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本論文で使用した略語を以下に示す。

AUC；　area　under　the　curve

cDNA；　complimeRtary　deoxyribonucleic　acid

clofibric　acid；2一（4－chlorophenoxy）一2－methylpropionic　acid（クロフィブリン酸）

CoA；　Coeltzyme　A

2－DG；2－deoxyglucose（2一デオキシグルコース）

ELO；　fatty　acid　elongase

HDL；　high　density　lipoprotein

LDL；　low　density　lipoprotein

mRNA；　messenger　ribonucleic　acid

NADH；　reduced　nicotiRamide　adenine　dinucleotide
　　　　　　，

NADPH；　reduced　nicotinamide　adenine　diRucleotide　phosphate

PCE；　palmitoyl－CoA　chain　elongase

PCR；　polymerase　chain　reaction

pioglitazone；　5一［［4一［2一（5－kethyl一一2－pyridinyl）ethoxy］phenyl］methyl］一2，4－thiazolidiRedione

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ピオグリタゾン）

PPARct；　peroxisome　proliferator－activated　receptor　alpha

PPARy：　peroxisome　proliferator－activated　receptor　gamma

PPRE；　peroxisome　proliferater　response　element

SCD；　stearoyl－CoA　desaturase

SREBP；　sterol　regulatory　elemeRt　bindiag　protein

SSC：　saline　sodi“m　citrate
　　　’

VLDL；　very　low　density　lipoproteifi

・
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炭素数の異なる脂肪酸は、以下のように示した。16：0等のコuン前の数字は脂肪酸

の炭素数を表し、コロンの後の数字は不飽和結合数を表す。

16：0、palmitic　acid（パルミチン酸）

16：1（n－7）、palmitoleic　acid（パルミトオレイン酸）

18：0、　s電earic　acid（ステアリン酸）

18：1（n－9）．

18：2（n－6）．

18：3（n－3）．

20：3（n－6），

20：4（n－6）．

20：5（n－3），

22：6（n－3）．

oleic　acid（オレイン酸）

IiRoleic　acid　（リノーノレ酸）

OC－linoleRic　acid（αリノレン酸）

dihomo一γ4i稔olenic　acid（ジホモγリノレン酸）

arachidonic　acid　（アラキドン酸）

eicosapentae簸oic　acid（エイコサペンタエン酸）

docosahexae鍛oic　acid（ドコサヘキサエン酸）

り
一
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σ
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総論の部



総論の部

緒言

　炭水化物および脂肪酸はともにエネルギー源として重要な働きを持っている。

脂肪酸が単にエネルギー源としてのみ役割を果たすならばそれは炭水化物で代替

できるはずである。事実、ほ乳類においては大部分の脂肪酸は糖、あるいはアミノ

酸から体内で合成される。このため、脂肪酸の摂取は必ずしも必要ではなく、炭水

化物で代替できるものと考えられていた。1929年にBurrらは油脂を含まない飼

料でラットを飼育すると、成長停止や脱毛、尻尾の鱗屑化などの症状が出現するこ

とを報告している（Burr　and　Burr、1929）。その後アラキドン酸を与えると前述

した症状を予防もしくは治療できることが明らかににされた（Burr　and　Burr、

1930）。この頃から生体における脂肪酸の必須性や機能についての研究が数多く報

告されるようになった。脂肪酸を大別すると飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸とに分けら

れ、さらに不飽和脂肪酸は2重結合の数から、モノ不飽和脂肪酸と高度不飽和脂肪

酸に分類される。必須脂肪酸としては高度不飽和脂肪酸のリノール酸とαリノレン

酸が知られており、動物はこれらの脂肪酸を生合成することが出来ない。必須脂肪

酸は、摂取後アラキドン酸やエイコサペンタエン酸に代謝され、リン脂質に取り込

まれた後に生理的刺激に応じてプロスタグランジン、トロンボキサンやロイコトリ

エンに変換されて強力な生理活性を発揮する（鹿山、1995）。エイコサペンタエン

酸は高脂血症および動脈硬化症治療薬として使用されている。また、αリノレン酸

を含むエサで飼育したラットは明暗識別能力が高いことも知られている
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（Yamamoto　et　al．、1987）。このように高度不飽和脂肪酸については数多くの研

究が行なわれ、様々な生理機能が明らかになった。ところが、不思議なことにモノ

不飽和脂肪酸については系統的な研究がほとんど成されていないのが現状である。

　オレイン酸はモノ不飽和脂肪酸の中でもほ乳類に最も高い割合で含まれ、ほ乳類

がde　novo合成することのできる不飽和脂肪酸でもある（Ci薮ti　et　a1．、1992）。オ

レイン酸を必須脂肪酸欠乏ラットに与えても欠乏症状が改善されないこと（B　urr

and　Burr、1930）や自前で生合成可能なことから、オレイン酸は従来、エネルギ

ーの蓄積や生体膜構成脂肪酸としての役割を果たしているだけであり、特別な生理

活性を有するという考えはなかった。ところが近年になってオレイン酸の機能性に

ついての報告がなされるようになった。地中海沿岸に住む人々は長寿であることか

ら彼らの食生活が研究され、疫学調査の結果から、彼らの食事に多く含まれるオレイ

ン酸が：LD：Lコレステロールの減少（Garg　et　al．、1988；Reave簸eもa1．、1993）、：LD：し

の酸化抑制（Barter　et　a1．、1990）などの作用により冠動脈疾患のリスクを低下させ

る働きを持つことが示された（de　Lorgeril　et　a1．、1999）。しかし、摂取したオレイン

酸がどのようなメカニズムを介してこのような影響を与えるのかはまだ分っていない。

　オレイン酸は食物から摂取するだけではなく生体内においても活発に合成され

ている。オレイン酸は、生体内において、食餌由来もしくはdθ　itovo合成由来のパ

ルミチン酸が脂肪酸炭素鎖伸長酵素であるpalmitoyl－CoA　chain　elongase（PCE）によっ

て鎖伸長されてステアリン酸になり、次に脂肪酸不飽和化酵素であるstearoyl－CoA

desaturase（SCD）によって9位に2重結合を導入されて合成される（Scheme）（Cinti　et

a1．、1992）。1999年に自然発症性のSCD欠損マウスが見つかったことによりオレイン

酸生合成の重要性が明らかになった（Zheng　et　al。、1999）。すなわち、このマウスの月刊蔵

や血清中のオレイン酸は減少しており、さらに皮脂腺の脱落や短毛、皮膚乾燥、鱗状皮

膚、マイボーム腺の発達不全が見られた。また、このマウスでは、VLDLの分泌低下や肝
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1蔵のトリグリセリドとコレステロールエステル量の低下も観察されている（Miyazaki　et　al．、

2000）。このマウスに高オレイン酸食を2ヶ，月間与えても、低下した肝臓のトリグリセリドや

コレステロールエステル量は完全には回復しなかった（Miyazaki　et　al．、2000）。その後、

SCDのノックアウトマウスが作成され、　SCD欠損マウスと同様に肝臓と血清中のトリグリセリ

ドとコレステロールエステルの減少が観察されている（Miyazaki　et　al．、200D。同ノックア

ウトほ乳類では、野生型と比べて、エネルギー代謝が充回しており、高脂肪食による肥満

に耐性を示した（Ntambi　et　al．、2003）。これらの報告から、オレイン酸合成は肥満、高脂

血症、動脈硬化症に関わりが非常に深いことが明らかとなった。これらの知見はSCDに

特化した研究から得られたものであるが、オレイン酸合成の生理的重要性を示すもので

ある。

　ラットの食：山中にはパルミチン酸が約20％、ステアリン酸が約80／・含まれている（Kudo

and　Kawashima、2001）。この餌を摂取したラットの肝臓には、パルミチン酸が約23％、ス

テアリン酸が約20％含まれている（Toyama　et　aL、2◎04）。この事実が示すのは、摂取した

パルミチン酸が肝臓において積極的に脂肪酸炭素鎖伸長反応を受けてステアリン酸に

変換されているということである。パルミチン酸はde　novo合成される脂肪酸であり、また、

食餌から最も多く摂取される脂肪酸であるが、動脈硬化症を助長したりアポトーシスを誘

導したりする働きがある（OhtaRi・et・al．、1990；Mu　et　al．、2001）。Listenbergらは、　SCDを

遺伝子導入して過剰発現させたCHO細胞では、培地に添加したパルミチン酸がオレイ

ン酸となり、トリグリセリドに取り込まれることによって、パルミチン酸によるアポトーシスが抑

制されることを示した（Listenberg　et　al．、2003）。これらのことから、生体内ではパルミチン

酸をPCEの働きによって積極的にステアリン酸に変換し、さらにSCDによってオレイン酸

まで変換されることによって、パルミチン酸の有害作用を防御している可能性がある。しか

しながら、多くの研究において、SCDの重要性が強調されているがPCEの役割について

はまったく述べられていない。さらに、オレイン酸合成の律速酵素はSCDであると説明さ
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れているが、実際にこのことを詳細に検討した例はない。Rheeらは安定同位体のステアリ

ン酸とパルミチン酸をヒトに投与してその代謝を追った（Rhee　et　al．、1997）。各安定同位

体を投与して144時間後の血液から、SCDが触媒するステアリン酸からオレイン酸への変

換は14％だったのに対して、PCEが触媒するパルミチン酸からステアリン酸への変換は

6％であった。また、安定同位体のパルミチン酸またはステアリン酸をH：epG2細胞の培地

に添加し、オレイン酸への変換率を調べたところ、ステアリン酸からオレイン酸への変換

（SC：D）よりもパルミチン酸からオレイン酸への変換（PCEとSCD）の方が顕著に低率であ

ることが示された（Wong　et　aL、2004）。これらの事実は、オレイン酸生合成がPCE活性に

大きく依存する可能性を示唆していると考えられる。

　このようにオレイン酸は生体にとって非常に重要な働きをしており、特にこの脂肪酸の

生合成の調節が生体機能に大きく関与することが分ってきた。現在はオレイン酸合成に

関しては、SCDに研究者の興味が集中しており、PCEの重要性に着目した例がない。本

研究は、PCEがオレイン酸生合成にどの程度どのようにして関与しているのかを明らかに

することを目的とした。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　アセチル　む　
　　　　　　　　　　　　　　　　　↓　カルボキシラーゼ

　　　　　　　　　　　　Ace電y翼《1⑪A一→　　：M捻盤樋y盈｛：⑪A

　　　　　　　　騨撤酵素慮／／／

　　　半一一一一一一一一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Endoplasmic　Reticulum

　　　　　　　　　　ゆ　ep　m盟　ma盤重⑪y翻一（〕⑪A（亜6豊⑪）

　　　　　　　　　　　PCE↓炭素2個の伸長反応

　　　　　　　　　一壷　S重e翻⑪y面一C⑪A（聡器⑪）

　　　　　　　　　　　SCD↓9位に2一入

　　　　　　　　　一ゆ　⑪盤e⑪y翼一（）⑪A（聡塞皿聡一璽）

Scheme　Pathway　fbr　the　biosynthesis　of　oleic　acid　in　mammals
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第1章PCE活性に変動を与える因子

