
Body Fat-Reducing Effects of Whey Protein Diet    

in Male Mice 
 
 
 
 
 

 
 
 

日本大学大学院医学研究科博士課程 

内科系小児科学専攻 

 

 

 

 

 

 

中﨑 公隆 

修了年 2024 年 

指導教員 長野 伸彦 



Citation: Nakazaki, K.; Nagano, N.;

Katayama, D.; Shimizu, S.; Matsuda,

K.; Tokunaga, W.; Aoki, R.; Fuwa, K.;

Morioka, I. Body Fat-Reducing

Effects of Whey Protein Diet in Male

Mice. Nutrients 2023, 15, 2263.

https://doi.org/10.3390/

nu15102263

Academic Editor: Shanon L.

Casperson

Received: 25 April 2023

Revised: 6 May 2023

Accepted: 9 May 2023

Published: 10 May 2023

Copyright: © 2023 by the authors.

Licensee MDPI, Basel, Switzerland.

This article is an open access article

distributed under the terms and

conditions of the Creative Commons

Attribution (CC BY) license (https://

creativecommons.org/licenses/by/

4.0/).

nutrients

Article

Body Fat-Reducing Effects of Whey Protein Diet in Male Mice
Kimitaka Nakazaki †, Nobuhiko Nagano *,† , Daichi Katayama, Shoichi Shimizu , Kengo Matsuda,
Wataru Tokunaga, Ryoji Aoki, Kazumasa Fuwa and Ichiro Morioka

Department of Pediatrics and Child Health, Nihon University School of Medicine, Tokyo 173-8610, Japan;
nakazaki.kimitaka@nihon-u.ac.jp (K.N.); katayama.daichi@nihon-u.ac.jp (D.K.);
shimizu.shoichi@nihon-u.ac.jp (S.S.); matsuda.kengo@nihon-u.ac.jp (K.M.);
tokunaga.wataru@nihon-u.ac.jp (W.T.); aoki.ryoji@nihon-u.ac.jp (R.A.); fuwa.kazumasa@nihon-u.ac.jp (K.F.);
morioka.ichiro@nihon-u.ac.jp (I.M.)
* Correspondence: nagano.nobuhiko@nihon-u.ac.jp; Tel.: +81-3-3972-8111
† These authors contributed equally to this work.

Abstract: This study investigated the mechanism of reducing body fat via whey protein diet. Pregnant
mice were fed whey or casein, and their offspring were fed by birth mothers. After weaning at
4 weeks, male pups received the diets administered to their birth mothers (n = 6 per group). At
12 weeks of age, body weight, fat mass, fasting blood glucose (FBG), insulin (IRI), homeostatic model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR), cholesterol (Cho), triglyceride (TG), the expression
levels of lipid metabolism-related genes in liver tissues and metabolomic data of fat tissues were
measured and compared between the groups. The birth weights of pups born were similar in the
two groups. Compared to the pups in the casein group, at 12 weeks of age, pups in the whey group
weighed less, had significantly lower fat mass, HOMA-IR and TG levels (p < 0.01, p = 0.02, p = 0.01,
respectively), and significantly higher levels of the antioxidant glutathione and the anti-inflammatory
1-methylnicotinamide in fat tissues (p < 0.01, p = 0.04, respectively). No differences were observed
in FBG, IRI, Cho levels (p = 0.75, p = 0.07, p = 0.63, respectively) and expression levels of lipid
metabolism-related genes. Whey protein has more antioxidant and anti-inflammatory properties
than casein protein, which may be its mechanism for reducing body fat.

Keywords: antioxidant effect; anti-inflammatory effect; glutathione; 1-methylnicotinamide;
metabolite analyses

1. Introduction

Japan is one of the developed countries where average birth weight has decreased
and the birth rate of low-birth-weight (LBW) infants has not declined [1]. LBW infants
have an elevated risk of developing diseases such as obesity and type 2 diabetes mellitus in
adulthood. The fetus undergoes physiological changes to adapt to its environment when
undernourished in utero, including slowed weight gain, resulting in relative overnutrition
when the nutritional environment improves after birth. The developmental origins of health
and disease (DOHaD) theory [2] affirm that disease risks need to be fully understood to
avoid their development over the lifespan. For pediatricians, the DOHaD theory supports
the idea that nutritional management in early childhood and pre-adolescence is necessary
to prevent disease development in the first place [3]. This study focused on whey protein, a
nutrient that can potentially protect LBW infants against metabolic syndrome later in life.

Whey protein, a nutrient-rich dairy protein that is abundant in dairy products such as
yogurt and cheese, is associated with many health benefits. Whey protein is considered
a functional food and has been increasingly demanded as a dietary supplement in recent
years [4]. Whey protein is also present in breast milk and artificial formulas. Protein
composition in breast milk changes over the lactation period. Colostrum consists of 90%
whey protein and 10% casein protein; however, the ratio shifts to 60% whey and 40%
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casein in mature breast milk. In contrast, cow milk usually consists of 20% whey and
80% casein proteins [4]. Major components of whey protein include lactoferrin, beta-
lactoglobulin, alpha-lactalbumin, glycomacropeptide, and immunoglobulin [5]. Increasing
evidence demonstrates the health-promoting effects of whey protein at the biochemical
level, including:

1 Glucose metabolism effect Whey protein improvement of insulin resistance by inhibit-
ing the secretion of serotonin in peripheral tissues and fibroblast growth factor 21 in
liver tissue [6].

2 Muscle protein synthesis effect Whey protein promotion of muscle synthesis by
activating the mammalian target of rapamycin (mTOR), a metabolic pathway required
for muscle synthesis [7].

3 Anti-inflammatory effect In a murine hepatitis model, whey protein suppression of
the production of inflammatory cytokines, thereby inhibiting hepatocyte necrosis
and apoptosis [8]. Similar results were found in clinics, where it suppressed the
inflammatory response in COPD patients [9].

4 Antioxidant effect Whey protein exhibition of antioxidant activities in vitro [10].
5 Lipid metabolism effect Whey protein promotes triglyceride degradation and in-

hibits fatty acid synthesis in mice by affecting transcription factors involved in lipid
metabolism [11].

Recently, clinical reports found LBW infants with non-obese type 2 diabetes mellitus.
Kuwabara et al. reported that LBW infants raised with adequate nutrition after birth often
develop type 2 diabetes in adulthood and that, at the time of onset, they had a significant
accumulation of visceral fat compared to subcutaneous fat [12]. Nagano et al. determined
that non-obese LBW infants in pre-adolescence often develop type 2 diabetes in adulthood,
and their body fat is in the normal range, while their muscle mass is deficient [13], sug-
gesting that muscle mass and lipid metabolism may be involved in the pathogenesis of
type 2 diabetes mellitus in individuals born as LBW infants. As a cause of this, it has been
reported that preterm infants have higher levels of oxidative stress markers compared
to full-term infants [14]. Moreover, males are reported to have higher levels of oxidative
stress markers than females; as a result, males are more prone to type 2 diabetes and
cardiovascular events [15,16]. Due to the effects of whey protein in promoting muscle
synthesis and improving glucose and lipid metabolisms, along with its anti-inflammatory
and antioxidant activities, feeding LBW infants a diet rich in whey protein during infancy,
early childhood, and pre-adolescence may help to prevent them from developing diabetes
later in life. However, the mechanism by which whey protein exerts these effects remains
to be perfectly elucidated [17].

