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Anti-glycative stress effect of yogurt whey

（原著論文：日本語翻訳版）
ヨーグルトホエイの糖化ストレス抑制作用

抄録

奥田風花、八木雅之、髙部稚子、石崎 香、﨑山智恵子、米井嘉一

同志社大学大学院生命医科学研究科アンチエイジングリサーチセンター・
糖化ストレス研究センター

［目的］糖化反応は、還元糖が生体内の蛋白質のアミノ基と非酵素的に結合し、糖化最終生成物（advanced 
glycation end products : AGEs）の生成に至る反応である。AGEs は加齢とともに身体の様々な組織・臓器に
蓄積して炎症や着色、生理的機能低下を引き起こし、生活習慣病の発症や進展に関与する。本研究は、ヨー
グルトホエイの糖化ストレス抑制作用を検証した。

［方法］実験には市販のプレーンヨーグルトから遠心分離によってホエイを回収して使用した。糖化反応抑
制作用は、ホエイをヒト血清アルブミン（human serum albumin: HSA）- Glucose 糖化反応モデルに添加後、
加熱反応させ、蛍光性 AGEs、ペントシジン、N ε-Carboxymethyllysine（CML）、糖化反応中間体生成抑制作
用を測定した。カルボニル化蛋白生成抑制作用は、HSA-Acrolein 反応モデルにホエイを添加後、加熱反応
させて検証した。抗酸化作用は DPPH 法により測定した。AGEs 架橋形成阻害作用は、Lysozyme-Fructose
糖化架橋モデルにホエイを添加後、加熱反応させ、SDS ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）により
評価した。皮膚の糖化反応抑制作用は、ブタ皮糖化モデルにホエイを添加後、蛋白抽出し、AGEs 生成抑制
作用、黄ばみ抑制作用を検証した。
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はじめに
グルコースやフルクトースなどの還元糖は、生命活動

において必要不可欠な栄養素である。しかし、これらの
還元糖は、生体内の蛋白質のアミノ基と非酵素的に結合す
る。この反応は糖化反応と呼ばれ、糖化反応中間体産生を
経て糖化最終生成物（advanced glycation end products : 
AGEs）の生成に至る1)。AGEs は加齢とともに身体の様々
な組織・臓器に蓄積して炎症や着色、生理的機能低下を引
き起こし、 糖尿病合併症や眼疾患 2)、皮膚老化 3)、骨粗鬆
症 4)、アルツハイマー型認知症 5)、動脈硬化症 6) などの生
活習慣病の発症や進展に関与する。糖化反応による老化や
疾患リスクの一連の概念は糖化ストレスと呼ばれている。
近年、糖化ストレスは老化を促進する危険因子の一つであ
るとされている。

ヨーグルトは牛乳などのミルクに乳酸菌や酵母などを添
加して発酵させた食品である。乳酸菌を使った発酵食品に
は、腸内環境改善作用、発癌リスク低減作用、免疫調節作用、
血圧降下作用などの機能が既に報告されている7)。

糖化ストレスの抑制には、高血糖の抑制、糖化反応の
抑制、糖化反応生成物の分解・排泄などが挙げられる8)。
我々は既にヨーグルトの上清（ホエイ）に糖化反応抑制
作用があることを報告した 9)。本研究ではヨーグルトホエ
イの糖化ストレス抑制作用に着目し、糖化反応抑制作用、
カルボニル化蛋白生成抑制作用、DPPH（1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl.）ラジカル消去活性、α-グルコシダーゼ阻
害作用、ブタ皮糖化モデルにおける AGEs 生成抑制作用お
よび黄ばみ抑制作用、蛋白架橋形成阻害作用を検証した。

方法
(1) 試薬

糖化反応のモデル蛋白は、ヒト血清アルブミン（human 
serum albumins: HSA, lyophilized powder, ≥ 96 %, 
agarose gel electrophoresis）をSigma-Aldrich Co. LLC

