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抄録
　糖化ストレスに起因する体内でのAGEs蓄積は組織の弾力性低下、炎症誘導、機能低下などに関与し老化
や慢性疾患の進展要因の一つになる。糖化ストレスの抑制方法には食後高血糖の抑制、AGEsの生成抑制、
AGEsの分解排泄などがある。AGEsの生成を抑制する物質にはアミノグアニジン（aminoguanidine; AG）の
他にさまざまな植物素材がある。さらにアミノ酸には蛍光性AGEs（F-AGEs）、ペントシジン生成抑制作用が
認められている。一方、生体内の糖化反応は多経路である。このためAGEs 蓄積を防ぐには糖化反応の多経路
を抑制する必要がある。これらの観点から生体内のAGEs生成抑制には素材の組み合わせが重要と考えられて
いる。本研究ではAGEs生成抑制作用を有するアミノ酸 7 種類とその 2 種類または 6 種類のアミノ酸混合溶液
作成し、F-AGEs、ペントシジン生成抑制作用の違いから、組み合わせの有用性を検証した。糖化反応系には
HSA-model、COL-modelを使用した。アミノ酸混合液のペントシジン生成抑制率はF-AGEs 生成抑制率よ
りも高値であった。またアミノ酸混合液のF-AGEs生成抑制率、ペントシジン生成抑制率は混合した単アミノ
酸の作用平均値よりも高値となる組み合わせが認められた。アミノ酸混合液は架橋性 AGEsのひとつであるペ
ントシジンに強く認められ、蛋白の硬化変性抑制に関与する可能性がある。
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はじめに 
糖化ストレスに起因する体内でのAGEsの蓄積は組織の

弾力性低下、炎症誘導、機能低下などに関与し老化や慢性
疾患の進展要因の一つになる1, 2)。糖化ストレスの抑制方法
には食後高血糖の抑制、AGEsの生成抑制、AGEsの分解
排泄などがある3)。AGEsの生成を抑制する物質にはアミ
ノグアニジン（aminoguanidine; AG）が知られている4, 5)。
しかしAGの摂取は肝機能の低下やビタミンB6欠乏症など
の副作用を有すため食品や化粧品素材として利用すること
ができない。既に茶、野菜、フルーツ6, 7)など、多くの植物
素材にはAGEs 生成抑制作用が報告されている。これら植
物素材のAGEs生成抑制作用成分にはカテキン、アントシ
アニンなどのポリフェノール8-11)が推定されている。一方、
乳の発酵食品であるヨーグルトホエイにはAGEs 生成抑制
作用が報告されている12)。またアミノ酸にはヒト血清アル
ブミン（HSA）、Ⅰ 型コラーゲン（COL）をモデル蛋白とした
糖化反応系において蛍光性AGEs（F-AGEs）、ペントシジ
ン生成抑制作用が報告されている13)。生体内の糖化反応は
多経路で、経路によって生成するAGEsが異なる14)。この
ため生体のAGEs蓄積を防ぐには糖化反応の多経路を抑制
する必要がある15)。既に4 種類の混合ハーブエキスは組み
合わされたハーブ素材のAGEs生成抑制作用により、多経
路のAGEs生成経路を抑制することが報告されている16)。
この混合ハーブエキスはヒトを対象とした摂取試験で血中
や皮膚中のAGEs生成抑制作用が認められている17-20)。こ
れらの観点から生体内のAGEs生成抑制には素材の組み合
わせが重要と考えられている。本研究では既報13)を参考に
AGEs生成抑制作用を有するアミノ酸 7 種類を使用し、その
2 種類または 6 種類のアミノ酸混合溶液のF-AGEs、ペント
シジン生成抑制作用の違いから、組み合わせの有用性を検
証した。