Therefore, this study aimed to investigate the effect of whey protein on glucose and
lipid metabolism and identify the potential mechanism involved in body fat reduction
by measuring physical and biochemical changes in male mice exposed to whey protein
from embryonic development to adulthood in comparison to mice raised exposed to casein
protein diet over the same period.

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Animals

All experimental protocols and procedures were approved by the Animal Experimen-
tation Committee of Nihon University Itabashi Hospital (approval ID: AP20MED018-1,
approval date: 5 June 2020). Pregnant Institute of Cancer Research (ICR) dams at gestational
day 2 (GD2) were purchased from Sankyo Labo Service Corporation, Inc. (Tokyo, Japan).

2.2. Rearing Conditions

ICR pregnant mice were divided into two groups upon arrival, the casein and whey
dietary groups. After birth, male pups were selected and raised on the same diet as
their mothers. All mice were reared under the temperature of 22 ± 2 ◦C, humidity of
55 ± 5%, and 12/12 h light/dark cycles. In the casein group, mice were reared on AIN-93G,
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a standard rodent feed administered during pregnancy and growth periods in murine
experiments (casein 20%, L-cystine 0.3%, corn starch 39.7486%, alpha-corn starch 13.2%,
sucrose 10.0%, soybean oil 7.0%, cellulose powder 5.0%, mineral 3.5%, vitamin 1.0%, choline
bitartrate 0.25%, tertiary butyl hydroquinone 0.0014%: energy 359 kcal) (Oriental Yeast
Co., Ltd. Tokyo, Japan) [18]. In the whey group, the mice were reared on a modified blend
of AIN-93G in which the casein component was replaced by whey. Pups were reared to
12 weeks of age before physical and biochemical measurements (Figure 1).

Nutrients 2023, 15, x FOR PEER REVIEW 3 of 14 
 

 

2.2. Rearing Conditions 
ICR pregnant mice were divided into two groups upon arrival, the casein and whey 

dietary groups. After birth, male pups were selected and raised on the same diet as their 
mothers. All mice were reared under the temperature of 22 ± 2 °C, humidity of 55 ± 5%, 
and 12/12 h light/dark cycles. In the casein group, mice were reared on AIN-93G, a stand-
ard rodent feed administered during pregnancy and growth periods in murine experi-
ments (casein 20%, L-cystine 0.3%, corn starch 39.7486%, alpha-corn starch 13.2%, sucrose 
10.0%, soybean oil 7.0%, cellulose powder 5.0%, mineral 3.5%, vitamin 1.0%, choline bi-
tartrate 0.25%, tertiary butyl hydroquinone 0.0014%: energy 359 kcal) (Oriental Yeast Co., 
Ltd. Tokyo, Japan) [18]. In the whey group, the mice were reared on a modified blend of 
AIN-93G in which the casein component was replaced by whey. Pups were reared to 12 
weeks of age before physical and biochemical measurements (Figure 1). 

 
Figure 1. Experimental procedures. Study flow. 

2.3. Body Weight 
Pups were weighed once a week from birth to 12 weeks of age. 

2.4. Blood Glucose, Serum Insulin, and Insulin Resistance (HOMA-IR) 
At 12 weeks of age, adult male mice were fasted for 12 h and then dissected under 

isoflurane inhalation anesthesia (5% induction, 2% maintenance). Blood was collected 
from the heart by cardiac puncture via a midline incision. Blood glucose levels were meas-
ured using a Stat Strip XP2 (Nipro, Osaka, Japan). Next, serum was separated from total 
blood by centrifugation at 3000 rpm for 5 min and stored at −20 °C. Serum insulin was 
assessed for immunoreactive insulin levels (IRI) using a mouse/rat total insulin (high sen-
sitivity) assay kit (Immuno-Biological Laboratories Co., Fujioka, Gunma, Japan). Serum 
was also assayed for insulin resistance using the human formula for the homeostasis 
model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) [19]. 

2.5. Body Composition and Fat Weight 
Body composition was measured using a bioelectrical impedance spectroscopy (BIS) 

device for laboratory animals (ImpediVETTM: Bioresearch Center, Co., Ltd., Nagoya, Ja-
pan) [20]. To estimate fat mass (FM) and fat-free mass (FFM), we measured the BIS differ-
ences in the electrical conductivity of biological tissues since adipose tissue is less conduc-
tive than muscle and other tissues due to lower water per unit volume. Fat weight was 
evaluated, and all observable adipose tissue was dissected. 

Figure 1. Experimental procedures. Study flow.

2.3. Body Weight

Pups were weighed once a week from birth to 12 weeks of age.

2.4. Blood Glucose, Serum Insulin, and Insulin Resistance (HOMA-IR)

At 12 weeks of age, adult male mice were fasted for 12 h and then dissected under
isoflurane inhalation anesthesia (5% induction, 2% maintenance). Blood was collected from
the heart by cardiac puncture via a midline incision. Blood glucose levels were measured
using a Stat Strip XP2 (Nipro, Osaka, Japan). Next, serum was separated from total blood by
centrifugation at 3000 rpm for 5 min and stored at −20 ◦C. Serum insulin was assessed for
immunoreactive insulin levels (IRI) using a mouse/rat total insulin (high sensitivity) assay
kit (Immuno-Biological Laboratories Co., Fujioka, Gunma, Japan). Serum was also assayed
for insulin resistance using the human formula for the homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) [19].

2.5. Body Composition and Fat Weight

Body composition was measured using a bioelectrical impedance spectroscopy (BIS)
device for laboratory animals (ImpediVETTM: Bioresearch Center, Co., Ltd., Nagoya,
Japan) [20]. To estimate fat mass (FM) and fat-free mass (FFM), we measured the BIS
differences in the electrical conductivity of biological tissues since adipose tissue is less
conductive than muscle and other tissues due to lower water per unit volume. Fat weight
was evaluated, and all observable adipose tissue was dissected.

2.6. Serum Lipoprotein Fractionation

Serum lipoproteins were separated into distinct fractions based on their cholesterol
and triglyceride contents using gel-permeation high-performance liquid chromatography
(HPLC) according to a method previously described (LipoSEARCH®; Skylight Biotech,
Akita, Japan) [21–23]. Cholesterol and triglyceride values were estimated in total and for
each of the major lipoprotein classes: very-low-density lipoprotein (VLDL), low-density
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lipoprotein (LDL), and high-density lipoprotein (HDL) based on the peaks in the HPLC
elution profile corresponding to different lipoprotein particle sizes [22].

