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　　魚油とフェノフィブラートの

糖・脂質代謝制御システムに及ぼす影響

荒井　健
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本論文で使用した略語一覧

ACC；　acetyl－CoA　carboxylase

ACS；　acyl－CoA　synthetase

AdipoR；　adiponectin　receptor

ALT；　alanine　aminotransferase

muPK；　AMP－activated　protein　kiRase

AOX；　acyl－CoA　oxidase

AST；　asparatate　aminotransferase

BAT；　brown　adipose　tissue

CHD；　coronary　heart　disease

CYP7AII　cholesterol　7　or　一hydroxylase

CYP8Bl；　sterol　12　or　一hydroxylase

DHA；　docosahexaeneic　acid

EPA；　eicosapentaenoic　acid

FAS；　fatty　acid　synthase

FF；　fenofibrate

HDL；　high－density　lipoprotein

HMG－CoA；　3’hydroxy－3－methylglutaryl　coenzyme　A

Insigl　insulin　inducing　gene

LDL；　low－density　lipopretein

LPL；　lipoprotein　lipase

LXR；　liver　X　receptor

MCAD；　medium－chain　acyl－CoA　dehydxogenase

OGTT；　oral　glucose　tolerance　test

PPAR；　perexisome　proliferatertactivated　receptor

PPRE；　PPAR　response　element

PUFA；　polyunsaturated　fatty　acid

RXR；　retinoid　X　receptor

SCAP；　SREBP－cleavage　activating　protein

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　iii



SCD；　stearoyltCoA　desaturase

SREBPs；　sterol　regulatery　element　binding　proteins

SREs；　sterol　regulatory　elements

SSD；　sterol’sensing　domain

TNF　or；tumor　necrosis　factor　or

UCP；　uncoupling　pretein

WAT；　white　adipose　tissue

iv



　　　　　　　　　　　　　　　　　緒言

　魚油には、n－3系多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated　fatty　acid、　PUFA）

