病の予防・進展抑制に関する報告例はあるが 25)、その詳細な

作用は不明のままである。本研究は、小腸における糖質吸収過程に及ぼす紅茶

の影響を in vitro、ex vivo および  in vivo で評価し、JAT が 2 型糖尿病の予防・

進展抑制のための機能性食品素材として有用であるか否かを検討した。また、

紅茶に含有される一部のカテキン類は  CYP2C9 および  CYP3A4 活性を阻害

することが報告されており 60)、紅茶と医薬品の併用による食－薬間相互作用が

発現する可能性が推察された。そこで機能性を有する食品と医薬品の適正使用

の視点から  JAT の CYP に及ぼす影響も検討した。以下にその結果をまとめる。 

 

1 )  JAT は  AM 活性を濃度依存的かつ有意に阻害したが、その阻害強度は  

ACA および  BAS よりも弱く、多糖類の二糖類への分解には影響しない

と示唆された。  

2)  JAT は濃度依存的かつ有意に  GL 活性を阻害し、その阻害形式は非競合

型であった。  

3)  JAT は GLUT2 および  SGLT1 が介在するグルコースの吸収に何ら影響を

与えなかった。  

4)  2 型糖尿病モデル動物を用いたスクロース負荷試験より、JAT は耐糖能改

善効果を示したが、グルコース負荷後の耐糖能に何ら影響を与えなかった。

JAT 投与後に摘出した小腸の  GL 活性を調べたところ活性の低下を認め

た。従って、 JAT の耐糖能改善効果は  GL 活性の阻害を機序とすると考

えられた。  

5)  JAT は肝  CYP2C9、CYP2C19、CYP3A4 活性を濃度依存的かつ有意に阻

害したが、JAT 由来成分の肝臓への移行が僅かと推定されることから、肝  

CYP 活性の阻害にもとづく食－薬間相互作用発現の可能性は低いと考え

られた。  
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以上より、JAT は 2 型糖尿病の境界型での食事療法の際、耐糖能を改善する

可能性を有した機能性食品素材として有用と考えられ、一部の  CYP により代

謝される医薬品との併用によっても食－薬間相互作用が発現する可能性は低い

ものと考えられる。  
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