材料と方法
1）試薬

実験に使用したアミノ酸は味の素株式会社から提供を受
けた。試薬は以下のメーカーから購入して使用した。ヒト血
清アルブミン（human serum albumin; HSA, lyophilized 
powder, ≧ 96%, agarose gel electrophoresis）、は Sigma-
Aldrich Japan（東京都目黒区）。牛皮由来コラーゲン Type 
Ⅰ（Collagen Type I; COL, 牛皮由来、Pepsin 分解）はニッ
ピ（東京都足立区）。アミノグアニジン（aminoguanidine 
hydrochloride; AG）は富士フィルム和光純薬工業（大阪
府大阪市）。その他の試薬は特級または HPLCグレードの
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ものを富士フィルム和光純薬工業またはナカライテスク（京
都府京都市）から購入して使用した。

2）試料
試料はF-AGEs、ペントシジン生成抑制作用が報告され

ているアミノ酸から13)、以下の 7 種類を使用した。アスパラ
ギン酸ナトリウム水和物 （aspartic acid : Asp）、ヒスチジン塩
酸塩（histidine : His）、スレオニン（threonine : Thr）、シス
テイン塩酸塩水和物（cysteine : Cys）、シスチン（cystine : 
Cys-Cys）、グリシン（glycine : Gly）、オルニチン1 塩酸塩

（ornithine : Orn）。アミノ酸は水またはエタノール溶液で溶
解、希釈後、試料溶液として使用した。

試料溶液の総アミノ酸濃度は10 mmol/Lとし、単アミノ
酸の場合10 mmol/L、2種類のアミノ酸混合溶液の場合 5 
mmol/L溶液の等量混合液、6種類のアミノ酸混合溶液の場
合1.7 mmol/L 溶液の等量混合液を作成した。

3）蛋白-グルコース糖化反応モデル
糖化反応抑制作用の検証は既報 21) を参考に蛋白-グル

コース糖化反応モデルを使用した。アミノ酸溶液試料を蛋
白とグルコースを含む 0.1 mol/Lリン酸緩衝液（pH 7.4）と
混合し反応液を調製した。糖化モデルの反応液組成はHSA 
8 mg/mLとグルコース0.2 mo/L（HSA-model）、COL 1.2 
mg/mLとグルコース0.4 mol/L（COL-model）とした。

糖化反応はリン酸緩衝液、蛋白溶液、グルコース溶液、試
料溶液の全てを添加した溶液；（A）、Aのグルコース溶液の
代わりに精製水を添加した溶液；（B）、Aの試料溶液の代わ
りに試料溶解溶液を添加した溶液；（C）、Cのグルコース
溶液の代わりに精製水を添加した溶液；（D）を作成し60 ℃
でインキュベートした。インキュベート時間はHSA-model
の場合 40時間、COL-modelの場合10日間とした。

4）AGEsの測定
F-AGEsは既報 21)を参考に、インキュベート後の糖化反応

液を30K限外ろ過膜ユニット（Merck, Datmstadt, Germany）
で遠心ろ過し、30K以上の蛋白画分を0.1 mol/Lリン酸緩
衝液（pH 7.4）で再溶解後、200 μLを黒色のマイクロプレー
トに入れ、AGEs由来蛍光（励起波長 370 nm /蛍光 波長
440 nm）を測定した。ペントシジンは既報 22)に従い、前記
の糖化反応液50 μLと6 N 塩酸を混合して105 ℃ で18時間
加水分解後、HPLCにより測定した。

5）AGEs生成抑制率の算出
AGEs生成抑制率は既報 21)と同様に、F-AGEsおよび
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ペントシジンの生成阻害率（%）を次式によって算出した。
AGEs生成抑制作用の陽性対照はAGとした。

生成阻害率（%）= {1 − (A − B) / (C − D) } × 10 0

統計解析
測定値は 2回測定の平均値で示した。2群間の比較には

T検定を用いた。相関性の解析はスピアマンの順位相関行列
（Spearman's rank correlation coefficient）を用いた。統計
解析の結果は危険率 5 %未満を有意とした。