であるエイコサペンタエン酸（eicosapentaenoic　acid、　EPA）やドコサヘキサ

エン酸（docosahexaenoic　acid、　DHA）が含まれている。　n－3系PU：FAは、血

中トリグリセリド値の低下、冠動脈心疾患（CHD）や心不全などの心血管疾患

の予防効果を示すことが報告されている1“3）。n－3系PUFAや魚油によって、

脂質合成は低下し、脂肪酸酸化は上昇することが明らかにされている4‘10）。

肝臓をはじめとして、脂肪酸合成系とコレステロール合成系遺伝子は、転写

因子であるsterol　regulatory　element　binding　Proteins（SREBPs）によって

制御されているll）。　SREBPsは、小胞体膜上に局在し、　stero1－sensing

domain（SSD）を有するSREBP－cleavage　activating　protein（SCAP）と二量

体を形成している。細胞内コレステロールプールが十分野時は、SSDにコ

レステロールが結合してSCAPの構造を変化させ、　insulin　inducing　gene

（lnsig）と三量体を形成し、小胞体に留まっている。しかし、細胞内のコレス

テロールが枯渇すると、三量体の形成が解除され、二量体となった

SREBPs／SCAPはゴルジ体に輸送される。その後、2種類の特異的なプロテ

アーゼであるSite－1　proteaseとSite－2　proteaseによって切断され、

SREBPsの活性ドメイン（NH2－terminal　basic　helix－100p－helix　leucine

zipper　domain）が核へ移行する。核内に入ると、標的遺伝子のプロモーター

に存在するsterol　regulatory　elements（SREs）やE－boxに結合することによ

って転写を制御している12’14）。プロモーターにSREsやE－boxを持つ標的

遺伝子として、脂肪酸合成経路に関わるacety1－CoA　carboxylase（ACC）、

fatty　acid　synthase（FAS）、　stearoyl－CoA　desaturase（SCD）の遺伝子とコ

レステu一ル合成経路に関わる3－hydroxy－3－methylglutaryl　coenzyme　A

（HMG－CoA）reductase、　HMG－CoA　synthase、　LD：L－receptorの遺伝子が

ある。さらに、SREBPsには、　SREBP－1a、　SREBP－1c、　SREBP－2の3つ

のサブタイプがある。血㎡mでは、SREBP－laとSREBP－lcが1：9の割合

で発現しており15）、SREBP－lc発現の変化が脂肪酸合成に大きく影響する

6）。SREBP1はACC、　EへS、　SCDなど脂肪酸合成系を主に活性化し、

1



SREBP－2はHMG－CoA　reductase、　HMG－CoA　synthase、1．D：L－receptor

などコレステロール合成系を主に活性化する16－18）。n－3系PUFAや魚油摂

取により、SREBP－1cのmRNA発現や成熟型タンパク質レベルが減少し、

脂肪酸合成系およびコレステロール合成系酵素遺伝子のmRNA発現が減少

することで、脂質合成が抑制されることが明らかにされている4’8）。

　一方、脂肪酸酸化は、核内受容体であるperoxisome　proliferator－

activated　receptor（PPAR）αによって制御されている。　PPARαは、

retinoid　X　receptor（RXR）と二量体を形成した後、標的遺伝子のプロモータ

ーに存在するPPAR　response　element（PPRE）に結合することによって転

写を制御している19・20）。そして、PPR：Eをプロモーター内に持つ遺伝子には、

脂肪酸酸化や熱産生に関わるacy1－CoA　oxidase（AOX）、1ipoprotein　lipase

（LPL）．　medium－chain　acyl－CoA　dehydrogenase　（MCAD）．　acyl－CoA

synthetase（ACS）、　uncoupling　protein（UCP）一2などが知られている。　EPA

やDHA、それらの代謝産物はPPARαのリガンドであり、魚油摂取により、

これら脂肪酸酸化関連遺伝子のmRNA発現やタンパク質活性の充進が示さ

れている4β”10）。

　魚油の血中脂質低下作用は、主にEPAとDHAによるものと考えられて

おり、EPAとDHAの作用の違いについても多くの研究が行われている。血

vitroの実験において、　EPA、　DHAともに成熟型SREBP　1タンパク質を減

少させるが、DHAがより強く成熟型SREBP－1タンパク質を減少させるこ

とが示されている21）。また、EPAとDHAはともにPPARαを活性化する

が、EPAがより強く活性化することが報告されている22）。ラットを用いた

実験では、EPA、　DHAともにAOXのmRNAとタンパク質を誘導したが、

血漿トリグリセリド低下作用はEPAのみで示されたことが報告されている

23）。このように、EPAとDHAはともに、脂質を低下させる作用を示すが、

その強さには差があることが示唆されている。しかしながら、日常生活では、

EPAとDHAは、それぞれを単独で摂ることは極めて稀で、魚介由来の魚油

として摂取している。このような背景から、第1章ではEPAとDHAの含

有比率が異なる2種類の魚油を用い、2つの成分の比率の違いが糖・脂質代

謝に及ぼす影響について検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　2



　1）PARαのリガンドとしてEPAやDHAも機能するが、より強いPPARα

の合成リガンドとして、脂質、特にトリグリセリドの低下を目的に高脂血症

治療薬として用いられているフェノフィブラートがある。フィブラートは、

PPARαの活性化により、リポタンパク質リパーゼ（：LP：L）の転写レベルでの

発現を誘導し、トリグリセリドに富むリポタンパク質の代謝を促進する。ま

た、肝臓における脂肪酸酸化を充進し、トリグリセリド合成や超低密度リポ

タンパク質（V：LDL）の合成と分泌を抑制する。さらに、アポAI、A■の発現

を誘導し、高密度リポタンパク質（HD：L）レベルを増加させる24”30）。近年、フ

ェノフィブラートのメタボリックシンドロームや2型糖尿病への効果を示

すデータが報告され、注目されている31）。

　魚油の脂肪酸酸化充進作用はあまり強いものでなく、その脂質低下作用は、

主に脂質合成の抑制によるものであると考えられる。一方、フェノフィブラ

ートは脂肪酸酸化を強く誘導することで脂質低下作用を示す。このような脂

質低下の作用機序が異なる魚油とフェノフィブラートを組み合わせること

で併用効果により有効性が得られる可能性は高いと考えられるが、その検討

は今までされていなかった。そこで、第1章では、魚油とフェノフィブラー

トの併用における糖・脂質代謝に対する改善効果を明らかにするために、脂

質に対する応答性が高いC57BL／6Jマウス32）を用いて検討した。

　　　Fish　oil　feeding

同epatic　SREBP一・lcr鴇飛NAa簸d／or

　mature　protein　deorease

　　　　　l

SREBPm”l　targetgene　mRNAdecrease

　　　（FAS，S¢D　etal．）

Lipogenesis　suppiVtugiision

Fenofibrate

／
PPARu　aotivation

i g
PPARa　target　gene　mRNA　increase

　（AOX，りCP　e亀al．）

Fapty　acid　optdation　and

thsirmogenesis　stimulation

　　　　　　　　　Plasma　and　hepatic　triglyceride

　　　　　　　　　　and　cholesterol　decrease

Fig．1　Hypolipidemic　mechanism　by　fi＄h　oil　and　fenofibrate
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　肥満者では、高脂血症やインスリン非依存性糖尿病（2型糖尿病）の発症リ

