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【要　旨】

糖尿病では，持続的な高血糖状態による酸化

ストレスが病状の進行や合併症の誘発に密接

に関与する．そこで，霊芝菌糸体培養培地抽

出物 (WER) の抗酸化活性を調査し，ストレ

プトゾトシン (STZ) 誘発糖尿病マウスを用

い，WER の糖尿病態改善効果について検証

した．

WER の O
2

− 消去能および過酸化脂質産生抑

制能を調査した．また，STZ 糖尿病マウスに

WER (1 g/kg) を約 2 ヶ月間 1 日 1 回経口投

与し，血糖値，体内酸化ストレス度，臓器の

過酸化脂質含量および抗酸化酵素 (catalase,

SOD, GPx) の活性について検討した．

WER は濃度依存的な O
2

− 消去能および過酸

化脂質産生抑制能を示した．WER を投与し

た STZ 糖尿病マウスでは対照群に比べ血糖

値および血中酸化ストレス度の有意な低下が

認められた．また，WER は腎臓および肝臓

の過酸化脂質含量および抗酸化酵素活性を正

常群と同レベルに維持し，組織学的障害を軽

減した．これらの結果から，WER は糖尿病

における高血糖および酸化ストレスを低下さ

せ，臓器障害を予防・改善する可能性が示さ

れた．
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霊芝菌糸体培養培地抽出物 (WER)，糖尿病，
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はじめに

近年，先進諸国において大きな社会問題となっている

糖尿病は，虚血性心疾患や脳梗塞などの動脈硬化性疾患

の危険因子であり，また，糖尿病性腎症，神経障害，お

よび網膜症等の様々な合併症を誘発する．これらの糖尿

病合併症の発症および進行には，糖尿病の持続的高血糖

状態による体内酸化ストレスの増大が強く関与している

ことが明らかになっている1)．酸化ストレスの原因物質

であるスーパーオキシドアニオン (O2
−)，過酸化水素

(H2O2)，ヒドロキシラジカル (·OH) などの活性酸素種

(ROS) は，DNA の損傷や脂質の過酸化，タンパク質の変

性などを誘導し，生体にとって有害な反応を引き起こす．
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高血糖状態では，終末糖化産物 (AGEs) の生成過程で血