2.7. Gene Expression Analysis of Liver Tissue

RNA expression levels of the genes related to lipid metabolism in the liver (PPARα, PPARγ,
SREBP1c, HSL, and LPL) were measured using real-time quantitative polymerase chain reaction
(RT-qPCR). RNA was isolated from frozen liver tissue of male mice (n = 5 per group) using the
protocol provided by ReliaPrep RNA Miniprep Systems (Promega Corporation, Madison,
WI, USA). RNA was reverse-transcribed to complementary DNA using ReverTra Ace qPCR
RT Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan) on an ABI Geneamp 9700 PCR-Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Tokyo, Japan). RT-qPCR was
performed using KOD-Plus-Ver.2 polymerase mix (Toyobo Co., Ltd.) on an ABI Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.).
In this study, we used the same primers as in a previous report [11] as a reference. These
primers were manufactured by Takara Bio Inc. (Kusatsu, Japan).

2.8. Metabolomic Analysis of Adipose Tissue

A sample of frozen adipose tissue from male mice (approximately 50 mg, n = 5 per
group) was placed in a homogenization tube with zirconia beads (5-mmϕ and 3-mmϕ),
to which 1500 µL of 50% acetonitrile/Milli-Q water containing internal standards (H3304-
1002, Human Metabolome Technologies, Inc. Yamagata, Japan) was added. Two cycles
of homogenization at 1500 rpm for 120 s at 4 ◦C were performed using a beaded shaker
(Shake Master NEO, BioMedical Science, Tokyo, Japan). Next, the sample was centrifuged
at 2300× g for 5 min at 4 ◦C to remove high-molecular-weight components. Then, 400 µL
supernatant was collected, centrifuged at 9100× g for 120 min at 4 ◦C, and filtered using a
Millipore 5-kDa cut-off filter (Human Metabolome Technologies, Inc. (HMT), Tsuruoka,
Yamagata, Japan). Finally, the filtrate was dried by vacuum evaporation and dissolved in
50 µL Milli-Q water. This solution was subjected to metabolomic analysis using capillary
electrophoresis time-of-flight mass spectrometry [24,25] on an Agilent CE system (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Peak area, m/z, and migration time data of
the mass spectrum peaks (range: 50–1000 m/z) were calculated for peaks automatically
detected using integrated software (Keio University, Shizuoka, Japan) [26]. The chemical
species associated with each peak was identified based on its m/z value and migration time
with reference to the HMT metabolite database. Relative levels of each metabolite were
calculated by normalizing the peak area with the internal standards and sample volume.

Principal component analysis and hierarchical cluster analysis were performed accord-
ing to previously described methods [27].

2.9. Serum and Urine Creatinine

Serum samples were collected as described in Section 2.4, and serum creatinine was
measured using enzymatic method. Urine creatinine was measured in 24 h urine sam-
ples, collected while mice were kept in a metabolic cage for laboratory animals, using a
conventional creatinine deaminase-based enzymatic method.

2.10. Statistical Analysis

Data are reported as mean ± standard error of the mean. Each outcome was compared
between the experimental (whey) and control (casein) groups using Mann–Whitney U test,
using JMP statistical software (ver. 14.0: SAS Institute, Cary, NC, USA). When p < 0.05,
the differences were considered statistically significant, and when 0.05 < p < 0.10, the
differences were considered marginally significant.



Nutrients 2023, 15, 2263 5 of 13

3. Results
3.1. Body Weight History

Body weight at birth was not significantly different between the two groups. However,
every week thereafter, the weight was lower in the whey group than in the casein group.
At 12 weeks, body weight was significantly lower in the whey group than in the casein
group (48.3 g vs. 61.0 g, p < 0.01) (Figure 2a,b).
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3.2. Blood Glucose, IRI, and HOMA-IR

Fasting blood glucose levels were not significantly different between the two groups
(177.5 mg/dL vs. 184.7 mg/dL, p = 0.75). IRI was marginally lower in the whey than in the
casein group (22.0 µIU/mL vs. 47.0 µIU/mL, p = 0.07). HOMA-IR was significantly lower
in the whey than in the casein group (7.9 vs. 19.2, p = 0.02) (Figure 2c–e).

3.3. Fat Weight and Body Composition

Fat weight was significantly lower in the whey than in the casein group (2.4 g vs. 3.8 g,
p < 0.01). However, body composition was similar in both groups in terms of FFM (67.9%
vs. 64.7%, p = 0.63) and FM (32.0% vs. 35.3 %, p = 0.63) (Figure 2f–h).

3.4. Serum and Urine Creatinine

Creatinine levels were marginally higher in serum in the whey group than in the casein
group (0.11 mg/dL vs. 0.14 mg/dL, p = 0.06) and significantly higher in urine (35.8 mg/dL
vs. 54.6 mg/dL, p = 0.02) (Figure 2i,j).

3.5. Serum Lipoprotein Fractions

For cholesterol levels, no significant differences in total or individual values were
observed between the two groups (total: 173.51 mg/dL vs. 153.46 mg/dL, p = 0.63; VLDL:
10.85 mg/dL vs. 10.94 mg/dL, p = 0.94; LDL: 25.16 mg/dL vs. 23.38 mg/dL, p = 0.52; HDL:
136.44 mg/dL vs. 116.16 mg/dL, p = 0.26) (Figure 3a–d). In contrast, triglyceride levels
were significantly lower in the whey group than in the casein group for every outcome
measured (total: 51.47 mg/dL vs. 119.2 mg/dL, p = 0.01) (Figure 3e).
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Figure 3. Body composition and serum lipoprotein levels. (a) Total cholesterol. (b) VLDL, (c) LDL,
and (d) HDL-cholesterol. (e) Total triglyceride. Data are shown as the mean ± standard error of
the mean (n = 6 per group). HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; VLDL,
very-low-density lipoprotein.



Nutrients 2023, 15, 2263 7 of 13

3.6. Hepatic Gene Expression

RT-qPCR analysis showed that the hepatic expression of PPARα was marginally higher
in the whey than in the casein group (p = 0.08); however, no other differences were observed
for any of the other lipid metabolism-related genes evaluated (PPARγ, p = 0.27; SREBP1c,
p = 0.73; HSL, p = 0.58; LPL: p = 0.25) (Figure 4a–e).
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(n = 5 per group). PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor γ; PPARα, peroxisome
proliferator-activated receptor α; SREBP-1c, sterol regulatory element-binding protein-1c; HSL,
hormone-sensitive lipase; LPL, lipoprotein lipase.

3.7. Adipose Metabolism

Results of the main component analysis or the hierarchical clustering heatmap did
not show clear differences between the groups (Figure 5a,b; Supplementary Tables S1–S3).
Table 1 shows the metabolites that were measured and associated with antioxidant and anti-
inflammatory effects. The levels of glutathione, 1-methylnicotinamide, and myo-inositol
phosphates (1-phosphate + 3-phosphate) were significantly higher in the whey group than
in the casein group (p < 0.01, p = 0.04, and p = 0.01) (Figure 6a–c).

Table 1. Summary of metabolite analysis in the adipose tissue.