（St. Louis, MO, USA）から購入して使用した。その他の
試薬は特級または HPLC グレードのものを富士フイルム和

光純薬株式会社（大阪府大阪市）またはナカライテスク株
式会社（京都府京都市）から購入して使用した。

(2) 試料の調製
プレーンヨーグルトは京都府内のスーパーマーケットで

19 種類を購入した（Table 1）。ヨーグルトを製品の容器中
で十分に撹拌した後、50 mL チューブに移した。その後、
20 ℃、3,000rpm、15 分間遠心分離し、ホエイ（上清部）を
実験に用いた。ホエイの固形分濃度 [mg/mL] は、3 mLのホ
エイをアルミトレイにのせ、120℃、120 分間の乾燥前後
で重量測定し算出した。実験には固形分濃度が 50 mg/mL
になるように精製水で調製して使用した。乳酸は精製水で
10 mg/mL に調製した。aminoguanidine（AG）は精製水で
1 mg/mL に調製した。acarbose は精製水で 3.3 mg/mL に
調製した。

(3) 糖化反応抑制作用の検証
糖化反応抑制作用の検証にはヒト血清アルブミン-グル

コース（HSA-Glucose）糖化反応モデルを使用した 10)。
糖化反応液は、0.1 mol/L リン酸緩衝液（pH 7.4）、2.0 
mol/L glucose、40 mg/mL HSA を調製した後、それぞれ
終濃度 0.05 mol/L、0.2 mol/L、8 mg/mL、試料を 1/10
濃度になるよう添加した。その後、糖化反応液を 60℃ で
40 時間反応させた後、マイクロプレートリーダーで AGEs
由来蛍光（励起波長 370 nm/ 検出波長 440 nm）を測定した。
対照（reference: ref）は、ホエイの代わりに等量の精製水
を加え、同条件で反応させた。蛍光性 AGEs 生成抑制作用
の陽性対照には AGEs 生成阻害剤として知られている AG 
1 mg/mL を試料と同量加えたものを使用した。蛍光値は
5 μg/mL quinine sulfate の蛍光値を 1,000としたときの相
対値として算出した。蛍光性 AGEs 生成抑制率は以下の式
に基づいて算出した。

蛍光性 AGEs 生成抑制率 (%)
  =100 – {(sample Glucose(+) – sample Glucose(–)) / 
     (ref Glucose(+) – ref Glucose(–)) x 100}
ペントシジンは、糖化反応終了後、反応液を塩酸加水分

解し、逆相高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により
定量した 11, 12)。

KEY WORDS: ヨーグルト、ホエイ、糖化、糖化最終生成物（advanced glycation end products: AGEs）

［結果］ ホエイは蛍光性 AGEs、ペントシジン、CML の生成を強く抑制し（抑制率平均値：50.0%, 82.3%, 
64.9%）、糖化反応中間体である glyoxalとmethylglyoxalの生成も抑制した（抑制率平均値：48.6%, 56.8%）。
また、ホエイは弱い DPPH ラジカル消去活性を有し、皮膚蛋白の AGEs 生成および黄ばみ（黄色化）を抑制
した。さらに、ホエイはフルクトースによる lysozyme の AGEs 化重合を抑制した。

［結論］ホエイは糖化反応抑制作用、AGEs 架橋形成阻害作用および抗酸化作用を有し、糖化ストレス抑制作
用を有する食品であることが示唆された。
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CML は、HSA-Glucose 糖化反応モデルにホエイを終濃
度 0.5 mg/mL となるよう添加し、糖化反応終了後、反応
液中に生成された CML を測定キット（CircuLex CML / 
Nε-(carboxymethyl) lysine、MBL、名古屋）を使用して、
enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）で測定した。

糖化反応中間体は、糖化反応終了後、反応液中に生成さ
れた3-deoxyglucosone（3DG）、glyoxal（GO）、methylglyoxal

（MGO）を 2, 3-diaminonaphthalen（DAN）プレラベル化
逆相 HPLC により定量した13)。

(4) カルボニル化蛋白生成抑制作用の検証
0.1 mol/L リ ン 酸 緩 衝 液、0.1 mol/L ア ク ロ レ イ ン

（acrolein）、40 mg/mL HSA を調製した。これらを終濃度
0.05 mol/L リン酸緩衝液、0.01 mol/L acrolein、8 mg/mL