管内皮細胞において ROS が発生し，血管障害が引き起こ

されることが報告されている1)．また，ROS によっても

たらされる種々の毒性に対して，生体内ではスーパーオ

キシドジスムターゼ (SOD)，カタラーゼ (CAT)，グルタ

チオンペルオキシダーゼ (GPx) といった抗酸化酵素など

の内因性の ROS 除去機構の存在が知られているが，糖尿

病状態では，組織中の抗酸化酵素活性が低下し，また，

ビタミン C，ビタミン E やグルタチオンなどの抗酸化物

質も減少することが明らかになっている2,3)．ROS は，糖

尿病のみならず多くの疾患に関与することが明らかに

なっており，これらの疾病予防やその改善効果を目的と

した酸化ストレスの軽減が重要視されてきている．近年，

多くの基礎研究2,3) や疫学研究4) から抗酸化食品等の摂

取による ROS 除去が酸化ストレスの軽減に有効である

との知見が得られており，抗酸化ビタミンやポリフェ

ノール等の抗酸化物質，またはこれらを含む抗酸化食品

の摂取による糖尿病の改善や二次的障害の予防に注目が

集まっている．

霊芝はサルノコシカケ科に属するマンネンタケ

(Ganoderma lucidum) の別名であり，古くから滋養強壮・

長寿の伝承薬として使用されている．マンネンタケの子

実体あるいはその成分に関する研究は数多く，免疫調節

作用5) や抗悪性腫瘍作用6)，抗ウイルス作用7)，コレステ

ロール低下作用8)，抗酸化作用9) などが報告されている．

また，血糖降下作用についてもいくつかの研究報告があ

る10,11)．一方，霊芝菌糸体培養培地抽出物 (WER) は，マ

ンネンタケ菌糸体をバガスおよび米糠を含む固形培地に

接種し，約 3.5 ヶ月培養後，子実体発生直前に培地と共

に熱水抽出・凍結乾燥したもので，主にマンネンタケの

菌糸体成分を由来とし，水溶性リグニンをはじめとした

菌糸細胞による固形培地の分解物や菌糸体の自己消化成

分等を含有している．WER もまた，滋養強壮を目的とし

た健康食品として用いられており，これまで民間療法に

おいて，糖尿病患者の高血糖改善効果を認めた例がある

が，未だ科学的な検証が不十分である．我々は，これま

でに WER の α-グルコシダーゼ阻害活性および正常血糖

マウスにおけるマルトース負荷後の血糖上昇抑制効果を

明らかにしているが12)，糖尿病における高血糖や酸化ス

トレス状態，およびこれらによる二次的障害に対する

WER の予防・改善効果については未検討である．

そこで本研究では，まず in vitro の実験系を用い，WER

の O2
− 消去能および過酸化脂質産生抑制能を調査した．

また，WER の長期摂取による糖尿病態への影響を明らか

にするために，ストレプトゾトシン (STZ) 誘発糖尿病マ

ウスに WER を約 2 ヶ月間経口投与し血糖値の変化を経

時的に観察した．さらに，体内酸化ストレス度，血中脂

質，アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (AST) お

よびアラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT) 値，臓器

の過酸化脂質含量，抗酸化酵素 (SOD, CAT, GPx) 活性に

対する影響についても検討した．また，糖尿病における

肝臓および腎臓の障害に対する WER の保護効果につい

て組織学的評価を行った．

方法・材料

1. 実験材料

本研究に用いた WER は，野田食菌工業（株）におい

て製造されたもの（商品名：MAK）であり，その調製法

は次に示すとおりである．バガス（砂糖キビ搾汁残渣）

と脱脂した米糠の混合固体培地（バガス：米糠＝9 : 1，

w/w）にマンネンタケ菌糸体ペレットを接種し，子実体

発生直前まで約 3.5 ヶ月間培養した後，培地を破砕し，

60℃の温水で 16 時間抽出した．得られた抽出液を

0.45 μm のメンブランにて濾過滅菌し，凍結乾燥したも

のを WER とした．本実験では，マンネンタケ菌糸体の

培養経過における成分および抗酸化活性の変化を調べる

ために，通常の WER の他にマンネンタケ菌糸体の培養

期間を 1，2，3，4，または 5 ヵ月間としたものについて

も同様に調製した．また，in vitro の抗酸化活性を比較す

るための標準品としてビタミン C (L-ascorbic acid) および

Trolox (2-carboxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-6-ol) を和光

純薬工業より購入し用いた．

2. WER の成分組成の測定

全糖はフェノール硫酸法13)，タンパク質はセミミクロ

ケルダール法14)，リグニンはイオン化示差法15) により測

定した．

3. WER の抗酸化活性の測定

3.1　スーパーオキシドアニオン (O2

−) 消去能16)

ヒポキサンチン―キサンチンオキシダーゼ系によって

発生する O2
− と発光試薬とを反応させ，以下のように試

料の O2
− 消去能を発光の阻害率で評価した．発光測定用

の 96 穴プレートに，0.1 M リン酸カリウム緩衝液

(170 μL, pH 7.5)，発光試薬であるメチルメトキシフェニ

ルエチニルイミダゾピラジノン (MPEC, ATTO Co., Ltd.;

10 μL），試料 (10 μL)，およびキサンチンオキシダーゼ溶

液 (xanthine oxidase, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA;

60 μL) をそれぞれ分注した．続いて，ヒポキサンチン

（hypoxanthine，和光純薬工業；50 μL）を分注し，その直

後から生じた発光をマルチラベルカウンター (1420
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ARVOsx, PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, USA)

にて測定した．1 秒間毎の発光値を 10 秒から 110 秒まで

測定し，試料非存在下の発光積算値 (a) と試料存在下の

発光積算値 (b) を求め，阻害率 (％)=(1−b/a)×100 の式から

阻害率を算出した．各試料の効力は，50％阻害濃度 (IC50)