(a) Antioxidant Markers

Comparative Analysis
Group Whey vs. Casein

Category Compound name Ratio p-value

Antioxidant

Ascorbic acid 1.1 0.775
Carnosine 22 0.323

Glutathione 7.1 0.004
Hypotaurine 29 0.286
Tartaric acid 0.6 0.458
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Table 1. Cont.

(b) Anti-inflammatory markers

Comparative Analysis
Group Whey vs. Casein

Category Compound name Ratio p-value

Anti-inflammatory 1-Methylnicotinamide 2.0 0.044
Histidine 1.6 0.243

(c) Glucose metabolism markers

Comparative Analysis
Group Whey vs. Casein

Category Compound name Ratio p-value

Glucose metabolism myo-Inositol
phosphates 3.1 0.013
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4. Discussion

In the present study, whey protein intake activated lipid metabolism, reduced fat mass,
and decreased insulin resistance in the mouse model. We theorize that these results were
obtained because whey protein intake accelerated β-oxidation and anti-inflammatory and
antioxidant activities (Figure 7a,b).
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4.1. Lipid Metabolism

We found that mice raised on a whey protein diet had significantly lower level serum
total-triglyceride than the ones raised on a casein protein diet. In addition, mice in the whey
protein group had significantly higher PPARα RNA expression that those in the casein
group. A previous report showed that whey protein increases PPARα expression [11],
and that PPARα increases intracellular mitochondrial β-oxidation and activates lipid
metabolism [28]. Therefore, we speculate that whey protein intake promotes triglyceride
utilization by increasing PPARα expression. Furthermore, the adipose tissue of these mice
in the whey protein group contained significantly higher levels of 1-methylnicotinamide, a
metabolite of nicotinamide, compared to the casein group. Since 1-methylnicotinamide has
anti-inflammatory and β-oxidation-limiting effects [29], we hypothesize that whey protein
intake improves lipid metabolism by regulating β-oxidation (Figure 7a).

4.2. Glucose Metabolism

In adipocytes, disrupting the mechanisms regulating adipocytokine production results
in the excessive production of inflammatory cytokines, leading to insulin resistance [30]. In
addition, severe oxidative stress decreases and inactivates insulin receptors of adipocytes,
resulting in reduced gene expression and secretion of insulin in these cells [31,32]. Our
metabolomic analysis indicated that levels of 1-methylnicotinamide and glutathione in
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adipose tissue were significantly higher in the whey group than in the casein group. We
speculate that increased 1-methylnicotinamide due to whey protein intake suppressed
chronic inflammation in adipocytes, thereby improving insulin resistance (Figure 7a). Whey
protein also exerts antioxidant effects by increasing glutathione levels [33,34]; therefore,
this is another plausible mechanism for the amelioration of insulin resistance observed
(Figure 7b).

4.3. Improvement Myogenic Insulin Resistance

Compared to soy protein, whey protein has been reported to decrease the circulating
levels of interleukin-6 and tumor necrosis factor-α and affect muscle metabolism [35]. In
our study, whey protein was found to increase the level of the anti-inflammatory marker
1-methylnicotinamide in adipose tissue compared to casein protein. Greater muscle mass
due to elevated serum creatine can reduce myogenic insulin resistance [36]. In this study, we
did not measure muscle mass, and the two groups analyzed had statistically similar body
compositions. From these results, whey protein may have the potential to reduce visceral
fat more than subcutaneous fat. One possible reason why no difference was observed in
FFM could be due to the relatively short duration of the intervention period for both whey
and casein protein diets. However, we determined that serum creatine was significantly
higher in the whey group than in the casein group. Whey protein is commonly used as a
dietary supplement to increase muscle mass [37] along with increasing creatine; thus, whey
protein may have influenced creatinine in this study. Elevated levels of serum creatine
caused by whey protein intake may improve insulin resistance.

4.4. Myo-Inositol Phosphates

In the present study, metabolome analysis showed that myo-inositol 1-phosphate and
myo-inositol 3-phosphate levels in adipose tissue were significantly higher in the whey
group than in the casein group. Myo-inositol is a component of membrane phospholipids
that plays a role in signal transduction. Rats with compromised myo-inositol expression
show high liver triglyceride content [38]. Both myo-inositol 1-phosphate and myo-inositol
3-phosphate belong to the myo-inositol metabolic pathway. Myo-inositol improves insulin
resistance [39]. Although no reports of improved glucose or lipid metabolism directly
caused by myo-inositol 1-phosphate or myo-inositol 3-phosphate are available, our findings
suggest a potential connection.

4.5. Infant and Oxidative Stress

Matsubasa et al. collected urine samples from fifty Japanese very-low-birthweight infants
on various days after birth and measured the oxidative stress marker, 8-hydroxydeoxyguanosine.
Their results showed that urine 8-hydroxydeoxyguanosines in very-low-birthweight in-
fants were higher than those in full-term infants, and that oxidative stress marker levels
decreased as the weight increased after birth [40]. Piyush et al. also reported that small-for-
gestational age infants born to malnourished mothers had higher levels of the oxidative
stress marker, malondialdehyde, and lower levels of enzymes in the antioxidative systems,
such as superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase than appropriate-for-
gestational age infants to healthy mothers [41]. These results suggest that infants with low
birth weight and high prenatal stress had higher oxidative stress and lower antioxidant
capacity. In our current study, it was found that nutrition with whey protein from the
neonatal period improved antioxidant and anti-inflammatory capacity. Therefore, it may
be possible to feed these children with whey protein to reduce oxidative stress and improve
antioxidant capacity.

4.6. Comparison of the Antioxidant and Anti-Inflammatory Effects of Breast Milk and Formula

Breast milk is considered the best source of nutrition for infants in many respects.
Breast milk contains carbohydrates, proteins, fats, vitamins, minerals, digestive enzymes
and hormones. The protein composition of breast milk adapts to the growth of the
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child, which changes over time, and the proportion of whey protein and casein protein
changes [42]. Breast milk is also considered superior to artificial milk in terms of antioxidant
and anti-inflammatory properties. Aycicek et al. examined fifty-four healthy-term infants
fed breast milk or a cow’s milk modified formula and found that oxidative stress markers
were lower in the breast milk group [43]. In a study using a human intestinal model, Allan
et al. determined that breast milk reduced interleukin-8, a marker of inflammation in
the intestinal epithelium, down-regulated toll-like receptor 4 expression, and suppressed
inflammatory responses [44]. These reports suggested that the superior antioxidant and
anti-inflammatory effects of breast milk compared to formula are due to the higher propor-
tion of whey protein in breast milk. Therefore, changing the protein ratio and increasing
the proportion of whey protein over casein protein may strengthen the antioxidant and
anti-inflammatory effects. Oxidative stress is a contributing factor to cell damage and the
exacerbation of several chronic diseases. Dietary antioxidants aid in fighting against free
radicals and thereby prevent or reduce oxidative stress. Corrochano et al. reported that
oxidative stress contributes to cell injury and aggravates several chronic diseases, and
compared whey from different milk sources and contextualized whey proteins within the
broader spectrum of known food antioxidants [45]. However, for whey proteins to be
effective in boosting antioxidant levels in target organs, their antioxidant activity must
survive not only processing, but also upper gut transit and arrival in the bloodstream. In
this study, it was shown that direct cell exposure to whey samples can increase intracellular
antioxidants such as glutathione. The physiological relevance of these in vitro assays is
questionable, and there is conflicting evidence from dietary intervention trials involving
rats and humans that whey products can boost cellular antioxidant biomarkers.