HSAとなるよう HSA-Acrolein 反応モデルを作製し、ホ
エイを終濃度 25 mg/mL となるよう添加した。また、陽
性対照として AG を終濃度 0.5 mg/mL となるよう添加し
た。HSA-Acrolein 反応モデルを 37℃ で 2 時間反応させ
た後、DNPH Alkaline 法14, 15) により反応液中に生成され
たカルボニル化蛋白量を 450 nm の吸光度によって測定し
た。DNPH Alkaline 法は、DNPH を蛋白のカルボニル基
に結合させ、蛋白ヒドラゾンを形成させた後に、NaOH を
添加しアルカリ性にすることで、ヒドラゾン化蛋白の極大
吸収波長を 450 nm にシフトさせ、測定する方法である。

(5) DPPH ラジカル消去活性の検証
DPPH ラジカル消去活性は、Troloxを標準物質としてそ

の相当量を算出する方法で測定した 16, 17)。96 穴プレート

Bulgaria yogurt

Bifidus plain yogurt

Bifidus plain yogurt fat zero

Caspian sea yogurt

Koiwai namanyu 100% yogurt

Nature megumi plain yogurt

Nature megumi fat zero plain yogurt

BifiX yogurt

Rakunou yogurt low fat plain

TOPVALU probiotics plain yogurt

Meiji probio yogurt LG21 sugar zero

Meiji probio yogurt R-1 sugar zero

TOPVALU greek yogurt plain

TOPVALU plain yogurt

TOPVALU low fat probiotics plain yogurt

TOPVALU raw milk 100% plain yogurt

Rakuren plain yogurt

Bulgaria yogurt luxury creamy raw milk 100 plain

Bulgaria yogurt fat zero

Table 1. Yogurt profile.

Product name

Meiji (Tokyo, Japan)

Morinaga Milk Industry 

Morinaga Milk Industry 

Fujicco (Kobe, Japan)

Koiwai Dairy Products 

Megmilk Snow Brand 

Megmilk Snow Brand

Ezaki Glico (Osaka, Japan)

Nippon Dairy (Osaka, Japan)

AEON

Meiji (Tokyo, Japan)

Meiji (Tokyo, Japan)

AEON

AEON

AEON

AEON

Shikoku Nyugyo

Meiji (Tokyo, Japan)

Meiji (Tokyo, Japan)

Manufacturer / Seller

LB81 (Lactobacillus bulgaricus 2038, 

Bifidobacterium longum BB536

Bifidobacterium longum BB536

Lactococcus lactis subsp. cremoris FC

Bifidobacterium lactis BB12

Lactobacillus gasseri SP, 

Lactobacillus gasseri SP, 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis GCL2505

Bifidobacterium lactis BB12

Bifidobacteria, Casei bacteria, Acidophilus

Lactobacillus gasseri OLL2716

Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Thermophilus, Bulgaricus

Thermophilus, Bulgaricus

Bifidobacteria, Casei bacteria, Acidophilus

Bifidobacteria, Acidophilus, 

Thermophilus, Bulgaricus

LB81 (Lactobacillus bulgaricus 2038, 

LB81 (Lactobacillus bulgaricus 2038, 

Characteristics

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

No

Streptococcus thermophilus 1131)

(Tokyo, Japan)

(Tokyo, Japan)

(Tokyo, Japan)

(Tokyo, Japan)

(Tokyo, Japan)

Bifidobacteria SP

Bifidobacteria SP

bulgaricus OLL1073R-1

Thermophilus, Bulgaricus

Streptococcus thermophilus 1131)

Streptococcus thermophilus 1131)