で比較した．

3.2　過酸化脂質産生抑制能の測定

各試料の過酸化脂質産生抑制能は，チオバルビツール

酸 (TBA) 法を用い，リノール酸の自動酸化抑制能を指標

として評価した17)．キャップ付き試験管に，2 mg/mL の

リノール酸（linoleic acid，和光純薬工業）および試料を

20 μL ずつ入れ，よく混和した．試験管のキャップをは

ずし，80℃の浴槽にて 60 分間加熱した後，氷中で速やか

に室温まで冷却した．その後，200 μL の 20 mM ブチルヒ

ドロキシトルエン（butylhydroxytoluene，和光純薬工業）

を加えてリノール酸の酸化反応を停止させた．次に，

200 μL の 8％ラウリル硫酸ナトリウム（SDS，和光純薬

工業）および 400 μL の精製水を加えよく混和した後，

125 mM リン酸緩衝液 (pH 3.0) で溶解した 3.2 mL の 0.67

％チオバルビツール酸（2-thiobarbituric acid，和光純薬工

業）を加え，キャップを閉めて沸騰水中で 15 分間加熱し

た．氷中で室温まで冷却し，4 mL の酢酸エチルを加えて

よく混和した後，遠心（550×g，10 分間，室温）し，上

層の酢酸エチル層の蛍光 (Ex 515-Em 555) を蛍光光度計

（RF-1500，島津製作所）にて測定した．前述の O2
− 消去

能と同様に阻害率を算出し，各試料の効力を 50％阻害濃

度 (IC50) で比較した．

4. 糖尿病態マウスの作製

すべての動物実験は，総理府の「実験動物の飼育及び

保管等に関する基準」および「城西大学動物実験規定」

に従って行った．ICR マウス（♂，4 週齢）32 匹を東京

実験動物（株）より購入し，室温 23±2℃，湿度 55±10％，

12 時間の明暗サイクルで飼育した．固形飼料（CE-2，日

本クレア）および水は自由に摂取させた．1 週間の予備

飼育期間にマウスを胃内ゾンデによる経口投与および尾

静脈からの採血操作に馴化させた．無作為に選別した 16

匹に STZ（150 mg/kg，和光純薬工業）を腹腔内投与し，

糖尿病態 (STZ) マウスとして実験に用いた．STZ は

50 mM クエン酸緩衝液 (pH 4.5) に溶解し使用した．残り

の 16 匹にはクエン酸緩衝液のみを同様に投与して飼育

した後，正常血糖 (Normal) マウスとした．これらの

Normal および STZ マウスをさらに対照群と WER 投与

群の 2 群（各 n=8）に無作為に分け，対照群には蒸留水

を，WER 群には WER（1 g/kg，蒸留水に溶解）を 1 日 1

回，9 週間経口投与し，1 あるいは 2 週間毎に非絶食時下

において尾静脈から採血し血糖値を測定した．血糖値の

測定には簡易型血糖値測定器（デキスター ZII，バイエ

ルメディカル）を用いた．

5.生体内酸化ストレス度，中性脂肪，総コレステロール，

AST および ALT 値の測定

酸化ストレス度の測定は，d-ROMs (Reactive Oxygen

Metabolites) テストキットを用いて血中のヒドロペルオ

キシド濃度を指標として測定した18)．マウスの尾静脈か

ら採取した 10 μL の血漿をキット付属の酢酸緩衝液に加

えて混和し，10 μL 呈色クロモゲン (N,N-diethyl-p-

phenylenediamine) を加え，活性酸素・フリーラジカル自

動分析装置 (F.R.E.E.: Free Radical Elective Evaluator) にて

測定した．d-ROMs テストキットおよび F.R.E.E. は

Diacron International 社 (Grosseto, Italy) よ り 代 理 店

（Wismerll 社）を通じて購入した．また，WER 投与期間

終了後，解剖時に血液を採取し，得られた血漿を検体と

して，富士ドライケム 3500（富士メディカル）を用いて

中性脂肪，総コレステロール，AST および ALT 値を測

定した．

6. 臓器中の過酸化脂質含量の測定

臓器中の過酸化脂質含量は， TBA 法を用いて測定し

た19)．9 週間の経口投与終了後，マウスの脳，心臓，肝

臓，脾臓および腎臓を摘出し，それぞれの組織サンプル

に対して 10％ (w/v) になるようにプロテアーゼインヒビ

タ ー［1 μg/mL Pepstatin A, 1 μg/mL Leupeptin, 10 mM

phenylmethanesulfonyl fluoride, 1 μg/mL プロテアーゼ阻害

剤ミックス（AEBSF 塩酸塩 (100 mM)，アプロチニン

(80 μM)，ベスタチン (5 mM)，E-64 プロテアーゼ阻害剤

(1.5 mM)，ロイペプチンヘミ硫酸塩 (2 mM)，ペプスタチ

ン A (1 mM)）（以上，和光純薬工業），1 μL/mL Trasylol

(Bayer Medical, Land Nordrhein-Westfalen, Germany)］を含

む 1.15％塩化カリウム溶液を加え，ホモジナイザーで粉

砕した．キャップ付き試験管に 0.2 mL の組織ホモジネー

トおよび 0.2 mL の 8.1％ SDS，1.5 mL の 20％酢酸緩衝液

(pH 3.5)，0.05 mL の 0.8％ブチルヒドロキシトルエン酢酸

溶液，1.5 mL の 0.8％ジエチルチオバルビツール酸 (1,3-

diethyl-2-thiobarbituric acid, Sigma Aldrich)，0.7 mL の蒸留

水を順に分注し，十分混和した後，5℃で 60 分間静置し

た．続いて 95℃で 60 分間煮沸した後，流水で 10 分間速

やかに冷却して室温に戻し，1.0 mL の蒸留水，およびブ

タノール（1-butanol，ナカライテスク）とピリジン（和

光純薬工業）の混合物 (15 : 1 (v/v)) を 5.0 mL 加え，よく

混和し 10 分間静置した．続いて，1200×g，室温の条件

下で 10 分間遠心し，有機層（上層）の吸光度 (532 nm) を
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測定した．試料 1 g あたりの赤色色素量 (μmol/mg tissue)

は，((A−A0)/156000)×(5.8/10
3)×(102/3)×106 の計算式から

算出した．それぞれの組織のタンパク質含量は Lowry 法

により測定した14)．

7. 抗酸化酵素活性の測定20)