　　生体内においてオレイン酸組成は栄養状態や生理状態の変化に応答して変化する

ことが知られている。オレイン酸はパルミチン酸からPCEによって鎖伸長されステアリ

ン酸になり、SCDによって9位に2重結合が導入されて生合成される。オレイン酸組成の

変化にPCEがどの程度関与するのかを解明することを目的とし、肝臓のオレイン酸が増

加することが知られている種々の生理状態（ペルフルオU脂肪酸の投与、クロフィブリン

酸の投与、グルコースの負荷、高インスリン血症のZucker劒faラット）がPCE活性にどの

ような影響を与えているか検討した。同時に、SCDについても検討を加えた。

第1節ペルフルオロ脂肪酸の影響（Toyama　et　al．、2003）

　　　cF，（cF，）．cooH

n＝6　：　perfiEgorooGtai　ftoic　acid

n　＝7　：　perfluorononanog£　acid

fk　＝8　：perfiEgorodecanoic　acid

　　Fig．　X－1　Chemical　structure　of　perfluerocarboxylic　acids

　ペルフルオロ脂肪酸は脂肪酸の水素がすべてフッ素に置換された化合物である

（Fig．14）。ペルフルオロ脂肪酸は界面活性剤や乳化剤として、あるいは他のフルオロ化
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合物合成の原料として工業的に広く使用されている化合物であり（Guethner　et・al．、1962）、

炭素鎖が長いほど生体内半減期が長いことが知られている（Ohmori　et　al．、2003）。また、

ペルフル野牛脂肪酸をラットに投与した場合には肝臓のオレイン酸の割合が増加すること

が知られている（Yamamoto　and　Kawashima、1997）。そこで、弓長の異なるペルフルオロ

脂肪酸（ペルフルオ富谷クタン酸、ペルフルオロノナン酸、ペルフルオロデカン酸）をラッ

トに、10mg／kg体重、1日1回で5日間、腹腔内投与し肝臓の脂肪酸組成を調べた

（Table　1－1）。ペルフルオロ脂肪酸投与により最も大きく変動した脂肪酸はオレイン酸であ

り、ペルフルオロオクタン酸、ペルフルオロノナン酸、ペルフルオUデカン酸投与により

肝蔵のオレイン酸の割合はそれぞれ15、2．6、25倍増加した。また、同じラットから肝ミク

　　Table　1－1　Effects　ef　perfiuorocarboxylic　acids　oB　fatty　acid　composition　of　total

　　lipids　in　the　liver　ofrats

Fatty　acid Control Perfiuorooctanoic　Perfluorononanoic

　　　　acid　acid
　　　　　　　　　　mol　O／o

Perfiuorodecanoic

　　　　acid

16：0

16：1　（n－7）

1　8：0

亙8：且（it．m9）

18：2　（n－6）

18：3　（n－3）

20：3　（n－6）

20：4　（n－6）

20：5　（n－3）

22：5　（n－3）

22：6　（n－3）

22．67　1　O．71

　L13　土　0．10

19．23　i　O．78

ワ。30士。．58

21．18　±　O．90

0．50　圭　0．12

0．84　士　0．17

16e20　1　1・Ol

　l．14　1　O．IO

　l．84　±　O．15

4．18　i　O．61

24．69　±　1．86

2．24　±　O．56＊

18．11　土　　1．04

璽璽．09　ま：　2。59索

14．72　±　1．26＊

　1．75　i　2．98

2．47　±　O．08＊

15．19　±　159

　1．19　1　O．12

　1．18　±　O．28＊

3。61　士　0．35

24．87　±　O．94＊

2．79　±　028＊

14．81　1　O．40＊

璽8．85　±　璽．52＊

15．62　h　O．78＊

O．21　±　O，14＊

2．53　±　O．08＊

12．02　i　O．81＊

　LO8　土　0．07

0．72　±　O．05＊

2．90　±　O．60＊

25．74　士　0，73＊

2．56　±　050＊

14．79　±　1．37＊

豆7．9璽　＝士　9．52「k

16．04　±　e．75＊

O．37　±　O．24

2．50　t　O．12＊

11．86　1　1．51＊

　1．00　士　0．06

0．s2　±　e．ol＊

2．87　±　O．11＊

　　Rats　were　administered　with　perfユuorooctanoic　acid，　per舳orononanoic　a．cid　or

perfluorodecaneic　acid　at　a　dose　of　l　O　mg／kg　body　weight　once　a　day　for　5

days．Values　represent　means　±　SD　for　four　rats．　＊，　S　ignificaRtly　different　from

control　（P　〈e．05）．
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nソームを調製しPCEとSCD活性を測定した。　Fig．1－2に示したようにペルフルオロオク

タン酸、ペルフルオロノナン酸、ペルフルオロデカン酸の投与によってPCE活性がそれ

ぞれL9、2。2、2．2倍に上昇し、　SCD活性もそれぞれ22、4．8、5．3倍に誘導された。ペル

フルオロオクタン酸投与時にはSCD活性が上昇傾向にあるものの有意な上昇ではなか

った。

第2節クnフィブリン酸の影響（Kudo　et　aL、2003）

　クロフィブリン酸は高脂血症治療薬として1962年にThorpとWaringによって開発さ

れた薬物である（Fig．1－3）（Thorp　and　Waring、1962）。ラットにクロフィブリン酸を投与した

際には、オレイン酸の割合の顕著な増加が報告されている（Kawashima　and　Koz櫨a、

1982）。さらに、PCEとSCD活性がクロフィブリン酸投与によって上昇することが

KawashimaらとAlegretらによって報告されている（Kawashima　and　Kozuka、1983；

：Kawashima　and　Kozuka、1985；Alegert　e重a1．、1995）。しかしながら、クuフィブリン酸の肝

のオレイン酸の割合とPCE活性ならびにSCD活1生に対する影響を同時に比べた研究例

はなかった。クロフィブリン酸のオレイン酸増加作用とPCEとSCD活性誘導を再確認する

ために、IOO　mg／kgのクロフィブリン酸を1日2回で4日間皮下投与し、弥蔵の脂肪酸組

成とPCEならびにSCD活性を測定した。クロフィブリン酸を投与したラットの肝臓におい

てオレイン酸の割合は顕著に増加していた（Table　1－2）。また、　SCDとPCE活性はクロフィ

ブリン酸の投与によってそれぞれ最大で2’ D5、2．1倍誘導された（Fig．1－4）。

8
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Fig．1－2　Effects　ef　PFCAs　on　the　activities　of　PCE　and　SCD　in　hepatic

microsomes　ofrats．　Rats　were　administered　with　perfluorooctanoic　acid，

perfiuorofloRaRoic　acid　or　perfluorodecanoic　acid　at　a　dose　of　l　O　mg／kg

body　weight　once　a　day　for　5　days．　A，　PCE；　B，　SCD．　Values　represent

means　±　SD　for　four　rats．　＊，　Significantly　different　from　control　（P　〈O．05）．
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Table　l一一2　Effects　of　clofibric　acid　on　fady　acid　compositioR　ef　total

lipids　iR　the　liver　of　rats

F磁yacid Contrel Clofibric　acid

mol　O／o

1　6：0

16：1　（n－7）

18：0

且8：亙（服一9）

18：2　（n－6）

18：3　（n－3）

20：3　（R一・6）

20：4　（n－6）

20：5　（n－3）

22：6　（n－3）

25．39

1．68

17．45

’17e22

18．79

0．35

0．07

15．40

1．15

5．37

土
±
土
士
士
±
圭
土
圭

Lls
O．37

0．63

⑭。翻

154
0．06

0．07

0．57

0．30

e．31

31．64

1．85

23．80

葡。綿

18．00

0．21

0．19

10．20

0．37

3．02

土
寸
土
士
±
士
±
±
士

1．2＊

O．14

1．41＊

且。S8　「k

1．2　7

0．09＊

O．05＊

O．23＊

O．09＊

o．g2＊

　　　Rats　were　subcutaneouslly　admiRistered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of

leO　rr1g／kg　body　weighttwice　a　day　for　4　days．Values　represent　meaRs　±

SD　for　four　rats．＊，　Significantly　different　frora　control　（P　〈0．e5）．
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第3節　グルコース負荷の影響（Kudo　et　al．、2003）

糖は生体内にとって最も重要なエネルギー源である。糖ははさまざまな酵素を誘導する

ことが知られており、脂質合成系の酵素も誘導する働きがある（Towle　et　al．、1997）。糖の

摂取によって肝蔵のオレイン酸の割合が上昇することが報告されてはいるものの

（Brenner　et　al．、2003）、糖とPCEの活性の関係については全く情報がなかった。そこで、

グルコースの摂取とPCEおよびSCD活性の関係を調べた。食餌の組成を変えずに糖の

影響を調べるために、2、4および7日間20％グルコース水溶液の給水によってラットにグ

ルコースを与えた。その時オレイン酸の割合は増加していた（Table　1－3）。また、　Fig．1－5

に示したようにSCDとPCE活性はグルコース負荷よってそれぞれ最大で2．9および4．2

倍誘導された。

Table　1－3

0f　rats

Effects　of　glucose　on　fatty　acid　composition　oftotal　lipids　in　the　liver

Fatty　acid Control Glucose

mol　O／e

16：0

16：1　（n－7）

18：0

18：璽（翻一9）

18：2　（n－6）

18：3　（n－3）

20：3　（R－6）

20：4　（n－6）

20：5　（n－3）

22：6　（n－3）

25．39　±

1．68　±

17．45　±

7。22ま＝

18．79土

0．35土

0．07土

15．40　±

1．15　±

5．37士

1．15

0．37

0．63

＠・dy

l．54

0．06

0．07

057
030
0．3　1

28．38　±　1．99＊

5．88　th　1．15＊

16．81　1　1．78

蓋2。41　土　L58典

11．57　ま：0．92＊

0．16　土　0．02寧

028　±　O．17

11．OO　±　1．42＊

1．45　士　0．17

471　1　O．36＊

　　Rats　were　given　200／o　（w／v）　glucose　solution　for　drinking　during　4　days．　Values

represent　means　±　SD　for　four　rats．　＊，　Differences　from　the　rats　given　water　were

statistically　significant　（P　〈O．05）．
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第4節Zucker　fa！faラット（Toyama　et　al．、　submitted）

　Zucker　fa！faラットは遺伝的に肥満、高脂血症、高インスリン血症示すラットであり、ま

た、肝臓のオレイン酸の割合が増大していることが報告されている（Bray、1977；Olivier　et

aL、1988）。Zucker　fa／faラットにおいてPCE活性が上昇している可能性が考えられるの

で、Zucker黙然ラットと非肥満のleanラットのPCEならびにSCD活性と肝油の脂肪酸組

成の関係を調べた。Table　l－4に示したように、　fa／faラットは顕著な体重増加と血清インス

リンレベルの上昇が見られた。血糖値には有意な差は見られなかった。Zucker　fa！faラッ

トにおいてPCE活性は1eanラットよりも3．2倍高かった（Fig．1－6）。同様に、　SCD活性も

6．3倍高かった。Zucker飼faラット肝臓のオレイン酸の割合はleanラットの2．7倍に増加し

ていた（Table　l－5）。

Tabie　1－4　Body　weight，　liver　weight，　serum　insulin　aRd　blood　glucose　in　Zucker

lean　a簸d　fa／fa　rats

Fenotype
Body　weight

　　（g）

Liver　weight

　　（g）

Insulin

（ng／mL）

Glucose

（mg／dL）

Lean
飴／fa

390　±　15

590　±　9＊

14．4　　±　O．7　2．5　±　2．0　147　±　　　7

33．5　±　　2．4＊　19．7　±　　4．Ot　27g　±　　133

　　Val“es　are　means　±　SD　for　four　rats．　＊，　Differences　between　leaR　and　faffa

rats　were　statistically　sigRificant　（P　〈O．05）．

第5節小冊および考察

ラットにペルフルオロ脂肪酸、クロフィブリン酸、グルコースを投与すると月刊蔵における
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オレイン酸の割合の増加とPCE活性の誘導が確認された。また、　Zucker　leanラットに比