5. Future Directions

We will continue to test whey protein interventions in an LBW, non-obese, hyper-
glycemic mouse model and obese animal models with high-fat diet challenge to examine
its effects on fat weight and insulin resistance. Furthermore, since mice were reared ex-
clusively on either whey protein or casein protein in these experiments, examining mixed
interventions in which whey and casein are administered together at different ratios will
be necessary. Such mixed formulations must be investigated to apply the interventions in
clinical practice.

6. Conclusions

Whey protein intervention started in the fetal period seems to increase the levels of
several metabolites with anti-inflammatory and antioxidant effects, leading to reduced fat
weight and improved insulin resistance.
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主論文の和文の要約 

氏名：中﨑公隆 
博士の専攻分野の名称：博士（医学） 
論文題名：Body Fat-Reducing Effects of Whey Protein Diet in Male Mice 
           (雄マウスにおけるホエイタンパク食の体脂肪減少効果について) 

1. はじめに 
日本は先進国の中で、平均出生体重が減少し、かつ低出生体重児（low-birth-weight：LBW）
出生率は減少していない国の一つである 1)。 
低出生体重児は、成人期に肥満や 2 型糖尿病などの疾患を発症するリスクが高くなる。 
胎児は、子宮内で栄養不足になると、体重増加が遅れるなど環境に適応するために生理的な
変化を起こし、出生後に栄養環境が改善された場合、相対的に栄養過多となる。 
The developmental origins of health and disease(DOHaD)理論 2)では、病気のリスクを十分
に理解することで、生涯にわたって病気の発症を防ぐことができると考えられている。小児
科医にとって DOHaD 理論は、幼児期から青年期にかけての栄養管理が必要であるという
考えを支持している 3)。 
本研究では、低出生体重児の青年期でのメタボリックシンドローム罹患から保護する可能
性のある栄養素であるホエイタンパクに注目した。 
ホエイタンパクは、ヨーグルトやチーズなどの乳製品に多く含まれるタンパク質で、多くの
健康上の利点があると言われており、近年、機能性食品として需要が高まっている 4)。 
また、ホエイタンパクは、母乳や人工乳にも含まれている。母乳中のタンパク質の組成は、
授乳期間中に変化する。初乳は 90％のホエイタンパクと 10％のカゼインタンパクで構成さ
れているが、成乳ではその比率が 60%のホエイタンパクと 40%のカゼインタンパクに移行
する。一方、牛乳は、通常 20％のホエイタンパクと 80％のカゼインタンパクで構成されて
いる 4)。 
ホエイタンパクの主な成分としては、ラクトフェリン、βラクトグロブリン、αラクトアル
ブミン、グリコマクロペプチド、免疫グロブリンなどがあり 5)、ホエイタンパクはカゼイン
タンパクにくらべて成分表(表 1)の通り様々なタンパク質を含んでいる。カゼインタンパク
とホエイタンパクの構成アミノ酸を表 2 に示す。 
またホエイタンパクには以下の作用の報告がある。 
1：糖代謝効果 
ホエイタンパクは、末梢由来のセロトニンの分泌を抑制し、肝臓組織における fibroblast 
growth factor 21 の発現を抑制し、また食事性糖尿病の発症を予防する 6)。 
2：筋肉合成効果  
ホエイタンパクは、筋肉合成に必要な代謝経路に存在する mTOR（mammalian target of 
rapamycin）を活性化することにより、筋肉合成を促進する 7)。 
3：抗炎症作用  



マウス肝炎モデルにおいて、ホエイタンパクが炎症性サイトカインの産生を抑制すること
で、肝細胞の壊死やアポトーシスを抑制することがわかっている 8)。臨床においても COPD
患者の炎症反応を抑制するという同様の結果を示している 9)。 
4：抗酸化作用  
ホエイタンパクは、in vitro で抗酸化作用を示した 10)。 
5：脂質代謝効果  
ホエイタンパクは、脂質代謝に関わる転写因子に影響を与えることで、マウスにおいてトリ
グリセリドの分解を促進し、脂肪酸の合成を抑制する 11)。 
 
近年、低出生体重児の非肥満型 2 型糖尿病発症が臨床報告されている。 
桑原らは、出生後に十分な栄養を摂取して育った低出生体重児は、成人期以降に 2 型糖尿
病を発症することが多く、発症時に皮下脂肪に比べて内臓脂肪が有意に蓄積していること
を報告した 12)。 
また、長野らは、思春期前までは肥満ではなかった低出生体重児が成人期に 2 型糖尿病を
発症することが多く、体脂肪は正常範囲にあるが筋肉量は不足していることを明らかにし
た 13)。 
このことから、低出生体重児の 2 型糖尿病の発症には筋肉量と脂質代謝が関与している可
能性を示唆される。 
早産児は正期産児に比べて、酸化ストレスマーカーが高いことが報告されている 14)。さら
に、男性は女性よりも酸化ストレスマーカーのレベルが高く、その結果、男性は 2 型糖尿病
や心血管イベントを起こしやすいとも報告されている 15,16)。 
ホエイタンパクには、筋肉合成を促進し、糖・脂質代謝を改善する作用があり、さらに抗炎
症作用と抗酸化作用もあることから、低出生体重児に乳幼児期、幼児期、思春期前にホエイ
タンパクを多く含む食事を与えることは、その後の肥満や糖尿病などの発症を予防するの
に役立つと考えられる。しかし、ホエイタンパクがこれらの効果を発揮するメカニズムは、
まだ完全には解明されていない 17)。 
DOHaD 理論では、出生後の環境への適応変化は、胎内に存在するときから始まっている。
そのため、ホエイタンパクでの介入は、胎児期からが必要と考える。 
そこで本研究では、胎生期から成体期に至るまでホエイタンパクを摂取させた雄マウスを、
同期間カゼインタンパク食を摂取させた雄マウスと比較し、身体的および生化学的変化を
測定することにより、ホエイタンパクが糖・脂質代謝に及ぼす影響を調べ、体脂肪減少に関
与するメカニズムを明らかにする。 
 
2. 材料と方法 
2.1. 実験動物 
すべての実験計画および手順は、日本大学板橋病院動物実験委員会の承認を得た（承認 ID：



AP20MED018-1、承認日：2020 年 6 月 5 日）。 
妊娠 2 日目の ICR 系統の妊娠マウスは、三共ラボサービス株式会社（東京、日本）から購
入した。 
 