7.1　SOD 活性の測定

肝臓および腎臓組織中の SOD 活性は，SOD Assay Kit-

WST（同仁化学）を用いて測定した．各臓器を生理食塩

水で十分洗浄し，湿重量に対して 4 倍量のスクロース緩

衝液（0.25 mol/L スクロース，10 mmol/L トリス塩酸緩衝

液 (pH 7.4)，1 mmol/L EDTA）を加え，ホモジナイザーで

粉砕した．ホモジネートを 78000×g，4℃，60 分間遠心

し，上清を測定試料として用いた．測定試料の SOD 活性

を検量線から算出し，unit/mg protein で表した．

7.2　CAT 活性の測定

組織中の CAT 活性は，過酸化水素 (H2O2) の減少勾配

から算出した19)．過酸化脂質含量測定時と同様に調製し

た 10％ (w/v) の組織ホモジネート 60 μL を 1.94 mL の

0.05 M リン酸緩衝液 (pH 7.0) に混和し，1.0 mL の 0.059 M

H2O2 を添加した．その直後から 4 分間の吸光度（波長

240 nm; A240）の変化を 10 秒毎に測定した．最初の 1 分

間 の 測 定 値 を 用 い て 減 少 勾 配 を 求 め，unit/mg

protein=(ΔA240/min×1000)/(43.6 mg enzyme/mL reaction

mixture) の式より CAT 活性を算出した．

7.3　GPx 活性の測定

組織中の GPx 活性は，NADPH の NADP+ への酸化に

よる減少率から算出した21)．組織湿重量に対して 10％

(w/v) の 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.4) を加え，ホモジナイ

ザーで粉砕した．粉砕後，10000×g，4℃で 20 分間遠心

し，上清を測定試料として用いた．10％ (w/v) の組織ホ

モジネート 0.1 mL を反応溶液（1.44 mL の 0.05 M リン酸

緩衝液 (pH 7.0)，0.1 mL の 1 mM EDTA，0.1 mL の 1 mM

sodium azide，0.05 mL の240 mU/mL glutathione reductase，

0.1 mL の 1 mM glutathione，0.1 mL の 0.2 mM NADPH（以

上，和光純薬工業））に混和し，37℃の水浴にて 3 分間イ

ンキュベートした後，0.01 mL の0.25 mM H2O2 を添加し

た．その直後から 4 分間の吸光度 (340 nm) の変化を 10 秒

毎に測定した．4 分間の測定値を用いて減少勾配を求め，

nmol NADPH oxidized/min/mg protein として算出した．

8.ヘマトキシリン―エオジン染色による肝臓および腎臓

の組織化学的評価

肝臓および腎臓を 10％ホルマリン–0.1％リン酸緩衝液

にて 24 時間浸漬固定し，12.5％および 25％スクロースで

順次置換した後，凍結ブロックを作製した．クライオス

タット (CM3050S, Leica, Bensheim, Germany) にて組織を

10 μm 厚に薄切し，常法3) に従いヘマトキシリン–エオジ

ン染色を行った．

9. 統計計算

データの数値は全て平均値±標準偏差で表した．群間

の有意差は一元配置分散分析後，Tukey の多重比較によ

り検定した．P 値 0.05 を有意差の判定基準とした．

結　果

1. マンネンタケ菌糸体の培養経過と成分組成の変化

バガスと米糠からなる固形培地を充填した培養基に，

マンネンタケ菌糸体を接種し，培養経過を 1 ヶ月単位で

観察したところ，菌糸体接種 1 ヶ月後には菌糸が培養基

全体の 2/3 から 3/4 程度に繁茂した状態になった．2 ヶ月

経過すると菌糸が全体に蔓延し菌糸密度が増加し，4 ヵ

月後には子実体の発生が始まった．5 ヵ月後には，子実

体の伸長と培地の収縮が認められた．これらの 1 ヶ月毎

のマンネンタケ菌糸体培養培地から WER サンプルを調

製し，糖質，タンパク質，リグニンの比率の変化を調査

した（図 1）．その結果，灰分およびタンパク質の含量

（％）は，培養期間を通じてほぼ一定の値を示したが，リ

グニンの比率は培養開始後徐々に増加し，培養 3 ヶ月で

最大となり，4 ヶ月間以降はほぼ一定となった．糖質の

含量（％）は培養 3 ヶ月で最大となり，その後徐々に減

少した．

2. WER の in vitro 抗酸化活性評価

In vitro の実験系において，WER の O2
− 消去能および

過酸化脂質産生抑制能を調査した（表 1）．WER の O2
−

消去能は，ビタミン C と比べて弱いものであったが，1

図 1 Content (％) of ash, carbohydrate, protein, and lignin of water-
soluble extract from culture medium of Ganoderma lucidum

mycelia cultured for various periods (1–5 months).