結果
2種類のアミノ酸混合液のF-AGEs、
ペントシジン生成抑制作用

検証した試料は2 種類のアミノ酸混合液（5 mmol/L溶液
の等量混合）20ペア、単アミノ酸（10 mmol/L）7種類であっ
た（Table 1）。2種類のアミノ酸混合液のHSA-modelにおけ

るAGEs生成抑制率はF-AGEs（38.2 ± 22.6 %, n = 20）、
ペントシジン（73.4 ± 13.4 %, n = 20）でペントシジン生成抑
制率が F-AGEよりも高値であった（p < 0.001）。また 9 ペア
でペントシジン生成抑制率が F-AGEs生成抑制率よりも2倍
以上大きかった。

同様にCOL-modelにおけるAGEs生成抑制率はF-AGEs
（36.7 ± 22.0 %, n = 20）、ペントシジン（67.3 ± 13.7 %, n =

20）でペントシジン生成抑制率が F-AGEよりも高値であっ
た（p < 0.001）。また2 種類のアミノ酸混合液はCOL-model
において4 ペアでペントシジン生成抑制率が F-AGEs生成
抑制率よりも2倍以上大きかった。

F-AGEs生成抑制作用はHSA-modelにおいてThrとGly、
ThrとAsp、COL-modelにおいてCys-CysとGly、Cys-Cys
とThr、Cys-CysとAspの混合液が単アミノ酸の生成抑制
率の平均値よりも15  % 以上高値であった。 同様にペン
トシジン生成抑制作用は HSA-modelにおいて HisとGly、
COL-modelにおいて ThrとAsp、ThrとOrnの組み合わせ
時に単アミノ酸の生成抑制率の平均値よりも15 %以上高値
であった。

 Table 

Cys-Cys
Cys-Cys
Cys-Cys
Cys-Cys
Cys-Cys

His
His
His
His
His
Gly
Gly
Gly
Gly
Cys
Cys
Cys
Thr
Thr
Asp

His
Gly
Thr
Asp
Orn
Gly
Cys
Thr
Asp
Orn
Cys
Thr
Asp
Orn
Thr
Asp
Orn
Asp
Orn
Orn

amino acids mixture
HSA (%)

F-AGEs

58.6
66.8
66.1
66.0
61.3
26.4
55.7
27.8
23.4
22.1
59.4
19.9
27.8
ND
52.2
54.7
52.7
11.9
5.8
5.4

91.8
87.3
89.1
85.4
84.2
70.9
88.0
69.4
65.7
79.0
81.0
55.2
54.3
55.6
78.2
79.2
83.1
46.4
61.5
62.5

Pentosidine
COL (%)

F-AGEs

30.9
75.7
75.1
84.2
52.9
ND
1.8
ND
ND
ND
64.1
48.9
39.5
ND
61.6
65.9
17.7
60.5
48.3
6.3

90.7
83.0
82.3
83.4
80.1
65.9
68.7
75.0
57.8
58.4
63.8
71.5
57.6
59.2
55.3
45.9
36.5
70.5
82.8
57.2

Cys-Cys
His
Gly
Cys
Thr
Asp
Orn

100.2
11.3
12.7
77.1
34.5
29.7
6.4

101.6
64.0
43.5
94.4
51.2
44.4
69.9

75.9
ND
36.2
66.3
30.0
48.6
ND

87.2
69.5
68.1
60.5
56.7
52.7
51.3

Pentosidine

 1. Inhibition rate (%) of AGEs formation by two amino acids mixture.

Data; mean (n = 2), ND; not effective, HSA; human serum albumin-glucose glycation model, COL; collagen-
glucose glycation model, F-AGEs; fluorescent AGEs
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成抑制作用の変化は混合ハーブ抽出液と同様にF-AGEsの
生成抑制に混合したアミノ酸が相補的に作用した可能性を
示している。