べるとfa！faラットにおいては肝臓のオレイン酸の割合が増加しており、同時にPCE活性

が上昇していることが認められた。本節での検討によってPCE活性がこれらの条件で顕

著に上昇することが初めて明らかにされ、またPCE活性の上昇が肝臓のオレイン酸の割

合に大きな影響を与えることが明らかとなった。本章で検討した条件下ではPCE活性の

上昇とともにSCD活性の上昇も確：認された。これらのことから、オレイン酸合成にはPCE

とSCDの協調的な関与が必要であると考えられる。　SCDとPCE活性は、先に、絶食、絶

食後の再摂食、インスリン投与、ペルオキシソーム増殖剤の投与によって変化することが

知られているが（Cinti　et　al．、1992；Kawashima　and　Kozuka、1985；Oshino　and　Sato、

1972；Eck　et　al．、1979）、これらの条件下での活性変動のメカニズムに関する研究は
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Fig．1－6　The　activities　of　PCE　aRd　SCD　in　Zucker　lean　and　fa／fa　rats．　A，　PCE；B，

SCD．　Values　are　meaRs　±　SD　for　four　rats．　＊，　DiffereRces　between　lean　and　fa／fa　rat

were　statistically　significant　（P　〈O．05）．
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それぞれがPCEとSCDいずれか一方の酵素に焦点を当てているだけか、もしくはオレイ

ン酸の割合への影響を考慮せずにデザインされた研究であるかのどちらかであり、オレイ

ン酸の割合の変化をPCEとSCDの双方の活性の変動と結びつけて総合的に評価した

例は少ない。本章における検討から得られた結果は、種々の生理状態におけるPCEお

よびSCD活性とオレイン酸の割合の間に強い関連性のあることを示唆するものである。

Table　1－5　Fatty　acid　composition　oftotal　lipids　iR　the　liver　of　Zucker　rats

Fatty　acid LeaR 創fa

mcl　e／e

1　6：0

16：1　（n－7）

1　8：0

18：丑（簸一9）

18：2　（R一一6）

18：3　（n－3）

20：3　（R－6）

20：4　（n－6）

20：5　（R－3）

22：6　（n－3）

27．36　±

　2．3土

13．6　±

9．24　±

20．91圭

051士
1．07圭

13．82　±

1．09　±

437士

2．85

0．71

0．89

g．42

1．29

0．09

0．3

5．3

0．05

0．7

33．54　±　2．99

11．46　±　3．68＊

3．59　士　　0．76＊

2aj．S6　±　g．ajSrk

14．21　土　　4．63＊

e．82　±　O．32

0。82　士　　0．15

1．56　±　O．39＊

　0．8　土　　022

2．25　±　O．75＊

　Values　represent　means　±　SD　fer　feur　rats．　＊，　Differences　between　leaR　and

fa／fa　rats　were　statistically　signifil　caRt　（P　〈e．05）．

16



第2章　PCEのオレイン酸合成への寄与

　第1章においてオレイン酸の割合の増加時には、PCEとSCD活性が共に上昇してい

ることが明らかとなった。もしもPCEとSCDがオレイン酸の割合を決定付ける因子である

ならば、PCEとSCDの活性を変えることでオレイン酸の割合に変化を与えることが可能な

はずである。すなわち、第一章で示したような異なる刺激を組み合わせて与えた場合、

PCEとSCD活性はさらに上昇し、オレイン酸の割合も増加するものと考えられる。そこで

グルコース負荷、クロフィブリン酸投与とZucker　fa／faラットを組み合わせた場合、オレイン

酸の割合と、SCDとPCE活性に対してどのように影響するかを検討した。ただし、グルコ

ース負荷と高インスリン血症を呈するZucker飽faラットは糖／インスリンによる類似した刺

激の生理状態におかれている可能性が考えられるので、組み合わせば（i）グルコース負

荷とクロフィブリン酸投与、（ii）Zucker劔鉛ラットとクuフィブリン酸投与の2種類について

検討した。

第1節糖負荷とクロフィブリン酸のPCE活性に対する影響（Kudo　et　al．、2003）

　クmフィブリン酸の100mg／kg　I日2回注射と20％グルコースの給水を組み合わせて

wistarラットに4日問投与し、　PcEとscD活性に対する影響を調べた。　Fig。2－1に示した

ように、グルコースとクロフィブリン酸を組み合わせて投与した場合には、グルコース単独

投与時と比べてPCE活性はさらに2倍上昇したが、　SCD活性には変化が見られなかっ

た。肝臓のオレイン酸の割合は、グルコースとクロフィブリン酸を組み合わせて投与した場

合にはグルコース単独投与時と比べて2倍上昇した（Table　2－1）。クロフィブリン酸はペル

オキシソームのアシルCoAオキシダーゼ（Lazarow　a簸d　de　Duve、1976）とミクロソームのア

17



シルCoA合成酵素活性（Krisa簸s　et　al．、1980）を誘導することが知られているので、クmフ

ィブリン酸の作用の程度を見るためにアシルCoAオキシダーゼとアシルCoA合成酵素活

性を測定した。Table　2－2に示したように、クuフィブリン酸投与時にアシルCoAオキシダ

ーゼとアシルCoA合成酵素活性が誘導され、グルコース負荷はクロフィブリン酸によるア

シルCoAオキシダーゼとアシルCoA合成酵素活性誘導に影響を与えなかった。血中イ

ンスリン濃度と血糖値にはすべての群において有意な変化が見られなかった（Table

2－3）o

Table　2－1　Effects　of　glucose　and　clofibric　acid　on　fatty　acid　compesitioR　oftotal　lipids　in　the

liver　of　Wistar　rats

Fatty　acid Control G｝ucose

一　clefibric　acid ＋　clofibric　acid 一　clofibric　acid ＋　clofibric　acid

16：0

16：1　（n－7）

18：0

亙8：玉（顯9）

18：2　（n－6）

18：3　（n－3）

20：3　（n－6）

20：4　（n－6）

20：5　（n－3）

22：6　（n－3）

25．39土

1．68士

17．45圭

ヲ．22th

18．79　±

O．35　±

0．07土

15．40士

1．15圭

5．37　±

1．15

0．37

0．63

⑭。繕9

1．54

0．06

0．07

0．57

0．30

0．3　1

mol　e／o

31．64　i　i．2＊

L85　圭　0．14

23．80　±　1．41＊

璽5。亙毬　±　L58索

18．00　圭　1。27

0．21　士　0．09

0．19　±　O．05＊

IO．20　圭　0．23＊

O．37　±　O．09＊

3．02　±　O．82＊

28．38　±　1．99＃

5．88　圭　1。15＃

1681　±　1．78＃

嚢2鴻璽　ま1豆。58＃

ll．57　1　O．91＃

o．16　±　o．e2＃

O．28　±　O．17

11．00　±　1．42＃

1．45　±　O．17

4．71　±　O．36

28．35　圭　0．90＊＃

453　士　0．90＊＃

12．99　圭　1．11＊＃

25。49　出　2。墾9ik＃

7．46　±　O．79＊＃

O．09　±　O．02＊＃

1．52　±　O．17＊＃

9．60　±　1．49

0．85　±　O．08＊＃

2．74　±　O．39＊

　　Wistar　rats　were　given　20C／o　（w／v）　glucose　solutien　for　drinking　during　4　days．　Some　ofrats

were　subcutaneously　administered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO　mg／kg　twice　a　day　for　4　days．

Values　are　means　±　SD　fer　fo“r　rats．　“，　Differ¢nces　from　clofibric　acid－gntreated　rat　were

statistically　significaRt　（1［’　〈O．05）．　＃，　DiffereRces　from　glucose－untreated　rat　were　statistically

significant　（P　〈O．05）．
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Fig．2－1　Effects　of　glucose　and　clofibric　acid　on　the　activities　ofPCE　and　SCD

’iA　the　liver　of　Wistar　rats．　Wistar　rats　were　given　200／e　（w／v）　glucose　solution　for

drinking　during　4　days．　Some　of　rats　were　subcutaneot｝sly　administered　with’

clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO　mg／kg　twice　a　day　for　4　days．　A，　PCEs　B，　SCD．

Values　are　means　±　SD　for　four　rats．　＊，　DiffereRces　from　clofibric　acid－untreated

rat　were　statistically　significant　（P　〈O．05）．　＃，　Differences　from　glucose－untreated

rat　were　statistically　sigRificant　（P　〈O．05）．
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Table　2－2　Effects　of　glucose　aRd　clofibric　acid　on　the　activities　of　peroxisomal

acyl－CoA　oxidase　and　microsemal　acyl－CoA　synthetase　in　the　liver　of　Wistar　rats

Clofibric　acid
　Acyl－CoA　oxidase

（ftmol／min／mg　protein）

Acyl－CoA　synthetase

（nmel／min／mg　proteiR）

Co撹ro1

Glucose

十

十

4．6　±

31．8　±

4．5　±

31．1　±

O．3

4，0＊

O．7

2．i　＊

73　．9

143．8

87．5

ユ47．5

±
＋

±
＋

6．2

7．5＊

9．5

1　1．3　＊

　　　　Wisatr　rats　were　giveR　200／e　（w／v）　glucose　solution　for　drinking　d“ring　4　days．

Some　of　rats　were　subcutaneogsly　administered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　100

mg／kg　twice　a　day　fer　4　days．　Values　are　meafts　±　SD　for　4　rats．　＊，　DiffereRees　frem

clofibric　acid一“Rtreated　rat　were　statistically　slgnificant　（P　〈O．05）．

Table　2－3　Effects　of　glucose　and　clofibric　acid　on　serum　levels　of　iRslin　aRd

glucose　of　Wistar　rats

Clofibric　acid
Insulin

ng／mL

Glucose

mg／dL

Control

Glucose

十

十

O．73　±　O．30

0．84　±　0．65

O，76　±　O．15

0．so　±　o，3g

153．2　±　12．2

173．7　±　13．5

146．4　±

1695　±

《
ゾ
ρ
0

戸
）
！
◎

　　　Wisatr　rats　were　giveR　200／e　（w／v）　glucose　solution　for　driRkiRg　during　4

days．　Some　of　rats　were　subcutaReously　admiRistered　with　elefibric　acid　at　a

dose　of　100　mg／kg　twice　a　day　fbr　4　days．　Va1鵬s　are　mea薙s士SD　fbr　fbur　r厩s．
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第2節ZuckerラットのPCE活性に対するクロフィブリン酸の影響

　　　　（Toyama　et　al．．　submitted）

　Zucker・fa／faとleanラットに100　mg／kg体重のクロフィブリン酸を1日2回、7日間皮下

に投与し、肝臓のPCEとSCD活性に対する影響を調べた。　Leanラットにクロフィブリン酸

を投与した場合、PCEとSCD活性は非投与leanラットに比べてそれぞれ3．0および4．9

倍に上昇した（Fig．2－2）。一方、飼魚ラットにクuフィブリン酸を投与した場合には、　PCE
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Fig．2－2　Effects　of　clofibric　acid　admiRistratioR　en　the　activities　of　PCE　and

