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研究要旨 

糖尿病患者では，血中抗酸化ビタミン濃度 (ビタミン C ，E) が低下することが知られている．

しかし，血中濃度が低値を示す原因は明らかにはされていない．そこで，本研究ではストレプト

ゾトシン (STZ) 誘発糖尿病ラットを用い，8 種類の B 群ビタミンとビタミン E の体内動態につ

いて検討した．Wistar 系雄ラットにストレプトゾトシン (70 mg/kg/BW) を腹腔内投与し，2 週間

後の血液および尿中ビタミン量の測定を行った．血中ビタミン濃度と 24 時間尿中ビタミン量よ

り算出したビタミンクリアランス（ナイアシン除く）は， STZ ラットにおいて高値を示した．

これより，STZ ラットでは，正常ラットに比して血中のビタミンが尿中により多く排泄されるこ

とが示され，糖尿病進展予防におけるビタミン付加の必要性が示唆された． 

 



A．目的 

糖尿病患者では，血中ビタミン C ，E 濃度

が低値を示すことが知られている 1,2)．また 

近年，糖尿病患者では腎臓でのチアミンクリ

アランス増加のために血中チアミン濃度が

低下しており，チアミンの補給が有用である

と示唆する報告がなされた 3)．これは糖尿病

患者におけるチアミンの潜在的な欠乏を示

した最初の研究であるが，チアミンを除くそ

の他のビタミンについては血中ビタミン濃

度が低下するメカニズムについては明らか

でない．チアミンと同様，血中ビタミン濃度

が低値であるのは，尿中にビタミンが多く排

泄されるためかもしれない．既に報告されて

いるチアミン以外のビタミンにおいても尿

中クリアランスが増大し，潜在的なビタミン

欠乏が起こっている可能性がある． 

本研究ではラットにストレプトゾトシン

を投与し糖尿病を発症させ，血中および尿中

ビタミン量より，ビタミンクリアランスを算

出することを目的とした． 

 

