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₂ ）。そこで，添加するグルコース量を増量する
ことを目的として，使用量の少ない粗酵素液で
はなくより使用量の多いマレイン酸緩衝液の方
に ₅％濃度になるようにグルコースを添加し，
入手都合により豚レバー粗酵素液でグルコース
添加の有無で比較した結果，グルコースを添加
していないときの活性値 ₁₃.₄±₁.₁ μmol/分/湿
重量 gに対して，グルコースを添加した時には 

₈.₆±₀.₅ μmol/分/湿重量 gと有意に活性値が低
下したことから，十分にG₆Paseが糖新生の律速
酵素として働くことの確認が可能であると判断
した（図 ₃）。
　しかし，₂₀₁₈年度に初めて健康科学部健康栄
養学科 ₂年次生開講の「栄養生理学実験」において，鶏レバーならびに鶏もも肉を生体試料
の代替として実際に実験を行った結果，グルコースをマレイン酸緩衝液に添加していない鶏
レバーにおいても G₆Pase活性が全体に若干低く，グルコース添加マレイン酸緩衝液を使用
した鶏レバーとの活性の差も，先の報告の豚レバーと豚もも肉よりも小さかった。このこと
から，先の報告では実験当日に店頭で直接最も新鮮な試料を購入したのに対して，本学の実
験授業では数日前に納品された試料を用いたという鮮度の問題，言い換えるとそれぞれの試
料中のグリコーゲン等も消費された状態である可能性が考えられた。また，本報告では示し
ていないが，同じ粗酵素液を使用したにもかかわらず班によって数値のバラつきが大きく，
とくに₂₀₁₉年度の実験授業における鶏もも肉では平均値の₁.₅～₁.₈倍と顕著であった（図₄）。
これについては，学生の手技の問題もあるが，鶏もも肉で大きかったことについては，脂質
が多く学生が粗酵素が溶存した水分の箇所ではなく脂質層も採取した可能性も考えられた。
そこで，多少の手技的誤差があってもある程度傾向が揃うようにと考え，マレイン酸緩衝液
に添加するグルコースの増量，および筋組織モデルをもも肉からむね肉への変更などの再改
良を試みた。

【方　　　　　法】

1.　マレイン酸緩衝液に添加するグルコースの量の再検討（設定値の検討）

　肝臓には，一般的には ₄％，状況によっては ₆％以上のグリコーゲンが蓄積されているが，
₁₂～₁₈時間の絶食でほぼ枯渇するとされている₄）。なお，マウスにおける実験であるが，初

図 3 .　G6Pase活性に及ぼすグルコースの影響
データは，平均± SD（各 ₄本ずつ）
豚肝臓ホモジネートを粗酵素液とし，通常の
反応緩衝液（PC）と 5％グルコース添加反応
緩衝液（PG）で比較した。
母平均の差の検定は，対応のない t-検定で
行った。
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期肝臓グリコーゲン量約 ₅₀ mg/肝湿重量 gのマウスを₁₆時間絶食させた場合，約 ₅ mg/肝
湿重量 gで低下し，通常食を再摂取させたところ再摂取₃₀分後で ₂₀ mg/肝湿重量 g，₄時間
で約 ₆₀ mg/肝湿重量 gに回復したという報告₅）や，とくに絶食をさせていないラットでの実
験において，低たんぱく質食（高糖質食）摂取後の肝臓グリコーゲン量が ₁₂₀ mg/肝湿重
量 g，普通食で約 ₈₀ mg/肝湿重量 g，高たんぱく質食摂取後で約 ₆₀ mg/肝湿重量 gという
報告₆）がある。このグリコーゲン量をグルコースに換算（換算係数₁.₁₁）すると，約 ₇％～
₁₃％となる。
　一方，筆者の先行報告₃）における G₆Pase活性の反応液中グルコース濃度は，₀.₂ mLのグ
ルコース ₅％添加マレイン酸を使用した実験Ⅱの場合，後に記すが反応中の液量の合計が 