HSAとCOLに対するアミノ酸混合液の
AGEs生成抑制作用

アミノ酸混合液のAGEs生成抑制作用は本研究で糖化
モデル蛋白として使用したHSAとCOL、F-AGEsとペント
シジンの生成抑制率に差異が認められた。スパイス41種類
の F-AGEs生成抑制作用を糖化モデルとして使用する蛋白

（HSA、BSA、COL）の組み合わせを変えて比較した結果、
蛋白種間で IC50 値に相関性が認められなかった23)。一方、
糖化モデル蛋白に反応させる糖（glucose、fructose）の種
類を変えた比較では IC50 値に相関性が認められた。また
F-AGEs 生成抑制作用を4 種類の植物抽出液を混合したコ
ンプレックスまたはAGを試 料として HSA-model、COL-
model、 keratin-model をモデル蛋白で比較検証したとこ
ろ、F-AGEs生成抑制作用の作用影響が異なった24)。スパイ
スや植物抽出液のAGEs生成抑制作用は原料植物に含まれ
るポリフェノールが推定されている。本研究ではアミノ酸
混合液のF-AGEs生成阻害率のHSA-modelとCOL-model
との間に相関性が認められた。またアミノ酸のF-AGEsと
ペントシジンの生成阻害率との相関性はHSAにのみ認めら
れ、COLに認められなかった。アミノ酸のAGEs生成抑制
作用はモデル蛋白AGEsの種類によって異なり、AGEs生成
抑制の影響がポリフェノールと異なる。蛋白中のAGEs生成
部位はN末端アミノ酸、および蛋白分子内のアルギニン、リ
ジン残基である。また蛋白分子内のアルギニン、リジン残基
周辺の親水性や疎水性はアミノ酸配列や3次元構造によっ
て異なる25, 26)。アミノ酸はその物質ごとに親水性、疎水性、
酸性、塩基性、中性などの特性を有するため、蛋白の糖化
部位に対するアミノ酸の影響がアミノ酸種ごとに異なる。本
研究で認められたアミノ酸混合液によるAGEs 生成抑制作
用の違いは、モデル蛋白に対するアミノ酸混合液が相補的
に作用する可能性を示している。

アミノ酸によるAGEs生成抑制作用の有用性
アミノ酸はさまざまな食品に含まれる成分で生体蛋白の

合成材料となり、抗酸化、抗糖化などの機能性を有する27)。
また食品の味や旨味を構成する成分である28)。アミノ酸を豊
富に含む食品には肉・魚介スープ、味噌、醤油、チーズな

2 種類のアミノ酸混合液のF-AGEsとペントシジン生成抑
制率の間にはHSA-model において相関性が認められた（p 
< 0.001）。しかし COL-modelには同様の相関性が認めら
れなかった。また 2 種類のアミノ酸混合液のF-AGEs 生成
抑制率はHSA-modelとCOL-modelの間に相関性が 認め
られた（p = 0.021）。一方、ペントシジン生成抑制率には同
様の相関性が認められなかった。

6種類のアミノ酸混合液のF-AGEs、
ペントシジン生成抑制作用

検証した 6 種類のアミノ酸混合液（1.7 mmol/L溶液の等
量混合）はHis、Gly、Asp、Orn、Thrの5種類にCys-Cysを
含む混合液（Combination A）とCys-Cysの代わりにCysを
含む混合液（Combination B）の2つとした（Table 2）。6 種類
のアミノ酸混合液のAGEs生成抑制率はCombination Aが B
と比べてHSA-modelにおいて F-AGEsが1.4 倍、ペントシ
ジンが 1.2 倍大きかった。一方、COL-modelのAGEs生成
抑制率は F-AGEsが 0.9倍、ペントシジンが1.0倍で同等で
あった。