B．実験方法 

1．動物飼育 

本研究は，滋賀県立大学動物実験委員会の

承認を受けた．本実験は，総理府の ｢実験動

物の飼育及び保管等に関する基準｣ 及び滋

賀県立大学実験動物委員会で承認を受けた

ものである．6 週齢の Wistar 系雄ラットを日

本クレア (株) より購入した．ラットは個別

ケージで飼育し，飼料は 20%カゼイン食（20%

ビタミンフリーカゼイン，0.2%L-メチオニン，

22.9%スクロース, 45.9% α-コーンスターチ, 

5%コーンオイル，5%ビタミン混合，5%ミネ

ラル混合（オリエンタル酵母工業株株式会

社）を自由摂取とし，水も自由摂取とした．

室温 (22 ± 2℃)，湿度 (55 ± 5%)，12 時間の

明暗サイクルが維持された飼育室にて飼育

した．実験最終日 (Day 27) の 24 時間尿 (9

時～9 時) を集めた．尿は 1 M の塩酸を 1 mL

入れたコニカルビーカーに集めた．解剖時に

EDTA 入りの採血管に血液を採取し，全血，

血漿を処理し，使用するまで－20℃で保存し

た． 

2．糖尿病ラットの作製 

1 週間の予備飼育後，ラットにストレプト

ゾトシン（STZ）（70 mg/kg/体重) (和光純薬株

式会社) を腹腔内投与し，ストレプトゾトシ

ン糖尿病ラットを作製した 5)．そして STZ ラ

ット作製 1 週間後に飽食状態での血糖値が

300 mg/dL 以上を示したラットをさらに 2 週

間飼育し，糖尿病態ラットとして実験に使用

した．なお，STZ は 0.1 M クエン酸にて pH 4.4

に調整した生理食塩水に溶解し，使用した．

対照群には生理食塩水 (pH 4.4) を投与した． 

3． ビタミンの測定方法 

血中総チアミン濃度は，チアミン，TMP，

TDP の合計とした．全血にトリクロロ酢酸を

加えて除タンパクを行い，HPLC による分析

に供した 6)．尿は，直接 HPLC に注入して，

分析に供した 6)． 

血中リボフラビン濃度は，リボフラビン

FMN，FAD をルミフラビンに光分解し，ルミ

フラビンを測定することにより総リボフラ

ビン量とした．採血後，全血に水と硫酸を加

えて熱処理を行った後，トリクロロ酢酸を加

え，除タンパクした．遠心分離後の上清を得，

この上清をアルカリ条件下で光照射し，これ

を HPLC による分析に供した 7)．尿は直接

HPLC に注入し分析に供した 7)． 

血中ピリドキサールリン酸 (PLP) 濃度を

測定するために，血漿にメタりん酸を加え除



タンパクし，HPLC による分析に供した 19)．

尿中 4-PIC 量を測定するために，尿 9 mL に 1 

M HCl を 1 mL 加えて安定化した．この尿を

HPLC による分析に供した 9)． 

血漿ビタミン B12 濃度を求めるために，シ

アン化カリウム存在下で血漿中のビタミン

B12 を シ ア ノ コ バ ラ ミ ン に 変 換 し ，

Lactobacillus leichmanii, ATCC 7830 を用いた

微生物学的定量法に供した 10)．尿中ビタミン

B12 量を求めるために，尿 900 µL に 180 µL

の 100 mM 酢酸緩衝液 (pH 4.8)，水 680 µL，

0.025%シアン化カリウム溶液 20 µL を加え，

120℃で 5 分間オートクレーブ処理した．氷

冷後，20 µL の 10%メタりん酸溶液を加え，

遠心分離によって上清を得た．Lactobacillus 

leichmanii, ATCC 7830 を用いた微生物学的定

量法にこの上清を供した 10)． 

血中ニコチンアミド濃度を求めるために，

全血にイソニコチンアミド溶液を加えてオ

ートクレーブし，遠心分離後の上清を得，こ

の上清をアルカリ中でエーテル抽出し，

HPLC による分析に供した 11)．尿中総ニコチ

ンアミド代謝産物量はニコチンアミド，N1−

メチルニコチンアミド (MNA)，N1-メチル-2-

ピリドン-5-カルボキサミド (2-Py)，N1-メチ

ル-4-ピリドン-3-カルボキサミド (4-Py) の合

計とした．尿中総ニコチンアミド代謝産物量

を測定するために，尿 9 mL に 1 M HCl を 1 

mL 加えて安定化した．この尿を HPLC 法に

供し，尿中ニコチンアミド，2-Py，4-Py 各含

量を測定とした 11)．また，尿中 MNA 含量を

HPLC 法で測定した 12)． 

血漿中パントテン酸濃度を測定するため