2.2. 飼育条件 
ICR 妊娠マウスは、到着後、カゼインタンパク食を与えるカゼイン群(C 群)とホエイタンパ
ク食を与えるホエイ群(W 群)の 2 群に分けられた。出生後、雄の仔マウスを選択し、母親
と同じ飼料で飼育した。カゼイン群では、マウス実験において妊娠・成長期に投与される標
準的な飼料である AIN-93G（カゼイン 20%、L-シスチン 0.3%、トウモロコシデンプン 39. 
7486%、α-トウモロコシデンプン 13.2%、スクロース 10.0%、大豆油 7.0%、セルロースパ
ウダー5.0%、ミネラル 3.5%、ビタミン 1.0%、酒石酸コリン 0.25%、ターシャリーブチル
ハイドロキノン 0.0014%：エネルギー359kcal）（オリエンタル酵母工業株式会社、東京都、
日本）で飼育した 18)。 
ホエイ群では、AIN-93G のカゼイン成分をホエイに置き換えたブレンド飼料でマウスを飼
育した。仔マウスは 12 週齢まで飼育した後、身体的および生化学的測定を行った（図 1）。 
 
2.3. 体重測定 
出生から 12 週齢まで週に 1 回の体重測定を実施した。 
 
2.4. 血糖値、血清インスリン、インスリン抵抗性(HOMA-IR) 
12 週齢の成体雄マウスを 12 時間絶食させ、イソフルラン吸入麻酔下で解剖した。血液は正
中切開による心臓穿刺で採取し、血糖、血清インスリン濃度(immunoreactive insulin 
levels :IRI)、インスリン抵抗指数(HOMA-IR)を測定した。 
 
2.5. 体組成と脂肪重量 
体組成はインピーダンス法を用い、体脂肪率(Fat mass：以下 FM)と除脂肪率(Free Fat mass：
以下 FFM)を測定した。FM は脂肪、FFM は体水分量とタンパク質量とミネラル量を合計
したもので実質臓器と筋肉量と高い相関を示す。脂肪重量は 観察可能な脂肪組織をすべて
採取し測定した。 
 
2.6. 血清リポ蛋白濃度 
血清リポ蛋白は、ゲル浸透高速液体クロマトグラフィー法（LipoSEARCH®; Skylight Biotech,
秋田、日本）を用いて、コレステロールとトリグリセリドを各々の分画に分離した 19-21)。 
 
2.7. 肝臓の脂質代謝関連遺伝子発現解析  
12 週齢の雄マウスの肝臓を用いて脂質代謝関連遺伝子（Peroxisome proliferator-activating 



receptorα： PPARα、 Peroxisome proliferator-activating receptor γ： PPARγ 、Sterol 
Regulatory Element-Binding Protein-1c：SREBP1c、Hormone sensitive lipase：HSL、
Lipoprotein lipase：LPL）の RNA 発現量を、リアルタイム定量ポリメラーゼ連鎖反応（RT-
qPCR）を用いて測定した。 
 
2.8. 脂肪組織のメタボローム解析 
12 週齢の雄マウスの脂肪組織（各群 n = 5）を用いてメタボローム解析を行った。 
 
2.9. 血清クレアチニンおよび尿クレアチニン 
血清クレアチニンは酵素法を用いて測定した。尿クレアチニンは、マウスを実験動物用代謝
ケージで 24 時間飼育して尿を採取し、酵素法により測定した。 
 
2.10. 統計学的系解析 
データは、平均±平均の標準誤差で表示した。2 郡間の比較は必要に応じて JMP ver.14 を
使用して、Mann-Whitney U 検定を行った。p 値＜0.05 を有意差ありとし、0.05＜p＜0.10
の場合はわずかに有意とした。 
 
3 結果 
3.1. 体重の推移 
出生時の体重は、両群間で有意な差はなかったが、その後、12 週齢まで一貫して W 群のほ
うが C 群より体重は低値であった。12 週間齢時の体重では、W 群 48.3g、C 群 61.0g と W
群で有意に低値だった(p＜0.01）（図 2a,b）。 
 
3.2. 血糖値、IRI、HOMA-IR 
平均空腹時血糖値は、両群間で有意差はなかった(W 群 177.5 vs C 群 184.7 mg/dL、p = 
0.75）。IRI は、C 群よりも W 群でわずかに低値だった（W 群 22.0 vs C 群 47.0μIU/mL、
p= 0.07）。HOMA-IR は、C 群より W 群で有意に低値だった（W 群 7.9 vs C 群 19.2、
p=0.02）（表 1）。 
 
3.3. 脂肪重量と体組成 
脂肪重量は、C 群よりも W 群で有意に低値だった（W 群 2.4 vs C 群 3.8g、p < 0.01)。し
かし、体組成は、両群とも FFM、FM に有意差はなかった。（W 群 67.9 vs C 群 64.7%、
p=0.63）、（W 群 32.0 vs C 群 35.3%、p=0.63）（表 2）。 
 
3.4. 血清および尿中 Cr 
血清 Cr 値は、C 群より W 群の方でわずかに高値だった(W 群 0.14 vs C 群 0.11mg/dL、



p=0.06)。また尿中 Cr 濃度は C 群よりも W 群で有意に高値だった(W 群 54.6 vs C 群 
35.8mg/dL、p=0.02）（表 3）。 
 
3.5. 血清リポ蛋白質分画 
血清コレステロール値については、(総コレステロール、VLDL(very low density lipoprotein)
コレステロール、LDL( low density lipoprotein)コレステロール、および HDL(high density 
lipoprotein)コレステロール)いずれ分画も両群間で有意差は認められなかった。（W 群 
173.51 vs C 群 153.46mg/dL、p=0.63; W 群 10.85 vs C 群 10.94 mg/dL、p=0.94; W 群  
25.16 vs C 群 23.38 mg/dL、p=0.52; W 群 136.44 vs C 群 116.16 mg/dL、p=0.26）。一方、
中性脂肪は、測定された全ての分画で、C 群よりも W 群で有意に低値だった（W 群 51.47 
vs C 群 119.2 mg/dL、p=0.01）（表 4）。 
3.6. 肝臓の脂質代謝関連遺伝子発現解析 
PPARα の発現は C 群よりも W 群でわずかに高値だった（p=0.08）。しかし、評価した他
の脂質代謝関連遺伝子(PPARγ, SREBP1c ,HSL, LPL)については、有意差は認められなか
った（PPARγ：p= 0.27、SREBP1c：p=0.73、HSL：p=0.58、LPL：p=0.25）（表 5）。 
 
3.7. 脂肪組織のメタボローム解析 
抗酸化作用をもつグルタチオン、抗炎症作用をもつ 1-メチルニコチンアミド、糖代謝に関
連するミオイノシトールリン酸（1-リン酸・3-リン酸）は、各々W 群で C 群より有意に高
値だった（グルタチオン：p < 0.01、1-メチルニコチンアミド：p=0.04、ミオイノシトール
リン酸：p=0.01）（表 6）。 
 