SCD　in　Zucker　leaR　and　fa／fa　rats．　Rats　were　givelt　a　subcutaReous　inj　ectioRs　of

clefibric　acid　at　a　dose　of　l　OO　mg／kg　twice　a　day　for　7　days．　A，　PCEI　B，　SCD．

Values　are　means　±　SD　for　four　rats．　＊，　Differences　from　clofibric　acid－

untreated　rat　were　statistically　significant　（P　〈O，05）．　＃，　Differences　between　lean

aAd　fa／fa　rats　were　statistically　significant　（P　〈O．05）．
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活性は非投与fa！faラットに比べて2．0倍上昇したが、　SCD活性には変化が見られなかっ

た（Fig．2－2）。Table・2－4に示したように、　fa！faラットにクロフィブリン酸を投与するとオレイン

酸の割合は2．0倍上昇した。クuフィブリン酸投与に伴うアシルCoAオキシダーゼ活性の

誘導は、leaRとfalfaラットにおいて同レベルであった（Table　2－5）。血中インスリン濃度は

leanラットよりもfa／faラットの方が高く、クuフィブリン酸は血清インスリン濃度を変えなかっ

た（Table　2－6）。

Table　2－4

ra重S

Effects　ofclofibric　acid　on　fatty　acid　composition　oftotal　lipids　in　the　liver　ofZucker

Fa鍵y　acid Lean 魚！fa

一　c｝ofibric　acid ＋　clofibric　acid 一　clofibric　acid 十　clofibric　acid

16：0

16：1　（n－7）

1　g：o

豆＆璽（聡一聖）

lg：2　（n－6）

1g：3　（n－3）

20：3　（n－6）

20：4　（R－6）

20：5　（it－3）

22：6　（n－3）

27．36士

　2．3土

13．6　±

9．麗士

20．91圭

O．51　h

ID7　i

玉3．82±

1．09圭

4．37士

2．85

0．71

0．89

璽．尋2

1，29

0D9
03
5．3

0．05

0．7

mol　O／o

28．61　土　0．93

2．55　圭　0．19

12．15　±　O，48＊

璽8．7撃　：士　⑪。毬3索

16．35　±　1．16＊

0．18　二と　0．03＊

2．75　i　O．12＊

12．76　圭　0．75

0．43　　士　0。04＊

2．55　±　O．22＊

33．54　±　2．99t

重1．46　士　3．68†

3．59　±　O．76＊

2456土　L磯5†
14．21　士　4．63†

0．82　圭　0．32

0．82　th　O．15

　156　±　O．39＊

　0．8　圭　0．22†

2．25　dr　O．75？

34．04　±　O．62t

8．44　±　O．48f

4．47　±　O．95“

3曝。6≦》士2。66ik†

8．‘1－1　±　O．59＊・i’

O．22　±　O．06＊

　茎．34　土　0。22＊†

　2．1　±　O．93＊

　O．S　±　0．07＊

　L53　士　0．3†

　　Rats　were　administered　with　clofibric　acid　at　the　dose　of　l　OO　mg／kg　body　weight　twice　a

day　for　7　days．＊，　DiffereRces　frem　clofibric　acid－uittreated　rat　were　statistically　significaRt

（P　〈O．05）．　＊，　DiffereRces　between　lean　aRd　obese　rats　were　statistically　significant　（P　〈O．05）．
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Table　2－5　Effects　of　elofibric　acid　on　body　weight，　liver　weight　aRd　liver

peroxisomal　acyl－CoA　exidase　in　Zucker　lean　and　fa！fa　rats

Fenotype　Clofibric　aoid Body　weight
　　　　（g）

Liver　weight

　　　　（g）

Acyl一一CoA　oxidase

（ftmol／min／mg）

Lean

創fa
十

390

370

590

601

±
＋

±
＋

15

　6

9t

12＊

14．4

1＆1

335
395

±
＋

±
＋

O．7

05

2．4＊

5．2fe

3．7

32．8

4．9

33．7

±
＋

±
±

O．1

2．e＊

O．6

2．8＊

　　　　Rats　were　given　a　subcutaneous　injection　of　clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO

mg／kg　body　weight　twiee　a　day　for　7　days．　Values　are　means　dr　SD　for　four　rats．

＊，　Differences　from　clofibric　acid－untreated　rats　were　statistically　significant

（P　〈O．05）．　＊，　Differences　between　lean　and　fa！fa　rats　were　statistically　significant

（P　〈O．05）．

Table　2－6

Zucker　rats．

Effects　of　c｝ofibric　acid　oft　serum　insulin　and　glucose　conceRtratioRs　in

Fenotype　Clofibric　acid Insulin

（ng／mL）

Glucose

（mg／dL）

Lean

劔fa

十

十

2．5

2．O

19．7

23．6

±
±
±
十
【

2．O

ID

4．Of

12．Ot

147

150

278

262

十㎜

}
十
「
十
【

　　6

　　9

133

34ff・

　　　Rats　were　givesu　a　s“bcutaneous　iajection　of　clofibric　acid　for　7　days　twice　a

day　at　a　dose　ofl　OOrltg／kg　body　weight．　Values　are　means　±　SD　for　four　to　eight

rats．　Y，　DiffereRces　between　lean　and　fa／fa　rat　were　statistically　significant

（P　〈O．05）．
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第3節肝臓のオレイン酸の割合に対するPCEとSCDの寄与率

　オレイン酸の割合とSCDもしくはPCE活性との関係を見るために、グルコース負荷とク

ロフィブリン酸投与を組み合わせた場合について、第1節のFig．2－1とTable　2－1の実験

値を用いて、相関分析を行なった。Fig．2－4に示したようにPCEとオレイン酸の割合との

間に有意な相関があった。また、SCD活性と肝オレイン酸の割合との問にも有意な相関

関係が見られた。第2節で示した、Zuckerラットとクロフィブリン酸のFig．2－2とTable　2－4

の実験値を用いて同様の相関分析を行なった。Fig．2－5に示したように、　PCEとオレイン

酸の割合との間に有意な相関が認められ、また、SCD活性と肝蔵のオレイン酸の割合と

の問にも有意な相関関係が見られた。さらに、第1節と第2節の実験結果をすべて統合

した際にも、PCEもしくはSCDとオレイン酸の割合の間に有意な相関が見られた（Fig．

2－6）。次に、PCEとSCDが全体としてどのようにオレイン酸の割合に影響を与えてい

るのかを知るために、オレイン酸の割合を目的変数、PCEとSCD活性を説明変数と

し、重回帰分析を行なった（Table　2・7）。グルコースとクmフィブリン酸を組み合わせ

て投与した場合には、PCEの標準偏回帰係数の方がSCDの標準薬回帰係数よりも大

きかった。Zuckerラットにクuフィブリン酸を投与した場合も同様であった。すべて

のデータを統合した場合も、SCDよりもPCEの標準偏回帰係数の方が大きかった。
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Fig．2－4　Correlation　betweenthe　activity　of　PCE　or　SCD　aRd　proportion　of　oleic

acid　iR　the　liver　of　glucose　and／or　clofibric　acid－treated　Wistar　rats．　Regression

aRalyses　were　performed　on　the　sixteeR　data　freiR　Fig．　2－i　aRd　Table　2－1．　A，　PCE

activity　versus　oleic　acid　proportioft　in　the　liver，　Y　＝17．4X　＋　3．4，　r　2＝　O．882，　P

〈O．OOI；　B，　SCD　activity　versus　oleic　acid　proportion　inthe　liver，　Y＝　9．01X　＋　1．3，

r2＝　o，32s，　p　〈0．05．
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Fig．2－5　CorrelatieA　betvveen　the　activity　of　PCE　er　SCD　aRd　proportioR　of　oleic　aeid　iR

the　liver　ofZucker　lean　and　fa／fa　rats．　Regression　aRalyses　were　performed　on　the　sixteeR

data　from　Fig．　2－2　and　Table　2－4．　A，　PCE　activity　versus　oleic　aeid　proportion　in　the　liver，

Y－21．8X＋9．7！一〇．728，　P＜0．001；B，　SCD・activity・・融・・1・ic　acid　p・・P・ni・n　in　th・

liver，　Y　：36．8X　＋　8．4，　r　2　：O．647，　P　〈O．OOl．
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Fig．2－6　Correlation　betvveen　the　activity　of　PCE　er　SCD　and　preportioR　of　oleic

aQid　in　the　liver　of　Wistar　and　Zucker　rats．　Regression　aAalyses　was　performed　on　the

32　data　from　Fig．　2－1　and　2一・2　aRd　Table　2－1　and　2－4，　A，　PCE　activity　versus　oleic

acid　proportioniR　the　iiver，　Y　：11．4X　＋　iO．O，　r2＝　O．300，　P　〈O．OOI；　B，　SCD　activity

versus　oleic　acid　propo！面on　in　the　liver，　Y篇0．98X＋13．1，T　2＝：　o．121，／）く0．05．
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Table　2－7　Multiple　regression　analysis　for　the　relatienship　between　oleic　acid

proportion，　PCE　activity　and　SCD　activity

　　　　　　　Data
ExperimentS　from

PCE SCD
簸 エβ P 2β P 2

R

　　　　　　　Fig．　2－1
1．　Wistar　rat

　　　　　　　Table　2－1

2．　Zucker　rat

3．　Expt．　1

　十
　Expt．　2

Fig．　2－2

Table　2－4

Fig．　2－1

Fig．　2－2

Table　2－l

Table　2－4

16　ID6　〈O．OOI　一〇．168　O．22

16　O．604　0．04 0．289　O．30

32　　　0．877　く0。001　　－0．185　　0．35

O．897

e．747

O．557

　　The　dependent　variable　was　oleic　acid　prepoirtioR．B；　standardized　panial

correaltion　coefficieRt，　R2；coeff1cieRt　of　determimation．

第4節小括および考察

　オレイン酸の割合が増加している生理状態にクロフィブリン酸を投与すると、さらにオレ

イン酸が増え、この時PCE活性が上昇し、一方、　SCD活性は変化しないことが、2種類の

異なる実験において観察された。重回帰分析の結果から、オレイン酸の割合の決定には

SCDよりもPCEの方が大きく寄与することが分った。従来は、　SCDが主にオレイン酸合成

の鍵酵素だと考えられていたが、この結論を導き出す際に詳細な検討がされてはいなか

った。本章での検討の結果から、PCEのオレイン酸の割合の調節に対する重要性が明ら

かとなった。オレイン酸には神経の発達（Tabemero　et　al．、2001）、VLDLの分泌
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（Miyazaki　et　al．、2000）、肥満（Ntambi　et　aL、2003）などと関連した生理機能があると考え