考察
アミノ酸混合液のAGEs生成抑制作用

アミノ酸によるAGEs生成抑制の作用メカニズムは糖化反
応の初期段階であるアマドリ化合物、糖化反応中間体の生成
抑制によるAGEs生成経路の阻害作用が推定されている13)。
またアミノ酸のAGEs 生成抑制作用はアミノ酸の種類によっ
て異なる。このためアミノ酸混合液によるAGEs生成抑制は
組み合わせるアミノ酸の種類によって、多経路かつ多種類の
AGEs生成抑制に作用する可能性がある。既にドクダミ、カ
モミール、セイヨウサンザシ、ブドウ葉の混合ハーブ抽出物
は AGEs生成の多経路を阻害し16)、ヒトを対象とした摂取
試験で血中や皮膚中のAGEs生成を抑制することが報告さ
れている17-20)。また混合する2種類のアミノ酸のF-AGEs生
成抑制作用はHSA-modelにおいてThr、COL-modelにお
いて Cys-Cysと混合するアミノ酸の種類によって、各単ア
ミノ酸の生成阻害率の平均値よりも15 %以上高値となる作
用が認められた。同様の作用はペントシジン生成抑制作用
の COL-modelにおいてThr、HSA-modelにおいてHisま
たはGlyにも認められた。アミノ酸の混合によるAGEs生

 Table 

His, Gly, Asp, Orn, Thr, Cys-Cys
His, Gly, Asp, Orn, Thr, Cys

amino acids mixture
HSA (%)

F-AGEs

49.1
35.1

81.6
67.2

Pentosidine
COL (%)

F-AGEs

57.9
62.3

82.9
85.5

Pentosidine

 2 . Inhibition rate (%) of AGEs formation by six amino acids mixture.

Data; mean (n = 2), ND; not effective, HSA; human serum albumin-glucose glycation model, COL; collagen -glucose 
glycation model, F-AGEs; fluorescent AGEs.
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どの発酵食品があり、世界中の料理に利用されている29- 30)。
これらの食品に含まれるアミノ酸は食材となる動物または植
物の蛋白が発酵、熟成により分解し、生成したものである。
このため発酵食品は原料として使用される蛋白の種類によっ
てアミノ酸の組成や量に違いがあり、味や機能性が異なる31)。
一方、アミノ酸は普段の食事で不足することはないとされ
る32)。しかし必須アミノ酸はひとつでも不足すると体内で
有効利用されないため、摂取にバランス（アミノ酸スコアの
充足）が重要である。アミノ酸は単独でもAGEs生成抑制作
用を示すが、2 種類以上の混合によって各アミノ酸が相補的
に作用する可能性があった。これらの観点から複数のアミ
ノ酸を含む食品は質的に優れ、摂取後の糖化抑制にも関与
する可能性がある。またアミノ酸混合液によるAGEs生成抑
制作用はF-AGEsと比べて架橋性AGEsのひとつであるペン
トシジンに強く認められ、AGEs生成抑制作用が蛋白の硬
化変性抑制に関与する可能性がある。糖化による蛋白の硬
化は皮膚、骨コラーゲンなどにおいて加齢に伴う進行が報
告されている33-35)。本研究結果は普段の食生活の中に取り
入れやすいアミノ酸を組み合わせて摂取することが糖化ス
トレス抑制に有用となる可能性を示している。

研究限界
アミノ酸はあらゆる食品に含まれる成分で生体に対するさ

まざまな機能が報告されている。本研究におけるアミノ酸の
組み合わせによるAGEs生成抑制作用は in vitro 試験での
作用検証の結果である。アミノ酸によるAGEs生成抑制作用
の生体への有用性はヒトに対する臨床試験等で検証する必
要がある。

結語

2 種類または6 種類のアミノ酸混合液を試料としてHSA-
model、COL-modelに対するAGEs生成抑制を検証した。
アミノ酸混合液のペントシジン生成抑制率はF-AGEs 生成
抑制率よりも高値であった。またアミノ酸混合液のF-AGEs
生成抑制率、ペントシジン生成抑制率は混合した単アミノ酸
の作用平均値よりも高値となる組み合わせがあった。アミノ
酸混合液は架橋性AGEsのひとつであるペントシジンに強く
認められ、蛋白の硬化変性抑制に関与する可能性がある。
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