4. 考察 
本研究では、マウスモデルにおいて、ホエイタンパクの摂取が脂質代謝を活性化し、脂肪量
を減少させ、インスリン抵抗性を低下させることが確認された。 
これらの結果は、ホエイタンパクの摂取によりβ酸化の促進と、抗炎症作用と抗酸化作用が
認められたためと推論している（図 3 a,b）。 
 
4.1. 脂質代謝 
血清総トリグリセリド値は C 群に比べて W 群で有意に低値であり、qPCR において W 群
は C 群に比べて PPARα の RNA の発現量が高い傾向であることが確認された。 
以前の報告では、ホエイタンパクが PPARα の発現を増加させること 11)、PPARα が細胞
内のミトコンドリア β 酸化を増加させ、脂質代謝を活性化すること 22)が示されている。従
って、ホエイタンパクの摂取は、PPARα の発現を増加させることでトリグリセリドの利用
を促進すると推測される。 
さらに W 群の脂肪組織は、ニコチンアミドの代謝物である 1-メチルニコチンアミドがカゼ



イン群に比べ有意に高値であった。1-メチルニコチンアミドは抗炎症作用をもち、また肝臓
のβ酸化に関与する SIRT1 タンパクを安定化させ、β 酸化促進作用を有するため 23)、ホエ
イタンパクの摂取は β 酸化を調節することで脂質代謝を改善させると仮定される（図 3 a）。 
本研究では、コレステロールは両群間で有意差は認めなかったがトリグリセリドでは有意
差を認めた。ホエイ群ではトリグリセリドの利用がβ酸化亢進で亢進したため、低下した。
本研究では、コレステロール値は変化を認めなかった。 
4.2. 糖代謝 
本研究では、HOMA-IR がＷ群でＣ群に比べて低値であった。マウスでの HOMA-IR の基
準値はないため、総合的な評価にはなってしまうが、血清インスリン値としても W 群で低
い傾向を認めている。今後、経口ブドウ糖負荷試験などでの追加検討が必要ではあるが、ホ
エイタンパクを与えることは、インスリン分泌抑制やインスリン抵抗性を抑えるというこ
とが考えられた。 
脂肪組織では、アディポサイトカインの制御機構が破壊され、炎症性サイトカインが過剰に
産生されることでインスリン抵抗性が上昇することが報告されている 24)。 
また、酸化ストレスは、脂肪組織のインスリン受容体を減少・不活性化させ、遺伝子の発現
や分泌を低下させる 25,27)。 
メタボローム解析の結果、脂肪組織中の 1-メチルニコチンアミドとグルタチオンの値は、
C 群よりも W 群で有意に高いことが示された。 
ホエイタンパク内に含まれているラクトフェリンが腸内環境改善に寄与することは報告さ
れている 26)。腸内環境の改善が水溶性ビタミンの吸収率を向上させ、ニコチンアミドの代
謝物である 1-メチルニコチンアミドの増加を導いた可能性はある。1-メチルニコチンアミ
ドの増加は、脂肪細胞の慢性炎症を抑制し、インスリン抵抗性を改善させると推測される。 
また、ホエイタンパクはグルタチオンの原料であるシステイン含有量が多いため発現量が
増加するという報告がある 27)。グルタチオンは抗酸化作用をもつため 29,30)、ホエイタンパ
ク摂取によるグルタチオンの増加は、脂肪細胞の酸化ストレスを低下させ、インスリン抵抗
性を改善させると推測される(図 3 b）。 
 
4.3. 筋組織によるインスリン抵抗性の改善 
今回の研究では、ホエイタンパクが抗炎症マーカーである 1-メチルニコチンアミドを増加
させることがわかった。 
ホエイタンパクは、大豆が原料である植物性タンパクのソイタンパクに比べて、血中の炎症
マーカーである IL-6 と TNF-α 値を低下させ、筋代謝に影響を与えることが報告されてい
る 31)。筋肉量の減少と筋原性インスリン抵抗性の関連性については報告されており 32)、筋
肉量の増加はインスリン抵抗性の改善を来す可能性がある。 
ホエイタンパクは、クレアチニンを増加させるとともに筋肉量を増加させる栄養補助食品
として一般的に使用されている 33)。よって、ホエイタンパクが血清クレアチニンの上昇に



寄与した可能性がある。本研究では筋肉量の測定はしていないが、筋肉量の増加が起きてい
れば、それもインスリン抵抗性を改善させた要因の一つである可能性がある。 
 
4.4. ミオイノシトールリン酸 
メタボローム解析において、脂肪組織のミオイノシトール 1 リン酸および 3 リン酸が、C 群
よりも W 群で有意に高いことが判明した。ミオイノシトール 1-リン酸およびミオイノシト
ール 3-リン酸は、ミオイノシトール代謝経路に属している。ミオイノシトールは、細胞膜
リン脂質の構成成分であり、シグナル伝達に関与している。ミオイノシトールの発現が低下
したラットでは、肝臓の TG 含有量が高いことが報告されている 34)。またミオイノシトー
ルはインスリン抵抗性を改善すると報告されている 35)。ミオイノシトール 1-リン酸および
3-リン酸が直接的に糖や脂質の代謝を改善したという報告はないが、今回の発見はその関連
性を示唆するものであると判断した。 
 
 
4.5. 乳幼児と酸化ストレス 
Matsubasa らは、日本の超低出生体重児 50 人の生後数日間の尿を採取し、酸化ストレスマ
ーカーである 8-ヒドロキシデオキシグアノシンを測定した。その結果、超低出生体重児の
尿中 8-ヒドロキシデオキシグアノシンは満期産児よりも高く、出生後の体重増加に伴って
減少することが示された 36)。 
また、Piyush らは、栄養不良の母親から生まれた small for gestational age (SGA)の乳児が、
酸化ストレスマーカーであるマロンジアルデヒドの濃度が高く、スーパーオキシドジスム
ターゼ、カタラーゼ、グルタチオンペルオキシダーゼなどの抗酸化系の酵素値が、健康な母
親から生まれた appropriate for gestational age (ASA)の乳児よりも低いことを報告している
37)。 
これらの結果は、低出生体重児で出生前ストレスが高い乳児は、酸化ストレスが高く、抗酸
化能力が低いことを示唆している。 
今回の研究では、胎生期からホエイタンパクを摂取させることで、抗酸化能と抗炎症能が向
上することが明らかになった。したがって、出生前ストレスが高い低出生体重児にホエイタ
ンパクを摂取させることで、酸化ストレスを軽減し、抗酸化力を向上させることができる可
能性がある。 
 
4.6. 母乳と粉ミルクの抗酸化作用と抗炎症作用の比較  
母乳は、多くの点で乳児にとって最良の栄養源と考えられている。母乳には、炭水化物、タ
ンパク質、脂肪、ビタミン、ミネラル、消化酵素、ホルモンが含まれている。 
母乳のタンパク質組成は、時間の経過とともに変化する子供の成長に適応し、ホエイタンパ
クとカゼインタンパクの割合が変化する 38)。 