られている。したがって、PCE活性がそれらを決定付ける可能性があり、究極的にはPCE

がさまざまな病態に関与する因子である可能性が考えられる。

　本章における検討から、クuフィブリン酸投与時にはPCEとSCD活性調節機構には異

なる部分があることが明らかとなった。SCDよりもPCEの方がインスリンに対してより敏感

に応答するという予備的な知見（データは示さなかった）から、クロフィブリン酸が血清イン

スリンや血糖値を変化させ、PCE活性に影響を与える可能性が考えられた。しかし、クロ

フィブリン酸は血清インスリンや血糖値には影響を与えなかった。次に、クロフィブリン酸

が十分に作用していないために、PCEとSCDの誘導に相違が起こる可能性が考えられ

た。グルコース負荷ラットと非負荷ラットにクロフィブリン酸を投与した場合にはアシルCoA

オキシダーゼ活性の誘導には差異は見られなかった。また、Zucker　Ieanとfa／faラットにク

ロフィブリン酸を投与した場合にもアシルCoAオキシダーゼ活性の誘導に差異は見られ

なかった。したがって、十分な量のクロフィブリン酸が細胞に取り込まれ、作用を十分に発

揮していることが明らかとなった。SCDとPCEのクnフィブリン酸に対する応答の違いはど

のようにして起きているのであろうか。

　クロフィブリン酸、糖、インスリンは転写因子を介して遺伝子発現を調節することが知ら

れている。1990年忌IssemaRnとGreenらによってペルオキシソーム増殖剤活性化受容体

（peroxisome　proliferator　activated　receptor、　PPAR）がクローニングされた（lssemann　and

GreeR、1990）。クロフィブリン酸はPPARαのリガンドとなることが示されている。　PPARのタ

ーゲット遺伝子はその遺伝子の上流にペルオキシソーム増殖剤応答エレメント

（peroxisome　prolifbrator　r¢spo薮se　element、　PPRE）を持つ（Desvergne　and　Wahli、1999）。

アシルCoAオキシダーゼとSCD遺伝子の上流にはPPREがあることが示されている

（Desvergne　and　Wahli、1999）。PCEについてはプロモーター領域の解析はまだ進んで

おらず、PPR：Eが存在するかどうかは分っていない。ペルオキシソーム増殖剤を投与した
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場合にはPCEが誘導されることが多数報告されていることから、　PCEの誘導はPPARαを

介するものと考えられている（Cinti　et　aL、1992；Kawashima　and　Kozuka、1985）。

　1993年にステn一ル応答エレメント結合蛋白（s宅erohegulatory　eleme磁binding　protei難、

SREBP）が単離された（Yokoyama　et　al．、1993）。SREBPはインスリンや糖の刺激によって

活性化し、その支配下の遺伝子の発現を調節する（Foufelle　and　Ferre、2002）。さらに、

SREBP－1の応答領域がSCDの遺伝子の上流に存在することが確認されている（Tabor　e重

al．、1999）。マウスに発現しているPCEはSREBP一一1cのトランスジェニックマウスにおいて

最も高発現している遺伝子としてクローニングされている（Mitsuzaka　e重a1。、2002）。これら

のことから、グルコースによる刺激はSREBP・・1を活性化しSCDとPCEを誘導することが

考えられていた。事実、最近になって、糖負荷はSREBP4を活性化しSCDを調節するこ

とが報告された（Miyazaki　et　al．、2004）。PCEはSREBP－1支配を強く受けるので、グルコ

ースはSREBP・・1を活性化してPCEを誘導するものと類推される。

　高インスリン血症であるZucker　fa／faラットのPC：EとSCD活性はleanラットよりも高かっ

た。これはSREBP－1の活性化によるものと考えられているが詳細な検討はまだ行なわれ

ていなかった。Zucker・fa／faラットでPCEとSCD活性が高く保たれる機構については次章

にて検討を加えた。

　このように、PCEとSCDはPPARαやSREBP－1によって調節されるが、これらの因子だ

けではクロフィブリン酸の応答の違いを説明することはできない。PCEとSCDの両者が

PPARαのターゲット遺伝子であるならばクロフィブリン酸の応答に相違は無いはずである。

すなわち、本章においてPCEとSCDのクロフィブリン酸に対する応答に関与する因子は

PPARαとSREBP以外にも存在する可能性が強く示唆された。
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第3章Zucker伽ねラットにおけるPCEの誘導機構

　第1章における検討によって、PCE活性とSCD活性は、グルコース：負荷によって顕著

に上昇すること、高インスリン血症を呈するZucker・fa！faラットにおいて高レベルであること

が明らかとなった。PCEとSCDはインスリン投与によって誘導されることが知られているが、

Zucker飽魚ラットにおいてPCEとSCD活性が高く保たれているメカニズムについては解

明されていない。そこでZuckerラットにおけるPCEとSCDの活性に血清インスリンと肝へ

の糖取り込みがどのように影響しているかを調べた。

第1節　ZuckerラットにおけるPCE活1生とSCD活性に対するインスリンの影響

（〉一pt・ 　　gM
⑪　駄

＠

V＠
　Nwa

：醗霧．3一璽　cぬ㊧繭。総畏sgec麗。舳鷲◎恥蓋。霧翫翻。鵬

　血清インスリンが高レベル状態にあることがPCEとSCD活性にどのように影響している

かを調べるために、ピオグリタゾン（Fig．3・・1）の投与によりZucker飽飴ラットの血清インス

リンレベルを下げた。ピオグリタゾンは主に脂肪細胞に発現しているPPARγのアゴニスト

である（Kadowaki、2001）。この薬物は、脂肪組織内でPPARγが活性化されることにより
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前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化促進または成熟脂肪細胞のアポトーシスを促し、

最終的には脂肪細胞から分泌されるアディポカインの制御によりインスリン抵抗性を改善

する（Kadowaki、2001）。PPARγのアゴニストを正常マウスに投与した場合には肝臓の

SCDとPCEの発現には影響がないことがすでに知られている（Chao　et　al．、2000；

Mitsuzaka　et　al．、2002）。塩酸ピオグリタゾンを30　mg／kg、1日1回、14日間経口投与し、

肝臓のPCEとSCD活性を調べた。　Fig．3－2に示すように、ピオグリタゾンの投与によって

Zucker・fa！faラットの血清インスリンはleanラットレベルにまで低下した。
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Fig．3－2　Effects　of　pieglitazeRe　on　ser“m　concentration　of　iRsulin　in　Zgcker

劔fa　ra重s．　Rats　were　given　an　oral　adm面stra電io嚢of　pi◎glitazonc　aねdose　of　30

mg／kg　body　weight　eRce　a　day　for　14　days．Values　are　means　±　SD　for　fo“r　rats．

＃，　Differences　between　lean　and　fa！fa　rats　were　statistically　signifi¢ant

（P＜0．05）．＊，D縦brences　between　fa！fa　and　piogli電zoRe－trea宅ed創魚ra電s　were

statistically　significaRt　（P　〈O．05），
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　その時PCEとSCD活性には伽魚ラットの無処置群と比べて有意な低下は見られなか

った（Fig．3－3）。また、肝蔵のオレイン酸の割合にピオグリタゾンは影響しなかった（Fig．

3－3）。Zuckerラットの月刊蔵から総RNAを抽出し、　SREBP－1とそのタ・・一一・デット遺伝子である

アセチルCoAカルボキシラーゼの発現をリアルタイムPCR法にて調べた。　fa／faラット

においてSREBP－1の遺伝子発現はleaAラットの約2倍であり、同様にアセチルCoAカ

ルボキシラーゼの発現も2倍に増加していた（Fig．3－4）。ピオグリタゾンを投与すると

劔魚ラットのSREBP発現はleanラットのレベルにまで回復した（Fig．3－4）。アセチルCoA

カルボキシラーゼの発現もIeanラットと同じレベルとなった。

第2節　肝における糖：の取り込みとPCEならびにSCD活性に対する影響

　前節においてZuckerラットにおいては血清のインスリン濃度がPCEとSCDの誘導に

直接関与しないことを明らかにした。Wistarラットでは糖負荷の刺激によってPCEとSCD

活性が誘導されたことから、ZuckerラットのPCEとSCD活性には糖の取り込みが関与し

ている可能性が考えられる。肝蔵への糖の取り込み速度はZ［i4c】デオキシグルコース

（DG）をラットの静脈内に投与し、投与後40分の肝臓における放射活性をAUCで除する

ことによって求めた。Table　3－1に示すように、　fa！faラットにおいて糖取り込み速度をlean

ラットと比べて約2倍に上昇していた。fa／faラットにピオグリタゾンを投与すると、糖の取り

込みはleanラットのレベルにまで回復した。データとしては示さなかったが、投与した2－D

Gの血中濃度はどの群の間にも有意な差が見られなかった。
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Fig．3－3　Effects　ofpioglitazone　oR　PCE　activity，　SCD　activity，　and　oleic　aeid

proportion　in掛e　liver　of　Zucker　fa／fa　rats．　R滋s　were　given　an　oral　administratio簸of

pieglitazoRe　eRce　a　day　for　14　days　at　a　dose　of　30　mg／kg　body　weight．　A，　PCE；　B，

SCD；　C，　oleic　acid　proportion．　Values　are　means　±　SD　for　four　rats．　＃，　Differences

between　lean　and　fa！fa　rats　were　statistically　significant　（P　〈O．05）．
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and　acetyl－CoA　carboxylase　in　the　liver　of　Zucker　fa／fa　rats．　Rats　were

given　an　oral　admiftistration　of　pioglitazone　oRce　a　day　for　14　days　at　a

dese　of　30　mg／kg　body　weight．　Total　RNA　were　prepared　from　the　liver

of　rats　and　mRNA　expression　of　SREBP－1（A）　and　acety1－CoA

carboxylase　（B）　were　determiRed　by　real－time　PCR．　Values　are　means　±

SD　for　four　to　eight　rats．　＃，　Differences　between　leaR　and　fa／fa　rats　were

statistically　significant　（P　〈O．05）．　“，　Differences　between　fa／fa　and

pioglitazone－treated　fa／fa　rats　were　statistically　signif三cant（P＜0。05）．
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Table　3－1　Effects　ef　clofibric　acid　on　hepatic　2－deoxyglucose　uptake　and

extracellular　spaces　in　the　liver　ofZucker　rats

Treatftients Hepatic　gl“cese　uptake

（Rmol／min／mg　proteiR）

Extracellular　spaces

　　（ptl／mg　proteiR）

Wistar

Lean

fa！fa

control

clofibric　acid

co蹴rol

clofibric　acid

co溢rol

clefibrio　acid

piogli重aZO簸e

O．247

0．236

0．238

0．208

0．432
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《
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り
A
V
A
V　　　Some　of　rats　were　given　a　subeutaneous　inje¢tion　of　clofibric　acid

twice　a　day　for　7　days　at　a　dose　of　i　OO　mgtkg　body　weight．　Some　of　rats

were　given　an　oral　administratioft　of　pioglitazone　oRce　a　day　for　14　days

at　a　dose　of　30　rr｝g／kg　bedy　weight．　Values　are　means　±　SD　for　fo“r　to　five

r滋s．＊，Diff¢rences　b就ween　lean　and　faノ鉛rats　were　sta重is重ica11y

significant　（P　〈O．e5）．　＊，　DiffereRces　between　fa！fa　and　piglitazone－treated

fa／fa　rats　were　statisticaily　significaRt　（P　〈O．05）．

第3節小括および考察

　　Zucker創faラットにおいて、血清インスリン濃度の上昇と肝の糖取り込みの上昇が確

認された。それにともなってSCDとPCE活性が誘導されているようにみえたが、ピオグリ

タゾンを投与したラットにおいては血清インスリン濃度や糖の取り込み速度が低下してい

るにもかかわらず、SCDとPCE活性は高いままであった。これらの結果は血清インスリン
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レベルの上昇と肝への糖の取り込みがSCDとPCE活性の調節に直接的には関与しては