(Ehime, Japan)
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に Trolox 0 〜16 nmol/assayと試料 25〜100 μL/assay を
分 注 し、200 mmol/L MES 緩 衝 液、800 μmol/L DPPH
溶液を添加し室温で 20 分間反応後、プレートリーダーで
520 nm の吸光度を測定した。DPPH ラジカル消去活性は
Trolox で作成した回帰直線の傾きを用いて、試料の添加量
に相当するTrolox 量として求めた。

(6) α- グルコシダーゼ阻害作用の検証
α-グルコシダーゼ阻害作用は、ラット小腸由来の α-

グル コ シダ ー ゼ と p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside
（ p -NPG）を 使 用 し て 測 定 し た 18)。50 mmol/L リ ン 酸
緩 衝液（100 mmol/L NaCl を含む、pH 7.0）、7 mmol/L 
p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside（p -NPG）、0. 5 mol/L
Trisを調製した。α-グルコシダーゼは、ラット小腸アセト
ンパウダー（佐々木化学薬品、京都）を50 mmol/Lリン酸
緩衝液（100 mmol/L NaCl を含む、pH 7.0）中でホモジナ
イズし、遠心分離（13,000 x g、20 分間、4℃）で得られ
た上清とした。陽性対照として 3.3 mg/mL acarbose を使
用した。チューブに試料および α-グルコシダーゼ溶液を分
注し 37℃ で 5 分間、前反応させた。そこに 0.7 mmol/L 
p-NPG 溶液を加え 30 分間反応させた。その後、0.5 mol/L
Tris を加えて反応を停止させた。反応液の一部を 96 穴プ
レートに分注し、400 nm の吸光度を測定し、α-グルコシ
ダーゼ阻害作用を算出した。

(7) ブタ皮糖化モデルにおける AGEs 生成抑制
　　作用および黄ばみ抑制作用の検証

ブタ皮糖化モデルは以下の方法で作成した19)。乾燥ブタ
皮は市販のペット用品（ポークガム骨型 S、コーナン商事
株式会社、大阪府堺市）を使用した。乾燥ブタ皮は、精製
水に一晩浸けた後、糖化反応液（0.1 mol/L リン酸緩衝液、
2 mol/L glucose）と試料（ホエイまたは精製水）を混合し
た溶液に浸漬し、60℃ で 8 日間反応させた。

反応後のブタ皮は、裁断した 1 cm 四方を 800 μL の 0.1 
mol/L リン酸緩衝液中でホモジナイズした。ホモジナイズ
した溶液50 μLに5 N NaOHを250 μL加え、超音波処理（15
分間）後、遠心分離（10,000 x g、10 分間）した上清を回
収し、ブタ皮抽出液とした。ブタ皮抽出液の蛋白量は DC 
protein assay で測定した。ブタ皮抽出液は着色度を 400 
nm の吸光度測定、AGEs 量を蛍光測定（Ex 370 nm/Em
440 nm）することで評価した。黄色度および蛍光性 AGEs
量は蛋白量 1 mg あたりの値を算出した。

(8) 蛋白架橋形成阻害作用の検証
蛋白架橋形成は Lysozyme-Glucose/Fructose 糖化反応

モデルを使用した 20, 21)。0.2 mol/L リン酸緩衝液、3 mol/L 
glucose/fructose、5 mol/L glucose/fructose、50 mg/mL 
lysozyme を調製した。これらを終濃度 0.1 mol/L リン酸
緩衝液、0.3 または 0.5 mol/L glucose（または fructose）、

5 mg/mL lysozymeとなるようLysozyme-Glucose/Fructose
糖化反応モデルを作製し、試料を 1/10 濃度になるよう添加
した。その後、 糖化反応モデルを60℃ で40 時間反応させ、
SDSポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）（分離ゲル
濃度：15%）で分離後、クマシーブリリアントブルー（CBB）
染色し蛋白バンドを検出した。バンド強度は ImageJ 22, 23)