スクが上昇し、CHDや脳卒中を引き起こす危険性が高まる33“35）。平成19

年の国民健康・栄養調査では、脂肪の摂取量が総エネルギー比率の30％以上

の者が、20歳以上の男性では20．6％、女性では28．1％を占めている36）。そ

して、その割合は年々増加している。脂肪蓄積および脂肪細胞の肥大化によ

り、アディポサイトカインであるアディポネクチンの血中レベルは減少し、

レプチンとTNFαは増加して、インスリン抵抗性を呈し、最終的には糖尿

病が発症する。アディポネクチンは、AMP－activated　protein：kinase

（AMPK）を活性化して糖新生を抑制し、肝臓への糖の取り込みを充進させる。

また、PPARαを活性化し、脂肪酸酸化を充進させることでインスリン感受

性を高めると考えられている37’39）。肥満者では、このような作用が健常者に

比べ低下し、糖・脂質代謝に異常をきたしている。そこで、第2章では、肥

満に至る過程における魚油とフェノフィブラートの有効作用を明らかにす

ることを目的とし、肥満体質を持ちインスリン抵抗性を呈すKKマウスをモ

デル動物として用い、魚油摂取または魚油とフェノフィブラートの併用摂取

の糖・脂質代謝に対する改善効果をを検討した。

　さらに、肥満に至った後に対する魚油の作用を明らかにすることも極めて

重要であると考えた。そこで、：KKマウスに一定期間高脂肪食を与え、高度

肥満を誘導させた後に、魚油の影響を検討することにした。現在のヨ本人が

魚から摂っている脂質の割合は、約2．5％エネルギーに過ぎない40）。しかし

ながら、我々の研究を含め、これまでの魚油の機能解析を目的とした研究で

は、食餌中の脂質を全て魚油にしたものが多く、通常の魚油摂取量に比べ、

かなり多量の魚油を負荷した条件での作用を報告している。そこで、第3章

では、KKマウスに一定期間高脂肪食を与えて、高度肥満を誘導させた後に、

食餌中の魚油のエネルギーを2．5％、12．5％、25％に設定し、魚油摂取量およ

び脂肪エネルギー比率の違いによる糖・脂質代謝に対する改善効果を検討し

た。
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第1章C57BL／6Jマウスに対するEPAとDHAの含有比率が異なる

　　　　魚油とフェノフィブラートの糖・脂質代謝に及ぼす影響

　魚油摂取による脂質低下作用は、主にEPAとDHAによるものと考えら

れており、EPAとDHAの作用の違いについても多くの研究が行われている。

ラットの初代肝細胞の培養液にEPAまたはDHAを100μM添加した実験

において、DHAがEPAより強く成熟型SR：EBP一一1タンパク質を減少させる

ことが示されている21）。また、初代肝細胞の培養液にさまざまなPUFAを

250μM添加した実験において、EPAとDHAはともにPPARαの活性化

を誘導するが、EPAがより強くPPARαを活性化することが報告されてい

る22）。ラットを用いた実験では、EPAまたはDHAを1000　mg／day／kg　BW

摂取させたとき、EPA、　DHAはともにAOXのmRNAとタンパク質レベル

を増加させたが、血漿トリグリセリド低下作用はEPAのみで認められたこ

とが報告されている23）。以上より、EPAとDHAはともに、脂質低下作用

を示すが、その強さには差があることが示唆される。

　本章では、EPAとDHAの含有比率が異なる魚油を用い、糖・脂質代謝に

及ぼす作用の違いについて検討した。さらに、PPARαの合成リガンドであ

るフェノフィブラートを用いて、魚油との併用摂取による作用について検討

した。実験動物として8週齢のC57BL／6J雌性マウスを用い、サフラワー油

（SO群）、　EPAの含有比率の高いニシン油（MO群）、　DHAの含有比率の高い

マグロ油（TO群）を脂質源とした食餌とそれぞれの食餌にフェノフィブラー

トを0．1％（w／w）添加した食餌（SO＋F：F群、　MO＋F：F群、　TO＋F：F群）で8週間

飼育した。その後、糖・脂質代謝に関わるパラメータの解析を行った。実験

食の脂肪エネルギー比率は全て20％とし（Table　H）、脂肪酸組成はTable1－2

に示した。
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Table　1－1．　Composition　of　the　experimental　diets