糖尿病態マウスにおける WER の改善効果 213

～5 ヶ月間培養サンプルは，全て濃度依存的な O2
− 消去

能を示した．中でも 3 ヶ月間培養サンプルが最も高い効

果を示し，4 ヶ月間培養サンプルについても 3 ヶ月間の

ものと同等の効果が認められたが，それ以降の活性の上

昇はみられなかった．一方，過酸化脂質産生抑制能につ

いては，1～4 ヶ月間培養サンプルは，すべてビタミン C

と同等かそれ以上の効力を示した．特に，2 ヶ月間培養

サンプルが最も高い効果を示し，5 ヶ月間培養したサン

プルの過酸化脂質産生抑制能は著しく減弱した．培地成

分であるバガスおよび米糠の O2
− 消去能は WER のどの

培養期間のサンプルよりも弱かったが，バガスの過酸化

脂質産生抑制能は WER の 3 ヶ月間培養サンプルと同等

の比較的高い効力を示した．これらの結果から WER の

抗酸化能は培養期間によって変化し，2～3 ヶ月間培養で

最大となることが明らかとなった．

3. 糖尿病態マウスの血糖値に対する WER の影響

WER 水溶液 (1 g/kg) を Normal および STZ マウスに一

日一回経口投与し，血糖値の推移を観察した（図 2）．STZ

の投与により，マウスの血糖値は徐々に上昇し，6～8 週

間で約 900 mg/dL に達し一定となった．WER を投与した

STZ 群 (STZ+WER) で は，蒸 留 水 を 投 与 し た 群

(STZ+water) と比較し，WER 投与後 4 週以降からマイル

ドな高血糖の抑制が認められた．また，WER は Normal

群の血糖値には影響を与えなかった．一方，データは示

さないが STZ+water 群は Normal+water 群と比較し低体

重を示したが，WER は Normal および STZ マウスの体重

には影響を与えなかった．

4.糖尿病態マウスの体内酸化ストレス度，中性脂肪値，

総コレステロール値，AST および ALT 値に対する

WER の影響

蒸留水または WER を投与した Normal および STZ 各

群において，d-ROMs テストを用い，血中ヒドロペルオ

キシド濃度を指標とした体内酸化ストレス度を経時的に

測定した（図 3）．STZ+water 群では，STZ 投与後 5 週以

降において Normal+water 群と比較し酸化ストレス度の

有意な上昇が認められた．これに対して，STZ+WER 群

では酸化ストレス度の上昇はみられず，Normal 群と同レ

ベルであった．Normal+WER 群においては，有意な体内

酸化ストレス度の低下は認められなかった．また，

STZ+water 群の中性脂肪値，AST および ALT 値は

Normal+water 群に比べ有意に高い値を示したが，

表 1 IC50 of water-soluble extract from culture medium of
Ganoderma lucidum mycelia cultured for various periods

(WER, 1–5 months) and components of the culture medium to

O2
− and lipid peroxidation

Data are means of three replicate IC50 values in three separate

experiments.

IC50 (mg/mL)

O2
− lipid peroxidation

WER (month)

1 2.54 4.94

2 1.33 2.60

3 1.11 3.21

4 1.11 4.89

5 1.26 54.56

Bagasse 7.96 3.49

Rice bran 11.11 10.62

Vitamin C 0.02 5.55

Trolox 2.20 0.34

図 3 Effects of WER (1 g/kg, p.o.) on total plasma oxidative stress
in normal and STZ-induced diabetic mice determined by d-

ROMs test. The data are represented as means±S.D. from 6–8

mice in each group. 1 U. CARR=0.08 mg/100 mL H2O2. *,

P<0.05, compared with the Normal+water group, †, p<0.05

compared with the STZ+water group, one-way analysis of

variance followed by Tukey’s test.

図 2 Effects of oral administration of WER (1 g/kg) on non-fasting
blood glucose levels in ICR mice after a single injection of

STZ (150 mg/kg, i.p.). Each plot represents mean±S.D. for 8

mice in each group. *, P<0.05 compared with the STZ+water

group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test.
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STZ+WER 群ではこれらの変化は認められず，STZ+water