（NIH, Maryland, USA）により画像解析を行い、数値化した。

(9) 解析方法
測定値は平均値±標準偏差で示した。測定回数は 2 回

（n = 2）または 3 回（n = 3）とした。

結果
AGEsおよび糖化反応中間体生成抑制作用

ホエイおよび AG のAGEs および糖化反応中間体生成
抑制作用を Fig. 1 に示した。19 種すべてのホエイは蛍光
性 AGEs、ペントシジンの生成を抑制した。蛍光性 AGEs
生成抑制率が最も高いものはヨーグルト No.3 （60.5 ± 
3.4%）、ペントシジン生成抑制率が最も高いものは、No.1

（89.8 ± 14.8%）であった（Fig. 1-a, b）。CMLについては、
No.15以外で抑制作用がみられた。CML 生成抑制率が最
も高いものは、No.6（99.1 ± 0.1%）であった（Fig. 1- c）。
乳酸は蛍光性 AGEs 生成を 29.5 ± 1.1%、ペントシジン生
成を 49.0 ± 4.4% 抑制した。

糖化反応中間体について、19 種すべてのホエイが 3DG 
以外の G O および MGO の生成を抑制した。3DG、GO、
MGO の生成抑制率の平均値はそれぞれ、–18. 3 ± 9.1%、
48.6 ± 15.9 %、56.8 ± 11.0% であった（Fig. 1-d）。乳酸
は MGO 生成のみを 25.3 ± 3.3% 抑制した。

カルボニル化蛋白生成抑制作用
ホエイおよび AG のカルボニル化蛋白生成抑制作用を

Fig. 2 に示した。ホエイのカルボニル化蛋白生成抑制率の
19 種平均値は 4.3 ± 15.3%であった。

DPPHラジカル消去活性
ホエイの DPPH ラジカル消去活性を Fig. 3に示した。ホ

エイの DPPHラジカル消去活性の 19 種平均値は 52.3 ± 
19.3 μmol-Trolox 相当量 /Lであった。

α-グルコシダーゼ阻害作用
ヨーグルトホエイおよび陽性対照 acarbose（終濃度：

0.099 mg/mL）の α-グルコシダーゼ阻害作用を Fig. 4 に示
した。最も高い作用をもつホエイは No. 4 であり、αグル
コシダーゼ阻害率は 19.6 % であった。残りの 18 種のホエ
イの αグルコシダーゼ阻害率は10% 以下であった。
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Fig. 1. Inhibitory effect of yogurt whey on AGEs and intermediate formation in the HSA-Glucose reaction model. 
 Results are expressed as mean ± SD. Yogurt whey were introduced into glycation models containing 8 mg/mL HSA and 0.2 mol/L glucose 

(n = 3). After 40-hour incubation at 60℃, (a) fluorescent AGEs were measured by Ex 370 nm / Em 440 nm, (b) pentosidine were measured 
by HPLC, (c) CML were measured by ELISA, (d) 3DG, GO, MGO were measured by HPLC. Final concentration of whey was 5 mg/mL 
(except for (c): 0.5 mg/mL). Final concentration of AG was 0.1 mg/mL. Final concentration of Lactic acid was 1 mg/mL. AGEs, advanced 
glycation end products; HSA, human serum albumin; HPLC, high performance liquid chromatography; CML, N ε-carboxymethyllysin; 3DG, 
3-deoxyglucosone; GO, glyoxal; MGO, methylglyoxal; AG, aminoguanidine; SD, standard deviation.
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Fig. 2. Inhibitory effect of yogurt whey on carbonylation in the HSA-Acrolein reaction models. 
 Yogurt whey were introduced into carbonylation models containing 8 mg/mL HSA and 0.01 mol/L acrolein (n = 

2). After 2-hour incubation at 37℃, measured by absorbance at 450 nm (final concentration of whey: 25 mg/mL, 
AG: 0.5 mg/mL). HSA, human serum albumin; AG, aminoguanidine.

Fig. 3. Anti-oxidative activity of yogurt whey. 
 DPPH radical scavenging activity of whey was measured by a method of calculating the equivalent amount of 

Trolox using it as a standard substance (n = 2). DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl.