に，Lactobacillus plantarum, ATCC 8014 を用い

た微生物学的定量法に血漿を供した 13)．尿中

パ ン ト テ ン 酸 量 を 測 定 す る た め に ，

Lactobacillus plantarum, ATCC 8014 を用いた

微生物学的定量法に尿を供した 13)． 

血漿中ビオチン濃度を測定するために，

Lactobacillus plantarum, ATCC 8014 を用いた

微生物学的定量法に血漿を供した 14)．尿中ビ

オチン量を測定するために，尿を微生物学的

定量法に供した 14)． 

血漿中葉酸濃度を測定するために，

Lactobacillus rhamnosus  ATCC 27773 を用い

た微生物学的定量法に血漿を供した 15)．尿中

葉酸量を測定するために，尿 9 mL に 1 M ア

スコルビン酸溶液を1 mL加えて安定化した．

Lactobacillus rhamnosus, ATCC  27773 を用い

た微生物学的定量法にこの尿を供した 15)． 

ビタミンEはα-トコフェロールとして表し

た．尿中 α-トコフェロール代謝物である

2,5,7,8-テトラメチル -2(2'-カルボキシエチ

ル)-6-ヒドロキシクロマン (α-CEHC) の測定

は，尿 1mL に β-glucronidase を加え，抱合体

を加水分解させた後，エーテル抽出し HPLC

による分析に供した 16)．血漿トコフェロール

量の測定は，玉井ら 16)の方法に従いケン化法

にて抽出を行い，蛍光検出器を装着した

HPLC にて測定を行った． 

4．ビタミンクリアランスの算出  

ビタミンクリアランス (mL/min) は，24 時

間尿中ビタミン排泄量/ { 血中ビタミン濃度 

× 1440 (min) }から算出した．  

5．過酸化脂質の測定 

 血漿過酸化脂質は八木ら 17)の蛍光法

（TBA 法）に従って測定し、脂質の過酸化に

伴って生成するマロンジアルデヒドを測定

し，チオバルビツール酸反応物（TBARS）と

して表した． 

6. 血中グルコース，尿中グルコース，血中ト

リグリセライド，総コレステロールの測定 



血漿中グルコース及びトリグリセライド，

総コレステロール，尿中グルコース濃度は富

士ドライケム ((株)富士フィルム) を用いて

測定した．それぞれ，グルコースはグルコー

スオキシダーゼ，トリグリセライドはリポプ

ロテインリパーゼ，総コレステロールはコレ

ステロールオキシダーゼを用いた酵素法に

て測定した． 

7．統計処理 

データは平均値 ± 標準偏差で表した．2

群間の有意差検定は unpaired Student t-test に

よって行い，p 値が 0.05 以下のとき統計的有

意差があるものとした．計算には GraphPad 

Software 社 (San Diego,CA,USA) の GraphPad 

Prism 4 を使用した． 

 

C．結果 

1．体重，飼料摂取量，臨床検査値，過酸化

脂質値 

Day 28 での STZ ラットの体重は，生理食

塩水のみを投与した対照ラットと比較して

減少した (図 1) が，飼料摂取量は増加した 

(図 1) ．したがって，飼料効率は，STZ ラッ

トが対照ラットに比べ約 3.6 倍低い値を示し

た．血中，尿中グルコース，血漿中トリグリ

セライド，血漿中総コレステロール濃度は，

STZ ラットにおいてそれぞれ約 9.1 倍，66.5

倍，7.9 倍高く，高血糖に併せて脂質代謝異

常であることも確認された．また，血中過酸

化脂質値は STZ ラットにおいて有意に高値

を示し，生体内で酸化ストレスが亢進してい

ることが示唆された 

2．ビタミンクリアランス 

血中ビタミン濃度と 24 時間尿中ビタミン

排泄量よりビタミンクリアランスを算出し

た (図 2)．ビタミンクリアランス (mL/min)

は，24 時間尿中のビタミン排泄量 /（血中ビ

タミン濃度×1440）より算出した．これは尿

中に排泄されるビタミンは，血液中のビタミ

ンにして何 mL 分に相当するのかを示す指標

として使用した．ナイアシンを除く 8 種類の

ビタミンにおいて，STZ ラットが高値を示し

た (図 2)．STZ ラットの方が，約 3 倍から 21

倍ビタミンクリアランスが高いことが示さ

れた．つまり，STZ ラットでは，より多くの

血中ビタミンが尿中に排泄されていること

が明らかとなった．ナイアシンに関しては，

両群間で差は認められなかった． 

 