群と比較し有意に減少していた（表 2）．Normal+WER 群

と Normal+water 群の間に差は認められなかった．総コレ

ステロール値に関しては，STZ 群で高い傾向がみられた

が，正常の範囲であり，WER による影響も認められな

かった．

5. マウス臓器中の過酸化脂質含量に対する WER の影響

STZ+water 群の肝臓および腎臓の過酸化脂質含量は，

Normal+water 群と比較し，約 2 倍程度有意に増加してい

た（図 4）．STZ+WER 群では，過酸化脂質含量の増加は

認められず，STZ+water 群と比較し有意に低い値を示し

た．心臓，脳，脾臓，および肺においても同様の傾向が

みられた．

6. 肝臓および腎臓の抗酸化酵素活性に対する WER の影

響

過酸化脂質含量の測定結果において WER の効果が認

められた肝臓と腎臓について，これら臓器中の抗酸化酵

素活性に対する WER の影響を調査した（図 5）．

STZ+water 群の肝臓と腎臓では，SOD（図 5A），CAT（図

5B），および GPx（図 5C）の活性が Normal+water 群に比

べ有意に低下していた．これに対し STZ+WER 群では，

いずれの抗酸化酵素においても活性の低下はみられず，

Normal 群と同程度の活性が維持されていた．また，

Normal+WER 群と Normal+water 群との間に差は認めら

れなかった．

表 2　Effects of WER on lipid profile and hepatic enzyme activities in normal and STZ mice

Each value is mean±S.E.M. for 8 mice in each group.

* P<0.05 vs Normal+water; † P<0.05 vs STZ+water.

Normal+water Normal+WER STZ+water STZ+WER

Triglycerides (mg/dL) 91.0±26.0 97.8±14.5 148.3±38.7* 91.8±10.1†

Total cholesterol (mg/dL) 83.1±10.9 89.7±12.9 113.6±16.2 111.8±14.3

AST (unit/L) 41.8±6.3 43.9±5.8 84.8±11.6* 58.3±9.7†

ALT (unit/L) 21.8±5.2 24.7±6.4 48.0±11.2* 34.5±3.9†

図 5 Effects of WER (1 g/kg, p.o.) on (A) SOD, (B) CAT, and (C) GPx in liver and kidney of normal and STZ-induced diabetic mice. The data are
represented as means±S.D. from 4–5 mice in each group. *, P<0.05, compared with the Normal+water group, †, P<0.05 compared with the

STZ+water group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test.

図 4 Effects of WER (1 g/kg, p.o.) on lipid peroxidation in various
tissues of the normal and STZ-induced diabetic mice

determined by assaying thiobarbituric acid reactive substance

(TBARS). The data are represented as means±S.D. from 4–5

mice in each group. *, P<0.05, compared with the

Normal+water group, †, P<0.05 compared with the STZ+water

group, one-way analysis of variance followed by Tukey’s test.
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7.ヘマトキシリン –エオジン染色による肝臓および腎臓

の組織化学的評価

STZ+water 群の肝臓では，肝細胞の軽度から中等度の

萎縮とこれによる類洞の拡張が認められたが，

STZ+WER 群ではこれらの異常は軽微であった（図 6）．

また，STZ+water 群の肝臓では，肝細胞の軽微な変性像

が認められたが，STZ+WER 群では認められなかった．

一方，STZ+water 群の腎臓では，糸球体のメサンギウム

基質領域の拡大が認められたが，STZ+WER 群ではこれ

が抑制されていた（図 7）．データは示さないが，

STZ+water 群の腎において，尿細管間質で限局性の慢性

炎症性細胞浸潤および肉芽形成が見られたが，

STZ+WER 群ではこのような異常は認められなかった．

考　察

WER は，マンネンタケ菌糸体を固形培地に接種し，約

3.5 ヶ月培養後，子実体発生直前に培地と共に熱水抽出・

凍結乾燥したものであり，滋養強壮を目的とした健康食

品として用いられている．WER は，マンネンタケの菌糸

体成分に加え，水溶性リグニンをはじめとした菌糸体に

よる固形培地の分解物や菌糸体の自己消化成分等を含有

しており，生理活性として，免疫賦活作用22)，抗腫瘍作

用23) などがこれまでに報告されている．WER の健康食

品としての使用例では，高血糖や高血圧，肝機能の改善

等の様々な効果が認められているが，科学的な証明はほ

とんどなされておらず，その生理活性についての基礎的

検討も十分ではない．我々は，WER の生活習慣病の予防

や改善効果について動物実験による検討を行い，これま

でに WER が α-グルコシダーゼであるマルターゼ，アミ

ラーゼおよびスクラーゼの阻害活性を有すること，正常

血糖マウスにおけるマルトース負荷後の血糖値の上昇が

WER の前投与によって抑制されることを明らかにして

いるが12)，糖尿病態の高血糖や酸化ストレスによる二次

的障害に対する WER の予防・改善効果については未検

討であった．また，当研究室では，糖尿病ラットの一過

性脳虚血障害に対する WER の脳保護作用24) についても

明らかにしており，この作用は虚血再灌流時に発生する

酸化ストレスの軽減に起因すると考えられたが，WER の

抗酸化活性についての詳細は明らかではなかった．さら

に，WER の原料であるマンネンタケ菌糸体の繁茂・蔓延

から子実体の発生に至るまでの経過に伴う生理活性の変

化についても未検討であった．そこで，今回，菌糸体の

培養期間別（1~5 ヶ月）に調製した WER の成分組成を

調査し，さらに in vitro における抗酸化作用評価実験を

行った．その結果，WER の含有成分のうち，特にリグニ

ン含量が菌糸体の繁茂に伴って増加することが明らかに

なった．抗酸化作用については，菌糸体を 2～4 ヶ月間培

養し調製した WER が比較的強い O2
− 消去能および過酸

化脂質産成抑制作用を有することが示された．これまで

マンネンタケの子実体を用いた研究は数多く，子実体の

図 7 Effects of WER on histological alteration in STZ-induced
diabetic kidney in mice. Kidney sections stained with