Fig. 4. α-glucosidase inhibitory action of yogurt whey. 
 After adding whey to 0.9 U/mL α-glucosidase solution, 0.7 mol/L p-nitrophenyl-α- D-glucopyranoside (p-NPG) 

was added and reacted (n = 2). After 30 min incubation at 37℃, measured by absorbance at 400 nm (final 
concentration of whey: 1.5 mg/mL, acarbose: 0.099 mg/mL).

Fig. 2. 
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ブタ皮糖化モデルにおけるAGEs生成抑制作用
および黄ばみ抑制作用

ブタ皮糖化モデルの反応開始後 5 日目の写真を Fig. 5-a
に示した。また、ブタ皮抽出液の蛍光性 AGEs 量経時変
化 を Fig. 5-b に、 黄 色 度 の 経 時 変 化 を Fig. 5-cに 示 し
た。Glucose(+) ブタ皮抽出液は経時的に蛍光性 AGEs

量および黄色度が増加した。反応開始後 8 日目における
Glucose(+) - 精製水ブタ皮抽出液は Glucose (+) - ホエイ
ブタ皮抽出液と比較して、蛍光性 AGEs 量は 2.0 倍、黄色
度は 1.6 倍高かった。また、Glucose(+) - 精製水に浸けた
ブタ皮は、Glucose(+) - ホエイブタ皮と比較して、硬くなっ
ていた。

Fig. 5. Glycative models of pig skin. 
 The pig skin was immersed in 2 mol/L glucose solution and reacted at 60℃ for 8 days. (a) Representative images 

fifth day. (b, c) Inhibitory effect of Yogurt whey (No.1) on AGEs and yellowness in the glycative pig skin model. 
Whole protein was extracted from pig skin, fluorescent AGEs were measured by 370 / 440 nm and yellowness were 
measured by absorbance at 400 nm (n = 2). AGEs, advanced glycation end products.
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蛋白架橋形成阻害作用
Lysozyme-Glucose/Fructose 糖化反応モデルの SDS-

PAGEの結果をFig. 6-aに示し、0 mol/L Glucose/Fructose
のバンド強度を 1としたときのそれぞれのバンド相対強度
を Table 2-a に示した。Lysozyme（分子量；14,307）の単
量体は 11 kDa付近にみられた。糖化反応により Lysozyme
が架橋形成して重合した結果、二量体は 25 kDa 付近にみ
られ、三量体は 35 kDaより少し上方にみられた。Lane 2, 3
と Lane 4, 5 を比較すると、Lane 4, 5（Fructose）のバンド
強度が強かった（Table 2-a）。また、Lane 4 と Lane 5 を

比較すると、Lane 5（0. 5 mol/L Fructose）のバンド強度
が三量体は1. 5 倍、二量体は 1.2 倍強かった（Table 2- a）。

ホエイを添加した Lysozyme-Fructose 糖化反応モデル
の SDS-PAGE の結果を Fig. 6-b に示し、Lysozyme-0. 5 
mol/L Fructose 糖化反応モデルのバンド強度を 100 とし
たときのホエイ添加糖化反応モデルのバンド相対強度を
Table 2-b に示した。ホエイは蛋白架橋を三量体 : 93.1 ± 
3.4 %、二量体 : 68.5± 4.5% 抑制した（Table 2-b）。この
ことよりホエイは蛋白の架橋形成による重合を阻害したと
いえる。

Fig. 6. (a) Effect of glucose and fructose on cross-linking of proteins. (b) Inhibitory effect of yogurt 
whey on cross-linking of lysozyme. 

 5 mg/mL lysozyme were incubated at 60℃ for 40 hours (a) with glucose or fructose at concentrations of 0, 0.3 
and 0.5 mol/L and (b) with or without 0.5 mol/L fructose in the presence or absence of whey (No.1). SDS-PAGE 
was conducted using 15% acrylamide gels. MW, molecular weight markers; W, incubation without whey (with 
water); YW, incubation with whey (No.1).