₀.₅ mLであることから ₂％であり，食後想定としてはグルコース量が少ないと考えられる。
そこで，添加するグルコース量を ₈％相当に設定すると仮定して逆算し，今回の報告におけ
るマレイン酸緩衝液へのグルコース添加は，₂₀％濃度と決定した。

2.　試薬等

 ₁）基質（₀.₁ M G₆P）
₃.₀₄₂ gの G₆P・₂Na（分子量₃₀₄.₂）を蒸留水に溶解し，₁₀₀ mLに定容する。

図 4 .　グルコース6-ホスファターゼ活性の比較（2019年度実験授業）
データは，平均値± SD（各反応液ごとに，反応16本×測定 ₄本）。
粗酵素液は，鶏肝臓または鶏もも肉ホモジネート液。
反応液間の差の検定は，一元配置分散分析，および Scheffeの多重比
較検定（両側検定）で行い，p＜0.01でもって有意と判定し，同じアル
ファベットを持たない反応液間に有意な差があるとして表現した。
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 ₂）マレイン酸緩衝液
マレイン酸 ₁.₁₆ gを約 ₈₀ mLの蒸留水に溶解し，NaOHで pH₆.₅に調整後，₁₀₀ mL

に定容する。
 ₃）₂₀％グルコース添加マレイン酸緩衝液
₂.₀ gのグルコースを ₁₀ mLのマレイン酸緩衝液に溶解する。

 ₄）₀.₀₁ M EDTA（エチレンジアミン四酢酸：エデト酸　分子量₂₉₂.₂₅）液
マレイン酸緩衝液を用いて調整する。なお，EDTAは，アルカリホスファターゼの活
性に必要なMg₂＋を錯体形成によって除去するために反応液に添加する。

 ₅）₁₀％トリクロロ酢酸（₁₀％ TCA）
 ₆）₅N硫酸
 ₇）₂.₅％モリブデン酸アンモニウム溶液
 ₈）₂.₅％ ANSA還元試薬液
₁ gの₁,₂,₄-アミノナフトールスルホン酸，₆ gの NaHSO₄，₆ gの NaSO₄ を粉砕混合
し，遮光してデシケーターで保存する。この粉末 ₂₅₀ mgを実験当日に蒸留水 ₁₀ mL

に溶解し，マグネットスターラーで撹拌しながら使用直前まで遮光保存する。
 ₉）₀.₅ μmol/L 無機リン酸標準液（₀.₅ mM KH₂PO₄）
₁.₃₆₀₉ gの KH₂PO₄（分子量₁₃₆.₀₉，純度₉₉％）を蒸留水に溶解し，₁ Lに定容して 

₁₀ mMとする。保存する場合は，この溶液にクロロホルムを数的添加して冷蔵する。
使用標準液は，この無機リン酸標準保存液を蒸留水で₂₀倍希釈調整する。

₁₀）肝粗酵素液（約₁₀％肝臓ホモジネート液）
ハサミで細切した湿重量約 ₁ gの食肉用鶏レバーをホモジナイズ管に秤量し，予め冷
却した生理的食塩水₁₀ mLを加えてポッター型ホモジナイザーで肝細胞を粉砕して均
質化し，₃,₀₀₀ rpmで₁₀分間の遠心分離処理を行った上清を粗酵素液として使用する。

₁₁）筋粗酵素液（約₁₀％骨格筋ホモジネート液）
ハサミで細切した湿重量約 ₁ gの食肉用鶏むね肉をホモジナイズ管に秤量し，予め冷
却した生理的食塩水 ₁₀ mLを加えてポッター型ホモジナイザーで肝細胞を粉砕して均
質化し，₃,₀₀₀ rpmで₁₀分間の遠心分離処理を行った上清を粗酵素液として使用する。