hematoxylin and eosin (H&E) from Normal+water (A),

Normal+WER (B), STZ+water (C), STZ+WER (D). Diabetic

kidney showed expansion of mesangial matrix, whereas WER

treated diabetic kidney showed normal glomeruli. H&E,

horizontal bar: 20 µm.

図 6 Histological findings of STZ-induced diabetic liver damage in
mice. Liver sections stained with hematoxylin and eosin

(H&E) from Normal+water (A), Normal+WER (B),

STZ+water (C), STZ+WER (D). Diabetic liver showed

moderate dilation of hepatic sinusoids ((C); arrows) and slight

hepatocellular degeneration, whereas WER treated diabetic

liver showed slight sinusoidal dilation. H&E, horizontal bar:

50 µm.
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熱水抽出物が過酸化脂質産生抑制能やラジカル捕捉能な

どの抗酸化作用を有することが報告されている25)．マン

ネンタケからは，多糖体 (GLPS) やトリテルペノイドな

ど 100 を超える生理活性物質が単離されており，なかで

も GLPS は，マンネンタケの生理活性の中心をなす成分

として多数の研究報告がなされている．また，Sun ら26)

は，発酵霊芝粉末より抽出した水溶性ペプチド (GLS) が

強いラジカル捕捉能や過酸化脂質産生抑制能を有するこ

とを報告しており，マンネンタケの広範な効能は，この

ような強い抗酸化活性に基づいている可能性が示されて

いる．一方，マンネンタケ菌糸体の抗酸化作用について

の研究はほとんどない．Yang ら25) は，ラジカルを介し

た四塩化炭素による肝毒性に対して，菌糸体由来のプロ

テオグリカン (GLPG) が保護作用を示すことを報告して

いる．今回明らかになった WER の抗酸化能は，マンネ

ンタケ子実体熱水抽出物27) とほぼ同等であった．WER

の抗酸化活性成分としては，多糖体，プロテオグリカン，

テルペノイドなどマンネンタケ菌糸体由来成分に加え，

菌糸体による固形培地の分解物である水溶性リグニンや

菌糸体の自己消化成分等が考えられるが，その活性本体

については今後検討が必要である．

WER が比較的強い抗酸化活性を有することから，STZ

誘発糖尿病マウスに WER を長期間経口投与し，血糖値

への影響を調査した．その結果，WER は正常血糖マウス

の血糖値に影響を与えることなく，STZ 群における血糖

上昇をマイルドに抑制した．また，d-ROMs テストの結

果から，STZ マウスにおける体内酸化ストレスの増大が

WER により抑制されることが明らかになった．さらに，

糖尿病態における中性脂肪値や臓器の過酸化脂質含量お

よび抗酸化酵素活性に対する WER の影響について検討

したところ，STZ マウスにおいては，中性脂肪値の上昇，

肝臓，腎臓，および心臓の過酸化脂質含量の増加が確認

され，また，肝臓および腎臓において SOD，CAT，およ

び GPx 活性の低下が認められたが，これらの異常が

WER によって抑制され，正常レベルに維持されることが

示された．組織化学的な検討から，STZ マウスの肝臓に

おいては肝細胞の萎縮と類洞の拡張が認められたが，

WER を投与したマウスではこれらの異常が抑制されて

おり，また，肝障害の指標である AST および ALT 値も

正常レベルに近い値を示した．また，WER は，STZ マウ

スの腎臓において認められた糸球体のメサンギウム基質

領域の拡大も抑制した．糖尿病態下では，細胞膜の不安

定化や機能性タンパク質の障害による肝細胞障害，同様

の糸球体毛細血管内皮の障害に起因したメサンギウム領

域の活性化が生じるが，WER は，STZ マウスにおける酸

化ストレスの増大やこれら肝臓，腎臓の組織障害に対し

て保護効果を示すことが明らかになった．

酸化ストレスは脂質の過酸化や酵素などの機能性タン

パク質の障害を引き起こし，酸化ダメージによる細胞死

および様々な血管作動性物質の産生を誘導することによ

り，生体機能に悪影響を及ぼす28)．糖尿病における持続

的高血糖状態では，血管内皮細胞における AGEs 産生に

伴う ROS の発生や，グルタチオン系などの ROS 消去機

能の低下，プロテインキナーゼ C の活性化等により，血

管障害や動脈硬化が進行し，様々な合併症が引き起こさ

れる1,28)．また，糖尿病態における抗酸化ビタミンやグル

タチオンなどの生体内抗酸化因子の消費の増大や，抗酸

化酵素活性の低下等の生体内抗酸化力の低下は，さらな

る ROS の増大を引き起こす1,28)．また，長期にわたるイ

ンスリンの絶対的または相対的不足は，糖および脂質代

謝異常を原因とする種々の系路を介して糖尿病の増悪化

を招くと考えられている．

近年，多くの基礎研究や疫学研究から抗酸化食品や食

品成分の摂取による酸化ストレスの軽減に注目が集まっ

ており，これまでに，赤ワイン2)，ルチン3)，熱帯性薬用

植物である Scoparia dulcis のエキス29) 等によって，糖尿

病における高血糖状態や抗酸化酵素活性の低下等の異常

が抑制されたとの報告があり，今回の WER の効果にお

いても，その作用メカニズムや活性本体の詳細は不明で

あるものの，WER の抗酸化能による寄与が大きいと推察

できる．マンネンタケ成分の血糖降下作用については，

マンネンタケ子実体に含まれる多糖類のガノデラン A

および B30)，α-グルコシダーゼ阻害作用を示す SKG-3 な

どが報告されている31)．当研究室においても，WER の

α-グルコシダーゼ阻害作用をすでに報告しており12)，

WER の血糖上昇抑制のメカニズムの一つに，α-グルコシ

ダーゼ阻害作用が含まれていると考えられる．また，マ

ンネンタケの子実体から熱水抽出された分子量約 58 万