いないことを示唆している。SREBP－1はインスリン刺激によってその下流の遺伝子の発現を

上昇させる（Foufelle　aRd　Ferre、2002）。実際にZuckerにおいてインスリン濃度が高く、

SRIEBP・・1は高発現しており、ピオグリタゾンによってインスリン濃度が下がるとSREBP－1の発

現はleanレベルにまで戻った。　SREBP－1のターゲット遺伝子であるアセチルCoAカルボキシ

ラーゼも同様の動きをした。このことはZuckerラットにおいてはSCDとPCEはインスリンー

SREBP経路以外の因子によって調節されている可能性があることを強く示唆している。

ZuckerラットにおいてPCEとSCDを高発現させている因子として考えられるものに脂肪細胞

から分泌されるレプチンがあげられる。Zucker　fa！faラットはレプチン受容体変異ラットである

（lida　et　al．、1996）。実際に、レプチン遺伝子の欠損マウスであるob／obマウスではSCD活性

が上昇し、レプチンを投与すると元に戻る（Cohen　et　al、2002）。つまり、肝臓に発現するレプ

チン受容体からのレプチンシグナルの伝達がストップし、その影響でこれらの酵素活性の誘

導が起きていると考えられる。しかしながら、詳細は明らかにされていない。
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第4章クロフィブリン酸のPCEならびにSCD酵素タンパク質の

合成と分解に対する影響

　第2章において、クmフィブリン酸を投与すると、これに応答してPCEとSCDには異な

る調節が働くことを見出した。近年、転写の調節が非常によく研究されているが、PCEと

SCDの転写後調節についてはほとんど調べられていない。　PPARαを介した転写活性化

以外にもクnフィブリン酸に応答する調節があるのではないだろうか。DNAからタンパク

質に至る経路にはいくつもの段階があり、どの段階にも調節がかかる可能性がある。SCD

は半減期が2～4時間の短寿命のタンパク質であること（Oshine　and　Sato、1972；

Kawashima　e重aL、1989；Ozols、1997）を考えると、　SCD酵素タンパクの分解に対してクロ

フィブリン酸が影響を与える可能性がある。そこでPCEとSCDのクロフィブリン酸による誘

導をこれらの酵素の合成と分解の両視点から検討した。

第1節転写レベルにおける調節

　クuフィブリン酸を投与したラットの肝臓における定常状態mRNAをリアルタイムPCR

にて測定した。SCD遺伝子にはこれまでに4つのアイソフォームがクローニングされてい

る（Thiede　et　al．、1986；Kaestner　et　a1．、1989；Zheng　et　al．、2001；Miyazaki　etal．、2003）。

SCD1は肝臓に発現しており、栄養状態の変化やペルオキシソーム増殖剤の投与に応

答して変動する（Miyazaki　and　Ntambi、2003）。肝臓のSCD活性は主にSCDIによるも

のであると考えられている（Miyazaki　and　Ntamb｛、2003）。SCD2は主に脳や脂肪組織に、

また微量ながら肝臓に発現しているタイプでありその役割の詳細については分っていな

い。SCD3とSCD4はそれぞれ皮膚と心臓に発現しており、肝臓での発現はノーザンプロ
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ッティング法では確認されていない（Zhe難g　et　al．、2001；Miyazaki　e重al．、2003）。脂肪酸炭

素鎖伸長酵素（fatty　acid　elongase、　ELO）に関しては、ラットにおいてE：LO　IとELOの2

タイプがクローニングされている（Inagaki　et　aL、2002）。PCE活性の主体はELO2産物で

あると考えられている（lnagaki　et　aL、2002）。肝臓に発現しているSCD　1およびSCD2と

ELO　1およびELO2について検討した。　Table　44に示したように、　SCD　1とELO2の

mR：NAはクロフィブリン酸の投与によってそれぞれ4．8および11．3倍に増加した。一方、

SCD2とELO　IのmRNAは変化しなかった。次に、　mRNAの転写活性をnuclear　ruft－on

assay法を用いて調べた。　Fig．4－1に示したように、クuフィブリン酸投与によってSCD　1の

転写活1生が上昇した。これに対してSCD2、　ELO　1、ELO2の転写活性には変化がなかっ

た。

Table　4－1　Effects　of　clofibric　acid　on　steady　state　levels　ofmRNAs　of　SCDs

and　ELOs　inthe　liver　ofrats

SCDI SCD2 ELO　1 ELO2

Control　1．O　±　 O．6　1．O　±　　O．2　1．0　±　O．1　1．0　　±　　O．6

Clofibric　acid　4．8　±　1．1＊　O．9　±　O．1　1．0　±　O．O　11．3　±　9．1“

　　Rats　were　subcutaneouslly　administered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO

mg／　kg　body　weight　twice　a　day　for　7　days．　Tetal　RNA　was　extraced　and

mRNA　levels　were　de勧㎜ined　by　real一伽e　PCR．　Values　represen重means士SD

for　four　rats．　＊，　S　ignifieantly　differeRt　from　control　（P　〈O．05）．

第2節　分解レベルにおける調節

　SCDとPCE活性の半減期をシクロヘキシミドのタンパク合成阻害作用を利用して測定

した。ラットにシクロヘキシミド2・Omg／kgを腹腔内投与し、投与後0、2、4、6時間後に肝ミ
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クロソームを調製し、PCEとSCD活姓を測定した（Fig．4－2）。半減期の計算は投与0時間

の活性が半分になる時間を最小二乗法により求めることにより行なった。SCDの半減期

はこれまでに報告された値とほぼ一致して、約2時間であった（Oshino　and　Sato、1972；

Kawashima　et　al．、1989；Ozols、1997）。PCEの半減期はSCDよりもかなり長く、約40時

間であった。シクロヘキシミドを利用するこの実験においては、長時間の半減期を求める

ことは不可能であり、PCEの正確な半減期は求められなかった。クロフィブリン酸を投与

するとSCDの半減期は2倍になった。それに対してクロフィブリン酸投与時もPCE活性

の半減期には大きな変化はみられなかった。

Control　Clofibric　acid

SCDI　．

SCD2　．

ELOI　．

ELO2　一

：認：：

　　　　撚i蕪
　　　　レ　　　　　　ヌ

　　　　1　譲
・． ]．　　…　　触

　　　　　’：麺

　　　　1・薫．．

　　　　　欝

　　　　麟

Fig　4－1　Effect　ofclofibrie　acid　on　the　transcription　of

SCDs　and　ELOs　in　the　liver　of　rats
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Fig．4－2　Effects　of　clofibric　acid　on　the　decay　of　liver　microsomal　PCE　and　SCD．

Rats　were　subcutaneouslly　administered　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　l　OO　mg／　kg

body　weight　twice　a　day　for　7　days．　Cycloheximide　was　iRtraperitoneally　inj　ected

at　a　dose　ef　O．2　mg／　kg．　2，　4，　6　h　after　the　iaj　ectioR，　rats　were　killed　and

microsomes　were　perpa1・ed．　A，　PCE；B，　SCD。○，　co飢rohats；囲，clofibric　acid－

treated　rats．Values　are　meaRs　±　SD　for　3　or　5　rats．
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第3節　小括・および考察

　本章における検討からSCDとPCEの活性調節機構には大きな違いがあることが明ら

かとなった。本章で明らかとなったPCEとSCDの活性調節機構の概要をTable　4－2に示

した。ELO2の定常状態mR：NAが増加したのに対し、転写活性は変化していなかった。

このことから、クロフィブリン酸によるPCE活性の誘導には、　mRNAの安定性が関与して

いるものと考えられる。また、PCE活性の半減期はクロフィブリン酸によって変化しなかっ

た。これらのことからクロフィブリン酸によるPCE活性の誘導は主にmRNAの安定性の調

節によって起きていると考えられる。SCDはクロフィブリン酸投与によってmRNAの定常

状態発現量と転写活性が増加した。SCDの分解速度はクロフィブリン酸投与によって遅

延した。これらのことから、クロフィブリン酸によるSCD活性の上昇には転写の充進とタン

パクの分解遅延の2段階で調節されていることが明らかとなった。SCDが短寿命であるの

に対して、PCEの半減期が日のオーダーであることが初めて明らかとなった。なぜPCEと

Table　4－2　Changes　by　clofibrie　acid　of　traAscription，

mRNA　stability　and　protein　degradation　of　PCE　and　SCD

in　the　liver　of　rats

PCE SCD

TraRscriptioR

mRNA　stabllity

Protein　degradation

吻

穿

→

↑
↓
↓
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SCDの調節機構にこの様な大きな違いがあるのかは未だ明らかではない。　PCEの

mRNAを安定化させる因子や分解を促進する因子についてはこれまでに報告されてい

ない。SCDの分解酵素はHeinemannらによって単離されており、肝臓のミクロソーム中に

存在するプラスミノーゲン様タンパク質がSCDを特異的に分解すると報告されている

（H：einemann　et　ai．、2003）。しかし、この分解酵素に対するクロフィブリン酸の影響につい

ては検討されておらず、クロフィブリン酸によってSCD分解酵素が誘導されている可能性

があるが、憶測の域を出ない。以上のことを総合して考えるとクロフィブリン酸は各酵素に

次のような影響を与える。1）PCEはSCDの基質であるステアロイルCoAを供給するため

にmRNA安定性を延長する方法でPCE活性を上昇させ、2）SCDは半減期が短いので

活性を急激に上昇させるために合成促進と分解抑制の2段階で活性を上昇させるものと

考えられる。

43



総　括

本研究はPCEがオレイン酸の生合成にどの程度関与しているかを検討するべく開始さ

れた。種々の生理状態におけるオレイン酸の割合とPCE活性の関連性を、現在オレイン

酸生合成の律速酵素と考えられているSCDと比較する形で、検討した。さらに、オレイン

酸の割合を変化させる状態では、どのような調節機構が作動しているのかを調べた。

本研究によって以下の諸点が明らかとなった。

　　1．ペルフルオn脂肪酸、クロフィブリン酸、グルコース負荷時もしくはz“cker創飽ラ

　　　　ットのように肝臓のオレイン酸割合が増加しているラットでは、PCE活性が上昇し

　　　　ていることが明らかとなった。また、SCD活性も同時に上昇していることが明らか

　　　　となった。

　　2．グルコース負荷ラットとZucker　fa／faラットにクロフィブリン酸を投与すると、さらに

　　　　PCE活性が上昇し、オレイン酸の割合が増加するものの、　SCD活性は変化しな

　　　　いことが2種類の異なる実験において観察された。これによってPCEとSCDの

　　　　調節機構に相違点があることが初めて明らかとなった。

　　3．重回帰分析によってオレイン酸の割合の決定にはSCDよりもPCEの方が大きな

　　　　寄与があることが分り、PCEのオレイン酸合成に対する生理的重要性が明確とな

　　　　つた。

　　4．Zuckerラットにおいては、血清インスリンの作用が直接PCEとSCD活性に影響

　　　　を与えるものではないことが明らかとなった。PCEとSCDにおいてはSREBP・・1

　　　　非依存的な調節が存在する可能性が示唆された。

　　5．肝臓における糖の取り込みはPCEとSCD活性に直接的な影響を与えないこと
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　が明らかとなった。

6．PCEとSCDの分解速度は大きく異なっていることが示された。

7。クロフィブリン酸投与によるPCE活性の誘導はmRNAの安定化による定常状態

　のmRNA量の増加に起因している可能性が示めされた。

8。クロフィブリン酸によるSCD活性の誘導には転写の活性化とタンパク分解の抑制

　の2段階の調節が関与していることが示唆された。

　本研究では、肝臓におけるオレイン酸合成にはPCEが大きく関与しており、PCEと

SCDは異なる調節を受けて肝オレイン酸量を調節していることを明らかにし、オレイン酸

の生合成にはPCEがSCDよりも大きな影響を与えていることを明確にした。

　オレイン酸には高度不飽和脂肪酸では代替できない機能があり、生体内の生理的要

求に応じてその量を調節するような機構が働いているものと考えられる。しかしながらオレ

イン酸の生合成の活性化が生理的にどのような意味を持つのかはまだ不明な点が多い。

今後さらにPCEの調節機構を遺伝子のノックアウトによって検討するなどして、明らかに

する必要がある。本研究によって得られた知見が基礎データとしてこれらの研究に利用さ

れ、さらにはヒトにおける疾病等の解明・治療に役立つことを期待している。
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実験の部