D．考察 

糖尿病における持続的高血糖状態では，酸

化ストレスが亢進し，血中ビタミン濃度が低

値を示すことが報告されている 1,2)．しかしな

がら，高血糖状態において血中ビタミン濃度

が低下するメカニズムは明らかにはされて

いない．そこで，本研究ではストレプトゾト

シンを投与した糖尿病ラットを作製し，血中

及び尿中ビタミンを測定し，病態におけるビ

タミン体内動態について検討した．血中ビタ

ミン濃度は，B6に関しては，STZ ラットにお

いて低値を示したが，その他のビタミンにつ

いては，2 群間で差は見られなかった（デー

タには示していない）．STZ ラットにおいて

血中ビタミン濃度が低値を示さなかった要

因として，STZ ラットの飼料摂取量が対照群

の 1.5 倍多いことに起因するものだと考えら

れた． 

次に尿中ビタミン排泄量について検討し

た．健康人においては，尿中に排泄されるビ



タミン量が栄養指標として利用可能なこと

のデータが蓄積しはじめている．必要量を満

たすことができないと，生体側は尿中に排泄

されるべきビタミンを利用するために尿中

ビタミン濃度は低下し始め，逆にサプリメン

トなどで過剰に摂取された場合には，速やか

に尿中に排泄される．しかし，今回 STZ によ

り糖尿病を誘発したラットの血中ビタミン

濃度は，高値ではなかったにもかかわらず，

尿には多くのビタミンが排泄されていた．こ

の原因を明らかにするために，血中ビタミン

濃度と尿中ビタミン排泄量よりビタミンク

リアランスを算出し，検討した．ビタミンク

リアランスは，ナイアシンを除き STZ ラット

において高値であった．これより STZ ラット

では，多くの血中ビタミンが尿中に排泄され

ていることが示された．糖尿病が進行すると

腎肥大と糸球体過剰濾過が起こる．実際，STZ

ラットの腎臓重量は，対照ラットの 6.8 ± 3.0 

(g/kg BW) に対し,STZ ラットでは 18.4 ± 5.8 

(g/kg BW) と約 3 倍増であり，腎機能が低下

していることが考えられた． STZ ラットに

おけるビタミンクリアランスの増加は，高血

糖状態により腎機能が低下し，本来腎臓で再

吸収されるであろうビタミンが尿中に過剰

に排泄されたためであると示唆された． ま

た，STZ ラットではビタミン体内プールが減

少,つまりビタミンの生体内保持能が低下す

るために,尿中に多く排泄されたのではない

かとも考えられる．  

以上より，STZ を投与した高血糖ラットで

は，健常な状態とは異なり，血中ビタミン濃

度が高値ではないにもかかわらず，尿中に多

く排泄されることが確認された．これは，ク

リアランスを求めることによって血中ビタ

ミンが尿中に多く排泄されることによるも

のだと明らかにされた．この STZ 誘発糖尿病

ラットにおけるビタミンクリアランスの増

加は，ナイアシンを除く 8 種類のビタミン全

てにおいて確認された．高血糖状態である糖

尿病患者においても同様にクリアランスが

高値であることが考えられ，糖尿病進展にお

けるビタミン付加の必要性が示唆された．  
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表 1．STZ 糖尿病ラットにおける体重・飼料摂取量及び臨床検査値 

 Control (n=5) STZ (n=11) 

Body weight gain (g) 

Total food intake (g) 

Food efficiency ratio 

Urine volume (mL/day) 

Urinary glucose (mg/dairy intake) 

Blood glucose (mg/dL) 

Plasma TG (mg/dL) 

PlasmaTotal-cholesterol (mg/dL) 

Urinary creatinine (mg/dL) 

TBARS (MDA nmoL/mL) 

186.94±3.78 

430.44±7.56 

0.435±0.010 

 13.2±0.8 

 0.47±0.15 

93±42 

144±65 

100±45 

5.86±0.49 

4.74±0.05 

   80.2±7.30*** 

675.82±9.53*** 

  0.121±0.011*** 

302.9±9.6*** 

31.24±1.26*** 

849±256*** 

1142±435*** 

127±38 

29.54±5.15*** 

9.02±0.67*** 

値は全て平均±標準誤差で表した． 

*p < 0.05，** p < 0.01，* **p < 0.001 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．STZ ラットにおける体重（A）および飼料摂取量（B） 

対照群（●），STZ 群（○），の値は平均値±標準誤差として示した．購入後，予備飼育を行

い，11 日目～12 日目にかけて 16 時間の絶食をし， 12 日目に STZ（70mg/kg BW）を投与した． 

*はコントロールラットと STZ を投与したラットとの間に有意差があることを示す (p < 0.05)． 
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図 2． STZ におけるビタミン B1（A）,ビタミン B2（B），ビタミン B6（C），ビタミン B12（D），

ナイアシン（E），パントテン酸（F），葉酸（G），ビオチン（H），ビタミン E（I）クリアラン

ス 

ビタミンクリアランス (mL/min) は，24 時間尿中のビタミン排泄量 /（血中ビタミン濃度× 

1440）より算出した．□は対照群，■は STZ 群を表し，値は平均値 ± 標準誤差として示した．

2 群間の有意差は*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001 で示した． 
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