3.　手順

①肝粗酵素液および筋粗酵素液を₃₇℃の恒温槽で予備加温する。
②「粗酵素液＋緩衝液」の組合せを「肝粗酵素液＋マレイン酸緩衝液」（Liver＋Normal 

Maleic anhydride：以後 ＂LNM＂ とする），「肝粗酵素液＋グルコース添加マレイン酸緩衝
液」（Liver＋Glucose added Maleic anhydride：以後＂LGM＂とする），「筋粗酵素液＋マレ
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イン酸緩衝液」（Muscle＋Maleic anhydride：以後 ＂MNM＂ とする），「筋粗酵素液＋グル
コース添加マレイン酸緩衝液」（Muscle＋Glucose added Maleic anhydride：以後＂MGM＂
とする）の ₄通りとし，それぞれについて反応時間 ₀分と反応時間₁₅分で表 ₂の手順に
従って基質である G₆Pと反応させ，表 ₂の手順に従って測定用の試料液を作成する。
③酵素反応液を ₃,₀₀₀ rpmで₁₀分間遠心分離した上清を測定試料液とし，図 ₅ の手順に
従って遊離したリン酸量を定量する。なお，測定は ₁反応液ごとに ₄本とした。

表 2 .　試験液作成のための酵素反応手順

反応 ₀分（対照） 反応₁₅分（試験）

基質 ₀.₁ mL ₀.₁ mL
緩衝液※ ₀.₂ mL ₀.₂ mL
₀.₀₁M EDTA ₀.₁ mL ₀.₁ mL
予備加温 氷冷 ₃₇℃ ₅分
冷₁₀％ TCA ₁.₀ mL －
粗酵素液＃ ₀.₁ mL ₀.₁ mL
反応加温 氷冷 ₃₇℃ ₁₅分
冷₁₀％ TCA － ₁.₀ mL
冷却 氷冷 ₅分 氷冷 ₅分
蒸留水 ₃.₅ mL ₃.₅ mL

※　マレイン酸緩衝液，またはグルコース添加マレイン酸緩衝液
＃　肝粗酵素液，または筋粗酵素液

図 5 .　遊離リン酸量の測定（改良 Fiske-Subbarow法）
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4.　データ処理

　₂₀₂₀年₁₁月の「栄養生理学実験」における₁₆班の実験データのうち，明らかに操作ミス等
によって測定値が信頼できない ₃班を除いた₁₃班のデータを集約した。なお，吸光度測定値
から G₆Paseの酵素活性計算は下の式に従って算出した。

　　　

　なお， ₄種類の酵素と緩衝液の組合せ間の平均値の差の検定は，一元配置分散分析および
Scheffeの多重比較検定（両側検定）で行い，p＜₀.₀₁でもって有意と判定し，同じアルファ
ベットを持たない反応液間に有意な差があるとして表現した。

【結　　　　　果】

　G₆Paseの活性を比較した結果，図 ₆に示す通り，空腹状態を想定した LNMの活性は ₉.₃₄
±₁.₄₈ μmol/分/肝湿重量 g（平均値± SD）と高く，他のすべてに対して有意に高い活性を
示した。次いで，食後を想定した LGMの活性が高く（₃.₃₅±₁.₀₂ μmol/分/肝湿重量 g），筋
粗酵素を添加したMNMおよびMGMに対して有意な高値を示した。
　なお，LNMおよび LGMに対して有意な低活性であったMNMとMGMでの比較におい
ては，それぞれ ₀.₆₈±₀.₂₂ μmol/分/筋湿重量 gと ₀.₃₉±₀.₂₇ μmol/分/筋湿重量 gであり
両反応液間に有意な差は認められなかった。

【考　　　　　察】

　本報告における実験と先の報告₃）の違いは，筋組織代替として先の報告ではもも肉を使用
したが，今回の実験では脂質の少ないむね肉を使用していることや，食後想定としてのグル
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コース添加の際の代替生体試料が先の報告では豚であったのに対して今回の実験は鶏である
こと，グルコースの添加量を増量したことなどがある（表 ₃）。また，生体試料の代替として
用いた市販食肉が先の報告では実験直前に店頭で最も新しいものを購入して使用したのに対
し，今回の実験では数日前に納品されたという鮮度の違いもある。
　まず，基本となる空腹状態を想定した時の鶏肝粗酵素液におけるG₆Pase活性について，先
行報告の ₁₂.₇±₀.₈ μmol/分/湿重量 gに比べて本報告では ₉.₃.₁±₁.₄ μmol/分/湿重量 g