第1章　試薬

［2－14C】マロニルCoA（55　Ci／mol）はMoraveck　Biochemicals　Inc．（米国）製を、2一デ

オキシー［1－i4C］グルコースはAmerican　Radiolabeled　Chemicals，　In　c．（米国）製を、

D一一［2・・3H｝マンニトール（20　Ci／mmoDはMP　Biochemicals　kac，（米国）製を使用した。ス

テアロイルCoA、パルミトイルCoA、オレオイルCoA、マ冷艶ルCoA、脂肪酸を除去した

牛血清アルブミンはS｛9ma　chemical社（米国）から購入した。ヘプタデカノインは

Nu－Chek　Prep．社（米国）から購入した。　NADHおよびNADPHはオリエンタル酵母社製

を使用した。ペルフルオmオクタン酸およびペルフルオロデカン酸は、Aldrich　Chemical

Company、　Inc．（米国）から入手した。ペルフルオロノナン酸はLancaster　Synthesis

（英国）から入手した。塩酸ピオグリタゾンは武田薬品工業から購入した。その他の試薬

は和光純薬の特級を使用した。

第2章実験動物と飼料

　日本エスエルシー社より購入した5週令のウィスター系ラット、または日本チャールズリ

バー社より購入した11週齢のZucker飽魚ラットおよびその同腹のleanラットを使用した。

ラットには固形飼料（CE－2、日本クレア社）および水を自由に摂取させた。馴化飼育後、

正常な個体を使用した。

第3章動物の処理
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　　第1節ペルフルオu脂肪酸の投与

　ペルフルオロオクタン酸、ペルフルオロノナン酸またはペルフルオUデカン酸をプロピ

レングリコール：水（1：1、v／v）に溶解し、1　H　1回5日間腹腔内に投与した。投与液は各10

mg／m：しとし、体重1kgあたり1m：しとした。

　　第2節クロフィブリン酸の投与

クロフィブリン酸100mgを生理食塩水に溶解し、ラットに体重1kgあたり1mしの割合

で、1日2回4－7日間皮下に投与した。

　　第3節塩酸ピオグリタゾンの投与

塩酸ピオグリタゾン30mgを5％アラビアゴムに懸濁し、ラットに体重lkgあたり5mしの

割合で、1日1回14日間経口投与した。

　　第4節グルコースの投与

20％グルコース溶液を吸水瓶に入れ、4日間自由に摂取させた。クロフィブリン酸と組

み合わせて投与する場合はグルコースとクロフィブリン酸の投与を同時に行なった。

　　第5節臓器の摘出と酵素源の調製

エーテル麻酔下、ラットの下大静脈から血液を採取し、速やかに肝臓を摘出した。血液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　48



は4℃、900×9で15分間遠心分離して血清を得た。肝臓は冷生理食塩水で還流するこ

とによって脱嘱した後、すぐに小片（0．2g）を切り分け液体窒素下凍結させ、　RNAを抽出

するまでの間一80℃で保存した。残りの肝臓には重量に対して4倍量の10mM　Tris一・HCI

緩衝液（pH　7．4）、1mM　EDTAを含むe．25・Mショ糖溶液を加え、テフロンホモジナイザ

ーを用いてホモジネートを調製した。ホモジネートの一部はアシルCoAオキシダーゼと脂

肪酸組成の分析用にそれぞれ一8・0℃と一30℃で保存した。残りのホモジネートを4℃、

18000×gで20分間遠心し、得られた上清を再び同様の条件で遠心した。この上清を0℃、

105000×9で1時間遠心した（Hitachi、　SCP70H、ローター：RP50T、39000rpm）。得られ

た沈殿を10mM　Tris－H：Cl緩衝液（pH：7．4）、0．1mM　EDTAを含む0．25　Mショ糖溶液

に再懸濁し、再び同様の条件下遠心した。得られた沈殿をミクロソーム画分とし、10mM

Tris－H：CI緩衝液（pH　7．4）、0．l　mM　EDTAを含む0．25Mショ糖溶液に懸濁し（約40

mg　protei1V　mL）、一80℃で保存した。ミクuソーム中のタンパク質量はLowryら（：Lowry　et

al．、1951）の方法に従い測定した。標準物質として牛血清アルブミンを用いた。

第4章酵素活性の測定

第1節PCE活性

　Kawashimaと・Kozukaの方法に従って測定した（Kawashi搬a　and　Kozuka、1985）。反応

液は最終濃度で200　pM［2－14c］マロニルcoA（40　nci／mL）、30　ptMパルミトイルcoA、

2mM：NADH、2mM　NADPH、0．1　M　Tris－H：Cl緩衝液（pH　7．4）、1mM　KCN、ミクロソー

ムタンパク質200排9を含み、最終容量0．5・mしとした。反応液を370Cで4分間インキュベ

ートしたのち、10％KOH／90％メタノール溶液1mしの添加により反応を停止させ、80℃

で30分加温した。反応液を室温に戻し、6MHCIを2・mL加えて液性を酸性とし、水1mL
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加えた。さらに、ヘキサン2mLを加え、3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。この操

作を4回行った。水4m：Lを加えて3分間振とう後、遠心し、上層を分取した。脂質溶液

の溶媒を留無し、トルエンシンチレーター（0．4％DPO、0．01・／。　POPOP）10　mLを加え、

液体シンチレーションカウンターを用いて放射活性を測定した。

第2節SCD活性

　oshiRoらの方法に従って測定した（oshino　et　aL、1971）。scD活性は：NADH：により

還元されたミクロソーム中のシトクロムb5のステアロイルCoA存在下での再酸化速度を測

定することにより求めた。シトクロムb5の酸化速度は424　nmと409　nmの差の吸光度変化

を記録することにより求めた。反応系は酵素源としてミクロソームタンパク質1200Pt9およ

び。．1MTris－Hc1緩衝液（pH　7。4）をセルに加え、最終容量3m：しとし、30℃2分間プレ

インキュベートしたのち、NADH：2nmo1を加え記録を開始した。ミクmソームに含まれるシ

トクロムb5の還元反応が完全に終了したのち、20　nmolのステアロイルCoAを加え、2

nmol　NADHを添加して再びシトクmムb5の吸光度変化を記録した。NAD：H還元シトクロ

ムb5の酸化反応の速度定数をステアロイルCoA存在下㈲と非存在下（k“）においてそ

れぞれ求め、SCDの反応速度定数（k＋）はん㌔ん一ん”により算出した。

第3節アシルCoA合成酵素活性

Taitakaらの方法によって測定した（Tanaka　et　aL、1979）。反応液は最終濃度で1μM

［1－14qパルミチン酸カリウム（40　nCi）、1．2　mMトリトンX－IOO、10　mMアデノシン三リン

酸、1　pM　CoA、5mMジチオトレイトール、150　mM塩化カリウム、15　mM塩化マグネシ

ウム、0．1MTris－HCI緩衝液（pH　7．4）、ミクmソームタンパク質5緋9を含み、最終容量0．2
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mしとした。35℃で2分間インキュベートした後、Dole’s試薬（イソプロピルアルコール：n一

ヘプタン：1M硫酸＝・　40：IO：2、　v／v）1．5　mLを加えて3分間振とう後遠心し、上清を取り

除いた。キャリアとしてパルミチン酸を約60μmol含むn一ヘプタン2mしで同様に抽出を

3回行い、未反応のパルミチン酸を抽出した。さらに、n一ヘプタン2mしで3回洗浄し、残

った下層に水を加えて4mしとし、その中から1mLを液体シンチレーション用バイヤルに

移し、トルエンートリトンX－100（2：1、v／v）シンチレーター10・mLを加えて、液体シンチレー

ションカウンターを用いて放射活性を測定した。

第4節アシルCoAオキシダーゼ活性

Smallらの方法によって測定した（Small　et　al．、1985）。パルミトイルCoAを基質として、

反応により生じた過酸化水素を定量した。過酸化水素を還元型の2ラ，7’一ジクロロフルオ

レセインと共にカタラーゼ処理し、その際に生じる酸化型の2’，7’一ジクロロフルオレセイ

ンを502nmで測定した。反応液は最終濃度で50μMの2’，7’一ジクnmフルオレセイン、

40U／m：Lペルオキシダーゼ、4mM　3一アミノー1H：一1，2，4一アミノトリアゾール、0．2　mg／mL

牛血清アルブミン、0．02％トリトンX－100、0．05mMパルミトイルCoA、20　mMリン酸緩衝

液（pH　7．5）および肝臓のホモジネート約35μ9タンパク質を酵素源と含み最終容量を1．O

mLとした。

第5章脂質の分析

第1節肝ホモジネート脂質の抽出

凍結保存した肝ホモジネートからBligh－Dyer法（Bligh　and　Dyer、1959）で総脂質を抽
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出した。解凍した肝ホモジネート0．8mしに水を加えて1．6　mしとし、抗酸化剤としてO．02％

ブチルヒドロキシトルエン／エタノール溶液を50μ：L加え、内部標準物質としてトリヘプタデ

カノインを加え、次にメタノール4m：L、クロロホルム2mLを加えてよく振とうした。その後、

O．IM塩酸とクロロホルムを各2mしずつ加えて2層に分離させ、600×9で5分間遠心

後クロnホルム層を分取した。水層を4mしのクロロホルムで再抽出してこれを先のクロロ

ホルム層に合わせた。得られたクロロホルム層にクロロホルム：メタノール：e．iM塩酸

（3：48：47、v／v）を3．2　mL加えて3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。下層に窒素

気流を吹き付けて一旦溶媒を留去し、クロロホルム：メタノール（1：1、v／v）1mしに溶かして

総脂質とし、一30℃で保存した。

第2節総脂質のけん化

　脂質溶液の溶媒を留辛し、残津10％KOH／90％メタノール溶液1mLを加えて100℃

で1時間加温した。反応液を室温に戻し、水4mLを加えた。さらに、ヘキサン4mLを加

え、3分間振とう後、遠心し、上層を取り除いた。この操作を3回行った。水層に6MH：CIl

mLを加えて液性を酸性にし、ヘキサン4m：Lを加え、3分間振とう後、遠心し、上層を分

：取した。

第3節総脂質中脂肪酸のメチル化

　脂質溶液の溶媒を留去し、15％（w／v）三フッ化ホウ素メタノール錯体メタノール溶液

1mLを加えて、　I　OO℃で15分間反応させた。反応液を室温に戻し、水3m：Lを加えた。

生じた脂肪酸メチルエステルをヘキサンで抽出し、濃縮後、ガスクロマトグラフィーに

よって分析に供した。
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第4節ガスクロマトグラフィーによる脂肪酸の分析