また、母乳は抗酸化作用や抗炎症作用の点でも、人工乳より優れていると考えられている。
Aycicek らは、54 人の健康な乳児に母乳と粉ミルクを与えて、酸化ストレスマーカーが母乳
群で低下していることを明らかにした 39)。 
また、Allan らは人の腸管モデルを用いた研究にて、母乳が腸管上皮の IL-8 を減少させ、
TLR-4 の発現を抑制することで、炎症反応を抑制することを明らかにした 40)。 
これらの報告から、母乳の優れた抗酸化作用や抗炎症作用は、母乳に含まれるホエイタンパ
クの割合が高いためであると推測される。したがって、タンパク質の比率を変え、カゼイン
タンパクよりもホエイタンパクの比率を高めることで、抗酸化作用や抗炎症作用が強化さ
れると考えられる。 
酸化ストレスは、細胞の損傷やいくつかの慢性疾患の悪化の一因となる。食事から摂取する
抗酸化物質は、活性酸素に対抗し、酸化ストレスを予防・軽減する。Corrochano らは、酸
化ストレスが細胞傷害の一因となり、いくつかの慢性疾患を悪化させることを報告し、様々
なホエイを比較した結果、ホエイタンパクを食品抗酸化物質の一つに位置づけた。41)。 
 
5. 今後の展望 
ホエイタンパクの脂肪重量とインスリン抵抗性に対する効果を調べるために、低出生体重
児モデルマウスと高脂肪食を与えた肥満モデルマウスで、ホエイプロテインの介入実験を
行う。 
さらに、今回の実験ではタンパク質の成分としてホエイタンパクまたはカゼインタンパク
のどちらか一方のみで飼育されていたため、今後、臨床に応用するためにホエイタンパクと
カゼインタンパクを異なる比率で併用投与する介入実験を検討する。 
 
6. 結論 
胎生期に開始したホエイタンパクの介入は、抗炎症および抗酸化作用を有するいくつかの
代謝産物を増加させた。それにより、脂肪重量は減少し、インスリン抵抗性は改善された。  



(図１) 

 
 
(図 2) 

 
  



(図 3) 

 

 
  



表 1  
成分 % 

カゼイン 

αs1-カゼイン 38 

αs2-カゼイン 10 
β-カゼイン 38 
κ-カゼイン 13 

ホエイ 

βラクトグロブリン 50 
αラクトアルブミン 23 
ウシ血清アルブミン 8 

その他 19 
乳塩基性タンパク質(MBP) 1 

 
表 2 

アミノ酸 
含有(g/100・蛋白質) 

カゼイン ホエイ 
トリプトファン 1.4 2.1 

フェニルアラニン 5.1 3.8 
ロイシン 10.4 11.1 

イソロイシン 5.7 6.8 
スレオニン 4.6 8 
メチオニン 2.8 2.4 

リシン 8.3 9.9 
バリン 6.8 6.8 

ヒスチジン 2.9 2.2 
アルギニン 4 3 
システイン 0.3 2.4 
プロリン 11.2 5.2 
アラニン 3.1 5 

アスパラギン酸 7.3 11.3 
セリン 5.8 5.2 

グルタミン酸 23 19.2 
グリシン 2.1 2.2 
チロシン 6 3.5 

 
  



表 3 血糖値、IRI、HOMA-IR 
  W 群(n=6) C 群(n=6) p-Value 

血糖値（㎎/dL） 177.5.0±19.0 184.7±15.9 0.75 
IRI（µIU/mL） 22.0±11.7 47.0±17.4 0.07 

HOMA-IR 7.9±3.1 19.2±5.5 0.02 
Data are shown as the mean ± standard error of the mean (n = 6 per group) 
HOMA-IR: homeostasis model assessment of insulin resistance、 
IRI: immunoreactive insulin 
 
表 4 体重と脂肪重量と体組成 

  W 群(n=6) C 群(n=6) p-Value 
体重(g) 48.3±1.7 61.0±1.4 <0.01 

脂肪重量 (g) 2.4±0.2 3.8±0.4 <0.01 
FFM (%) 67.9±2.9 64.7±3.9 0.63 
FM (％) 32.0±2.9 35.26±3.9 0.63 

Data are shown as the mean ± standard error of the mean (n = 6 per group) 
FFM: Fat free mass, FM: Fat mass 
 
表 5 血清および尿中 Cr 

  W 群(n=6) C 群(n=6) p-Value 
血清 Cr（mg/dL） 0.14±0.01 0.11±0.01 0.06 
尿中 Cr（mg/dL） 54.6±5.7 35.8±2.9 0.02 

Data are shown as the mean ± standard error of the mean (n = 6 per group) 
 
表 6 血清リポ蛋白質分画 

  W 群(n=6) C 群(n=6) p-Value 
総コレステロール（mg/dL） 173.51±15.6 153.46±11.9 0.63  

VLDL コレステロール（mg/dL） 10.85±0.6 10.94±2.2 0.94  
LDL コレステロール（mg/dL） 25.16±3.1 23.38±4.8 0.52  
HDL コレステロール（mg/dL） 136.44±13.3 116.16±9.2 0.26  

中性脂肪 (mg/dL) 51.47±5.5 119.2±35.0 0.01  
Data are shown as the mean ± standard error of the mean (n = 6 per group) 
VLDL: very low density lipoprotein、LDL: low density lipoprotein、HDL: high density 
lipoprotein 
 



表 7 肝臓の脂質代謝関連遺伝子発現解析 
  W 群 vs. C 群 
  比* p-Value 

PPARα 2.3 0.08 
PPARγ 0.17 0.27 

SREBP1c 0.9 0.73 
HSL 0.9 0.58 
LPL 0.6 0.25 

(n = 6 per group)  *2 群間の平均値の比 
PPARα：Peroxisome proliferator-activating receptorα(細胞内のミトコンドリア β 酸化
を増加させ、脂質代謝を活性化する)、PPARγ：Peroxisome proliferator-activating 
receptorγ(脂肪前駆細胞から脂肪細胞へと分化させる)、SREBP1c：Sterol Regulatory 
Element-Binding Protein-1c(脂肪酸やトリグリセリドの合成を促進する)、HSL：
Hormone sensitive lipase(細胞内の TG を脂肪酸とグリセロールに分解し、β酸化を促
す)、LPL：Lipoprotein lipase(血液中のリポタンパク質を分解し、脂肪酸を細胞内に取り
込む) 
 
表 8 脂肪組織のメタボローム解析  

W 群 vs. C 群 
比* p-Value 

抗酸化 アスコルビン酸 1.1 0.775 
カルノシン 22 0.323 

グルタチオン 7.1 0.004 
ヒポタウリン 29 0.286 

酒石酸 0.6 0.458 
抗炎症 1－メチルニコチンアミド 2 0.044 

ヒスチジン 1.6 0.243 
糖代謝 ミオイノシトール１リン酸・3 リン酸 3.1 0.013 

 (n = 5 per group)  *2 群間の平均値の比 
 
 
  



メタボローム解析 そのほかの結果 
1. 
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