とやや低活性であった。このことについては，試料の鮮度違いも否定できないが，平均値に
標準偏差の幅を考慮するとさほど差はなく，今回の実験の標準偏差が大きいことから，実験
手技的な誤差であると思われる。

表 3 .　先行報告研究と本報告での試料ならびにグルコース添加量等の違い

先行報告 本報告

試 料 実験Ⅰ：鶏レバー，鶏もも肉 鶏レバー，鶏むね肉
実験Ⅱ：豚レバー

試 料 入 手 実験直前（店頭購入） ₂～ ₃日事前購入
糖添加方法 実験Ⅰ：肝粗酵素液（ ₅％濃度） マレイン酸緩衝液（₂₀％濃度）

実験Ⅱ：マレイン酸緩衝液（ ₅％濃度）

図 6 .　グルコース6-ホスファターゼ活性の比較
データは，平均値± SD（各反応液ごとに，反応16本×測定 ₄本）。
粗酵素液は，鶏肝臓または鶏むね肉。
反応液間の差の検定は，一元配置分散分析，および Scheffeの多重比
較検定（両側検定）で行い，p＜0.01でもって有意と判定し，同じアル
ファベットを持たない反応液間に有意な差があるとして表現した。
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　次に筋組織としての比較について，先行報告の ₃.₀±₁.₁ μmol/分/湿重量 gに対して本報
告では ₀.₆±₀.₂ μmol/分/湿重量 gと低くかった。なお，このことについては，平均値に対
する標準偏差の幅から実験手技的問題も十分に考えられる。しかし，図 ₃に示すように，先
行報告と同じ鶏もも肉を使用した₂₀₁₉年度の結果の ₀.₆±₀.₈ μmol/分/湿重量 gであったこ
とと，試料の入手から実験に供するまでの時間的開きを考慮すると，糖新生が可能な肝臓に
比べて糖新生ができない筋組織では，残存していたクレアチンリン酸等の消費が進んだ結果
である可能性が高いと思われる。なお，₂₀₁₉年度と₂₀₂₀年度での比較では，実施した学生が
異なるため一概には言えないが，肝粗酵素液に比べて筋粗酵素液での G₆Pase活性が顕著に
低いという全体的傾向とその活性値も近似である一方で鶏むね肉を使用した₂₀₂₀年度の方が
平均値に対する標準偏差の割合が低いことから，脂質層の誤採取の防止が容易であり，標準
偏差の圧縮が望めると考えられる。
　以上の結果から，今回の実験方法の改良によって，学生の手技による誤差の圧縮が期待で
きるとともに，テキスト等にも記されているグルコースを添加していないマレイン酸緩衝液
における肝粗酵素液と筋粗酵素液における活性比較を通して骨格筋では糖新生が行われない
ことと，肝粗酵素液でのグルコース添加の有無における活性比較を通して G₆Paseが糖新生
系の律速酵素であることの確認がより明確になった。
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Abstract

Re-Improvement of Glucose-₆-Phosphatase Activity Experiment for  
Understanding Glucose Metabolism

Arinobu YAMAUCHI*

In the national examination of registered dietitians, ＂no gluconeogenesis occurs in skeletal 

muscle＂ and ＂glucose-₆-phosphatase is a rate-determining enzyme of the gluconeogenic system＂ 
are frequently asked questions almost every year.　In experiments to confirm and understand 

this, it is desirable to use biological samples extracted from laboratory animals immediately 

before the experiment, but some registered dietitian training facilities do not have laboratory 

animal breeding facilities.　It has already been reported that commercially available meat can 

be used as an alternative method.　However, in student experiment classes where the experi-

mental technique is inexperienced, there are many cases where the error becomes large and a 

clear difference cannot be obtained.　Therefore, as experimental materials, we changed to 

chicken breast, which has less fat than chicken thigh, and made improvements such as increas-

ing the amount of glucose added to bring it closer to reality.　As a result, the error of the result 

performed by the students was reduced, and it became possible to compare the enzyme activity 

values   more clearly.
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