Fig. 6

11kDa

35kDa

25kDa

Lane        1         2         3         4         5 
Glucose        Fructose

MW    0       0.3     0.5      0.3     0.5

Lane 1 2         3         4
Fructose(-)   Fructose(+)

MW    W       YW    W       YW

11kDa

25kDa

35kDa

a) b)

3.9

16.5

2.3

5.5

±

±

Glucose / Fructose

Trimer
Dimer

Table 2-a. Band relative strength (Lane 1 = 1).

1Lane 2

0

1

1

0.3 Glc

5.5

18.8

4. 5

5.6

±

±

3

0.5 Glc

30.0

37.6

17.7

11.6

±

±

4

0.3 Fru

46.3

44.7

27.6

17.3

±

±

5

0.5 Fru

Band intensity was analyzed by ImageJ. Glu, glucose; Fru, fructose; 0.3, 0.3 mol/L; 0.5, 0.5 mol/L.
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Band intensity was analyzed by ImageJ. Method of calculation: cross-linking 
ratio = (Fru(+)YW – Fru(–)YW)/ (Fru(+)W – Fru(–)W) x 100. W, incubation 
without whey (with water); YW, incubation with whey (No.1).
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without whey (with water); YW, incubation with whey (No.1).
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考察
ヨーグルトホエイの糖化反応抑制作用

AGEs 生成抑制作用は19 種すべてのホエイでみられた。
特に、ペントシジン生成抑制作用は全体的に強く、抑制率
は 82.3 ± 6.2% であった。一方、糖化反応中間体生成抑
制作用に関して、19 種すべてのホエイに GO、MGO 生成
抑制作用がみられたが 3DG 生成は抑制しなかった。また、
カルボニル化蛋白生成抑制作用も全体的に低く、抑制率は
4.3 ± 15.3% であった。

これまでに我々は、500 種以上の植物由来の素材を用い
て抗糖化作用を評価してきた 13, 24-27)。また、既に、乳製
品が蛍光性 AGEs 生成抑制作用を有することも報告してい
る9)。今回、ホエイは蛍光性 AGEs だけでなく、糖化反応
中間体、ペントシジンの生成を抑制することが示された。
ホエイの糖化反応抑制作用は植物由来の素材と比較して
いくつかの点で異なっていた。植物由来の素材は 3DG 生
成抑制作用および DPPH ラジカル消去活性が強い傾向が
ある28- 30)。 これは植物には抗酸化作用を有するポリフェ
ノールが含まれており、ポリフェノールはラジカルトラッ
ピング作用およびカルボニルトラッピング作用を有するた
めと考えられる31, 32)。ヨーグルトホエイはポリフェノール
を含有していないため、植物由来の素材と比較して3DG
生成を抑制せず、DPPHラジカル消去活性が弱かった可能
性がある。

今回、我々はヨーグルトホエイの糖化反応抑制作用成
分の探索を行った。50 mg/mL ホエイ中の乳酸量は、ラク
テート・プロ2（アークレイ株式会社、京都）を用いて定量し
たところ、10.9± 4.6 mg/mL であった（結果掲載なし）。
HSA-Glucose 糖化反応モデルに用いた終濃度 5 mg/mL の
ホエイ中に含まれる乳酸相当量である終濃度 1 mg/mL 乳
酸を用いて、糖化反応抑制作用に対するホエイ中の乳酸
の寄与について検証した。乳酸は蛍光性 AGEs を 29.5 ± 
1.1%、ペントシジンを 49.0± 4.4 %、MGOを 25.3% ± 
3. 3% 生成抑制したことから、糖化反応抑制作用成分の一
つは乳酸であることが考えられた。しかし、ホエイの蛍
光性 AGEs、ペントシジン、MGO 生成抑制率（19 種ホエ
イの平均値）に対する乳酸の寄与率は、それぞれ 59.0%、
59.6%、44.6% であった。これらの所見は、ホエイの糖化
反応抑制作用は乳酸以外の成分関与の可能性を示唆して
いる。