の多糖類が，膵臓 B 細胞からのインスリン分泌を促進す

るとの報告がなされている10)．今回，データは示さなかっ

たが，WER の血中インスリン量に対する影響は認められ

なかったことから，今後血糖上昇抑制のメカニズムを明

らかにするために，さらなる調査が必要であると考えて

いる．

結　論

本研究結果より，WER の長期摂取は糖尿病態における

体内の酸化ストレスを軽減し，マイルドな高血糖改善効

果をあらわすことが示された．また，WER は，糖尿病態

における肝臓および腎臓の組織障害に対して保護効果を

示した．今後は，WER の血糖上昇抑制成分の探索とその
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メカニズムの解明についてさらに検討を行う必要がある

と考えられる．
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ABSTRACT

Antioxidant Properties of a Water-soluble Extract from Culture Medium of 

Ganoderma lucidum (Rei-shi) Mycelia and Antidiabetic Effects in 

Streptozotocin-treated Mice

Mari OKAZAKI1, Aiko TANAKA1, Yuko HATTA1, Yukiko KAWAHARA1, Shinya KAMIUCHI1, Naohiro IWATA1, 

Satoshi ASANO2, Fumiko SUZUKI3, Hiroshi IIZUKA3, Yasuhide HIBINO1

1 Laboratory of Immunobiochemistry, Department of Clinical Dietetics & Human Nutrition, Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

Josai University

2 Post-marketing surveillance, Development & Medical Affairs Division, GlaxoSmithKline K.K.

3 Noda Shokukinkogyo Co. Ltd.

Objective: Ganoderma lucidum (Rei-shi) is widely used as an alternative medicine agent to promote health and longevity.  The

water-soluble extract from culture medium of Ganoderma lucidum mycelia (WER) is prepared from a solid medium composed of

bagasse and rice bran overgrown for 3–4months with Ganoderma lucidum mycelia.

Design: In this study, we evaluate antioxidant activity of WER in vitro, and examined the effects of oral treatment of WER on

oxidative stress in streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice.

Method: Male ICR mice were treated with STZ (150mg/kg, i.p.) and were housed for a week for induction of experimental diabetic

state.  WER (1 g/kg daily) was orally administered for an additional 9 weeks, and the levels of blood glucose, oxidative stress in

plasma, liver and kidney of the mice were assessed.

Result: WER inhibited generation of superoxide anion and lipid peroxidation in concentration dependent manner in vitro.  Oral

administration of WER to diabetic mice significantly reduced the levels of blood glucose, hydroperoxides, triglyceride, ALT, and

AST.  Moreover, WER prevented the increase in lipid peroxide levels and the decrease in activity of antioxidant enzymes (super-

oxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase) in liver and kidney of diabetic mice.  In addition, histochemical studies revealed

that treatment of WER precluded the sinusoidal dilation in liver and expansion of mesangial matrix in kidney of diabetic mice.  Nor-

mal mice treated with WER showed no change in any parameters studied.

Conclusion: These data suggested that WER can act as an antioxidant in vivo, and show the antidiabetic effects by relieving diabetic

hyperglycemia-induced oxidative stress.

Key words: water-soluble extract of Ganoderma lucidum mycelia (WER), antidiabetic, oxidative stress, streptozotocin, mice