　ガスクロマトグラフはGC－14A（島津製作所）を用いた。分離にはキャピラリーカラム

SUPELCOWAX　10（SUPELCO、米国；ID　O．53　mm×30　m、膜厚1．99μm）を、検出器に

は水素炎イオン化検出器を使用した。キャリアーガスとしてヘリウムを用いた。試料注入

部と検出器の温度は255℃、カラム温度は222℃とした。標準物質の保持時間との比較に

よって各ピークを同定した。内部標準物質であるヘプタデカノインと試料中の脂肪酸のピ

ーク面積比から各脂肪酸を定量した。

第6章mRNAの定量

　凍結保存してあったラット肝の小片から］Rneasy　Midi　kit（Qiagen社，ドイツ）を用い

総RNAを抽出した。総RNAの定量は、抽出液の吸光度を波長260　nmで測定するこ

とにより行なった。逆転写反応はRNA　PCR　kit（AMV）ver．・2．1（タカラバイオ株式会社）

を用いた。逆転写反応系には最終濃度で5mM　MgCI2、1×RNA　PCR　buffer、1mM

dNTP　mix、2U／叫Rnase　lnhibitor、2．5　ng／μL　ra難dom　hexamer、0．05　U／FL　AMV逆転写

酵素および05F9の総RNAを入れ、最終容量が10叫になるようにRnase－free水を

加えた。30℃で’10分、42℃で30分、99℃で5分、6℃で5分間反応させた。生成した

complementary　DNA（cDNA）は使用するまで一3・O℃で保存した。　mRNAの定量にはリア

ルタイムPCR法を用いた。反応にはQuaRtiTect　SYBER　Green　PCR　ma呂ter　mix

（Qiagen社，ドイツ）を用い、各プライマーセット（Table）の最：終濃度が300　nMになる

ように調製した。PCRと融解曲線の作成はiCycler　IQ　real－time　detection　system

（Bio－Rad社，米国）を用いて行なった。反応は95℃、15分で変性させた後、1サイクルが
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94℃で30秒、57℃で30秒、72℃で30秒を40サイクル反応させた。Tableに示したす

べてのプライマーセットについてcDNA　O．hgから1pgまでの増殖効率を求め、標準遺

伝子であるβ一アクチンとの増殖効率比がほぼ1であることを確認した。増殖後は融解曲線

を作成し単一の生成物であることを確認した。各遺伝子の発現量はcomparative　Ct法を

用いて解析した（PE　Applied　Biosystems、1997）。

第7章2一デオキシグルコースの取り込み

　2－DGの肝への取り込みはR勾kumarらの方法に基づいて測定した（R勾kumar　e重aL、

1996）。12時間絶食：させたラットにベントバルビタール（50mg／kg）を腹腔猿投与し、頚静

脈にカニューレを挿入した。2｛14qDG（9μCi／ラント）とD一［2－3田マンニトール（90μCi／

ラット）をカニューレから投与した。マンニトールは細胞外スペースを求めるために使用し

た。血中の2－DGの減衰を測定するためにカニューレから投与後3、5、　IO、20、30と40

分に血液を採取した後、血液中の血糖値と放射活性を測定した。最後の採血が終わっ

たら、肝臓をおよそ200mg切り取り、液体窒素で凍結させ分析するまで一・80℃にて保存

した。肝臓小片はlMNaOHO5mLを添加後、70℃で30分間加熱して溶解させた。そ

の後05mしの1MHCIを添加し、その溶液200叫に対して1mしの6％HC104を添

加した。遠心後に上清950μ：Lを分取し、その放射活性を測定した。タンパク定量はBCA

protein　assay（Pierce社、米国）を使用して行なった。2－DGの取り込みは以下の式を用い

て計算した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　［2．．［i4c］DG］，

　　　　　　2－DG　uptake　＝　roO　sA　dt

このとき2一［14C］DGは投与後40分における肝臓の放射活性（dpm／mgタンパク質）、
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SAは血中2－DGの比放射活性（specific　activity）をdpm／nmol　plasma　glucoseで示して

いる。細胞外スペースは以下の式を用いて計算した（Cieslar・et・al．、1998）。

Extracllular　Spaces　：［D一［2－3H］マンニトール］li。，，／［D｛2－3H］マンニトール】pl。，m、

このとき［D一［2－3　H］マンニトール】ii。，rと［D一［2・・3H］マンニトール］　P1、、m、は月刊蔵と血漿のマン

ニトール濃度を示している。

第8章シクロヘキシミド投与によるタンパク質分解速度の測定

　PCEとSCD活性の半減期はシクロヘキシミドのタンパク質合成阻害作用を利用して求

めた。シクロヘキシミドを生理食塩水に溶解し、ラットの腹腔内に投与した。投与液は2．O

mg／mしとし、1kg体重あたり1mしとした（OshiRo・and・Sato、1972）。投与後0、2、4、6時

間にラットから肝臓を摘出し、第4節に示した方法でミクロソームを調製した。PCEとSCD

活性は5－1と5－2に示した方法で測定した。

第9章Nuclear　run－o薮assay

第1節プローブの作成

　第6章に示す方法でラットの肝臓からcDNAを調製した。プローブの配列をクローニン

グするために、cD：NA、クローニング用プライマー（Table）とpyrobest　D：NAポリメラーゼを

使用してPC：Rを行い、各遺伝子を増幅した。　PCR産物をGENCLEAN　III　kitを使用して

精製した。精製したDNA末端をT4ポリヌクレオチドキナーゼでリン酸化した後、DNAリ

ガーゼ（LigaFast　DNA　Ligation　kit、　Promega社、米国）を使用してプラスミドベクター一に

組み込んだ。プラスミドベクター（pBluescript　KS　II（＋）、　Stratagene社、米国）はSmaIで切
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断後、アルカリフォスファターゼ〈タカラバイオ社）で脱リン酸化したものを使用した。作成

したプラスミドベクターを大腸菌（DH5。コンピテントセル）にエレクトuポレーション法で導

入した。カラーセレクションとミニプレップを行ないプラスミドベクターが導入された菌体を

得た。

第2節フィルターの作成

　落体からプラスミド（100Pt9）を回収し、制限酵素（Hind　III）を用いて直線状にした。制

限酵素処理をしたプラスミドをエタノー一…ル沈殿で生成した後、1M　NaOHを用いて変性さ

せた、6×saline　sodium　citrate（SSC）を加えた。マイクuフィルトレーションプロッティング

装置（Bio－Rad、米国）を用い、20μgのDNAをニトロセルロ・一一一・ス膜にスポットして吸引した

後、6×SSCで洗浄、風乾し、　UVFクロスリンキングを行なった。

第3節核の調製

　核の調製はGorskiらの方法に従って行なった（Gerski　et・al．、1986）。ラットの肝臓を細

かく刻み10mM　HEPES緩衝液（pH　7．6）、25　mM　KCI、0．15　mMスペルミン、0．5　mM

スペルミジン、10％グリセロール、1mM　EDTAを含む2Mショ糖溶液からなるホモジネ

ーション緩衝液を加え、テフuンホモジナイザーを用いてホモジナイズした。10mしのホモ

ジネーション緩衝液のクッシ翼ンにホモジネートを重層し、68000×g、一2℃で30分遠心

した。得られた沈殿をホモジネーション緩衝液一グリセロール（9：1）溶液に懸濁し、10mし

のホモジネーション緩衝液のクッションに重層し、68000×g、一2℃で30分遠心した。得

られた沈殿を1．0×1　09個／mしになるようにホモジネーション緩衝液に懸濁し一80℃で保存

した。

56



第4節run－on　assay

　：Run－on　assayはde・Costaらの方法に従って行なった（de　Costa　e重al．、2000）。反応溶液

（核懸濁溶液（5×107個）、10％グリセロール、50mMトリス塩酸（pH　8．0）、5　mM　MgC12、

1mM　MnC12．　150　mM　KCI．　2．5　mM　DTT，　l　mM　ATP，　1　mM　GTP，　1　mM　CTP．

200FCi［α．32p］UTP（410Ci／mmol））を全量が100緋：しになるように調製し、30℃で30分

間反応させた。DNaselを100　U／mしになるように添加し30℃10分間反応させる。　I　OO　pし

の反応停止液（20mM　Tris－HCI、2％ドデシル硫酸ナトリウム、10　mM　EDTA、200

Pt9／mLプロティナーゼK）を加え、42℃で30分間処理した。フェノール／クロロホルム／イソ

アミルアルコール（25：24：1、v／v）を加え除タンパク操作を行なった後、50　Ptgの酵母

tRNAおよび5％トリクmロ酢酸／60　mMピロリン酸ナトリウム溶液を加えた。沈殿物を0．45

脚のミリポアHAフィルタv一一一一に通した。フィルターは5％トリクロロ酢酸／30　mMピuリン酸

ナトリウム溶液で3回洗浄した。フィルターはDNasel処理後、65℃で10分間インキュベ

ートしてRNAを膜から剥がした。その溶液を回収しプnティナーゼK処理を施した後エタ

ノール沈殿を行ない、50Fしの1mM　EDTA含有10mM　Tris－HC　1緩衝液（pH8．0）に

溶解した。その1叫の放射活性を測定しハイブリダイゼーションに用いた。

第5節ハイブリダイゼーション

　第2節で作成したフィルターをハイブリダイゼーション緩衝液（50％ホルムアミド、5×

SSC、50　mMリン酸ナトリウムpH：65、1×デンハルト液、250　ptg／mLサケ精子DNA）で

42℃、6時間処理した。10．4で得られたRNA溶液（1．0×107cpm）を加え、42℃で48時

間処理した。フィルターを100mしの2×SSC、0．1％ドデシル硫酸ナトリウムに浸し室温
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で5分間洗浄した。この洗浄処理を3回繰り返した。緩衝液を0．2×SSC、0．1％ドデシル

硫酸ナトリウムに替…え、65℃15分間の処理を2回繰り返した。フィルターをイメージングプ

レートに露光し、FLA－3000G（富士フイルム）を用いて放射活性を検出した。

第IO章その他の分析方法

　血清のインスリン濃度はRat・lnsulin・ELASA・kit（Mercodia社、スウェーデン）を用いて

行なった。血糖値はグルコーステストワコー（和光純薬社）を用いて測定した。

第ll章統計処理

　2群間の比較はStudent’s・t－testを用いて行なった。重回帰分析はマイクロソフト社の

EXCEL　2000を用いて行なった。
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Table Sequence　of　primers　used　for　the　experiments

Gene 傭
）
）

Z
D
菰

鋭
Φ

GenBank
　　ID

Purpose Primers　（5’一3’）

SCDl

SCD2

ELO　l

ELO2

123

600

94

611

117

381

381

S－actin　220

JO2585

ABO32243

ABO71985

ABO71986

VO1217

Real－Time

　PCR

CIening

Real一一Time

　PCR

CIening

Real－Tirfle

　PCR

CIoning

　Real－

TimePCR
／　cloning

　Real－

TimePCR
／　cloning

Sense

Antisense

Sense

ARtiseRse

Sense

Antisense

SeRse

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

SeRse

ARtisense

TGTTCGTCAGCACCTTCTTG

GGATGTTCTCCCGAGATTGA

AAAGTTTCTAAGGCCGCTG

GTCTGAGCCAGCAATCTCAA

TGCACCCCCAGACACTTGTAA

GGATGCATGGAAACGCCATA

TCACCACGTTCTTCATCGAC

TTACCCACTTCGCAAGCTCT

GCTTCATCCACGTCCTCATGT

TCAGCACAAACTGGACCAGCT

CGAGACACACGAGTCAAAGG

ACGTGCAGGACTGTGATCTG

AGAACACGTAGCGACTCCGAA

CAAACGCGTAAGCCCAGAAT

TGCAGAAGGAGATTACTGCC

CGCAGCTCAGTAACAGTCC
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