皮膚老化予防の観点からのホエイの
糖化反応抑制作用

ヨーグルトホエイは、美白効果や保湿効果、肌荒れ防
止効果などをもつとされ、民間療法として肌に塗布して用
いられてきた。今回我々は、皮膚老化予防の観点からホエ
イの抗糖化作用を検証した。その結果、ヨーグルトホエイ
は皮膚モデルの黄色化を抑制した（Fig. 5）。老化による肌
の黄色化については、真皮の蛋白質のカルボニル化に起

因することが報告されている33)。しかし、本研究結果では
ホエイはカルボニル化蛋白生成抑制作用が全体的に弱く、
抑制率の平均値は 4.3 ±15.3%であった（Fig. 2）。一方
で、ホエイは皮膚モデルの蛋白質のAGE 化を抑制した

（Fig. 5）。これらの所見より、皮膚の黄色化の原因は蛋白
質のカルボニル化以外にも存在し、ホエイは皮膚の糖化に
よる黄色化を防ぐ作用があることが示唆された。

皮膚モデルを用いた実験では、ホエイは糖化による皮膚
硬化を抑制した。皮膚硬化の原因については、糖化により
蛋白が架橋され、架橋された蛋白が皮膚の弾力低下に影響
することが知られている34, 35)。Lysozyme-Fructose 糖化反
応モデルの結果より、ホエイには蛋白架橋を阻害する作用
が存在した（Fig. 6）。この結果から、ホエイの蛋白架橋形
成阻害作用が皮膚モデルの弾力低下抑制に作用している
可能性が示唆された。

ヨーグルトホエイの糖化ストレス抑制作用
ホエイによる糖化 ストレス抑制作用と各評 価結果の

相関性について検証した。蛍光性 AGEsとペントシジン
（ r = 0.79, y = 0.5092 x + 56.789）、蛍光性AGEsとCML
（ r = 0.92, y = 0.305x – 4.6222）、GOとMGO（ r = 0.82, 
y = 0.5681x + 29.168）の生成抑制作用に強い正の相関性
がみられた。蛍光性 AGEs には、ペントシジン、クロスリ
ン、ピロピリジンなどが挙げられる36, 37)。これらの物質と
CML の生成はヨーグルトホエイ中の同一成分によって抑
制されていると考えられた。また、GOとMGO の生成抑
制も同一成分に起因することが考えられた。

次にヨーグルト発酵菌と糖化ストレス抑制作用の関係を
検証した。19 種ヨーグルトの発酵菌には様々な菌属・菌種・
菌株のものが存在した（Table 1）。しかし、AGEs 生成抑制
作用と発酵菌の菌属・菌種・菌株に関係性はみられなかっ
た。乳酸菌とビフィズス菌での差異もみられなかった。こ
のことから、ヨーグルトホエイの AGEs 生成抑制作用の差
異には、原材料や発酵時間などの製造方法が関与している
可能性があった。

糖化ストレスを抑制するには、食後高血糖の抑制、糖化
反応の抑制、糖化反応生成物の分解・排泄などが挙げられ
る8)。ヨーグルトを米飯の前に摂取すると食後高血糖が抑
制されることが報告されている38)。本研究では、ヨーグル
トホエイの α-グルコシダーゼ阻害作用は弱かったことか
ら、ヨーグルトによる食後高血糖の抑制にホエイの α-グ
ルコシダーゼ阻害作用の影響は小さいと考えられた。本研
究でヨーグルトは AGEsの生成を抑制することが示唆され
た。つまり、ヨーグルトは in vitro および semi-in vivo で
糖化ストレスを抑制することが明らかになった。ヨーグル
トのAGEs 分解作用については、今後検証する必要がある。

ヨーグルトは経口摂取によって体内の糖化反応を抑制し、
肌の健康維持と増進に貢献する重要な食品である。今後、
マウスなどを用いた動物実験、およびヒトでの摂取試験に
よる検証が必要である。
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結語
ヨーグルトホエイは、糖化反応抑制作用、AGEs架橋形

成阻害作用および抗酸化作用を有し、糖化ストレス抑制作
用を有する食品であることが示唆された。
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