Experimentalgroup so MO TO SO＋FF　MO＋FF TO＋FF

Safflower　oil

Me轟hade携。罐

Tu湾ao涯

Casei轟

Sucrose

P　rmstarch

Vitamin　mix

Mineralmix

Ce懸綴ose　powder

L－cys癖ne

t－Butylhydroquinone

Fenofibrate

8．00

　　　　　8DO

20．00　20．00

10．37　10．37

5183　51．83

1．00　1．00

3．50　3．50

5．00　5．00

e．30　o．30

0．OO16　O．OO16

8．00

20．00

壌0．37

51．83

1DO

3．50

5．00

0．30

0．OOI6

8．00

20．00

10．37

51．83

1．00

3．5e

5．00

0．30

0．OO16

0．1　0

8DO

20DO

lO．37

51．83

1DO

3．50

5．00

0．30

0．OOI6

0．1　O

8DO

20．00

10．37

51．83

1．00

3．50

s．eo

O．30

α00肇6

0．壌0

Total（g）　100．00　100．00　100．00

Table　l　m2．　Composition　of　the　fattv　acid

100．10 1　OO．1　O 100．10

O
／
e

SO，　SO÷FF MO，　MO＋FF TO，丁0＋FF
1　4：0

16：0

16：1

18：0

18：1

1　8：2

1　8：3

20：4

20：5

22：6

0thers

4．4

02
2．1

77．5

14．2

e．4

e．s

O7

7．5

1　7．5

“　．5

3．5

8．5

〈3

〈3

〈3

1　2．5

“　．5

〈18．5

3．e

1　8．2

4．2

4－9

188
1．3

0．8

2．0

7．3

24．1

1　5．4

第1節　体組成、血漿および肝臓脂質レベル

　最終体重は、SO群と比較して、　MO群、　TO群で有意な差はなかった。

フェノフィブラート（FF）を添加した全ての群が、　SO群と比較して有意に低

下を示し、MO＋：FF群ではMO群と比べても有意に二値であった。肝臓重量

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6



は、MO群、　TO群で有意に低値を示し、ともにSO群の81％であったが、

MO＋：FF群とTO牽FF群では、それぞれMO群とTO群に比べ、2。0倍、2．2

倍に増加した。子宮周囲白色脂肪組織（WAT）重量は、脂質源の違いによる有

意な差はなかったが、F：F無添加群と比べてFF添加群で30－60％まで減少し

た。また、肩甲骨問褐色脂肪組織（BAT）重量は、　WAT重量と同様、脂質源の

違いによる差はなかったが、F：F無添加群と比べてFF添加群で35－60％まで

減少した（Table　2）。

Table　2．　Body　weight，　liver　weight　and　white　adipose　tissue　and　brown　adipose

　　　tissue　in　C57BL／6J　rnice　fed　safflower　oil，　raenhaden　oil　and　tuna　oil

　　　with／without　O．1　e／o　fenofibrate　diet　for　8　weeks．

Body　weight

　　（g）

Liver　weight

　　（g）

WAT　weight
　　（g）

BA－1一　weight

　（mg）

so

MO

TO

SO＋FF

M　O÷FF

TO＋FF

24．1　6　1　3．3sa

24．69±2．26a

22．67±1．76a・b

20D7　±1．70C

20．61±1．1sb・c

21．70±o．g2b・c

1．17±O．25C

O．94±O．Osd

e．94　±　O．1　4d

1．74±O．21b

1．93±o．17aTb

2．08　±　O．1　4a

O．74±O．37a

O．83±O．35a

O．59±o．21a・b

O．29コと：α10c

O．26±O．04C

e．35±o．osb・c

114．6±3s．4a

111．3±3g．oa

1　Ol　．6　±　41　．9a

40．7　±　1　O．gb

49．7　±　5．gb

58．5±149b

Values　represent　the　mean±S．D．（n＝5）．　Gr◎ups　with　d肝erent　letters　are

significantly　different，　，ANOVA　with　by　Fisher’s　protected　least　significant

d肝erence（PしSD）test，　P〈0．05．　SOI　safflower　oil　fed　group，　MO：menhaden　oil

fed　group，　TO：　tuna　oil　fed　group．　FF：　fenofibrate．　BAT：　brown　adipose　tissue，

WAT：　white　adipose　tissue．

　血漿トリグリセリド値は、SO群と比較してMO群で低下傾向（P＝0．087）

を示し、TO群で有意に低値を示した。　F：F添加群ではF：F無添加群と比較し

て有意に低値を示し、SO÷FF群はSO群の61％、MO＋F：F群はMO群の78％、

TO牽FF群はTO群の83％であった。血漿総コレステロール値は、　SO群と

比べてMO群で70％、　TO群で63％であった。また、　MO＋FF群、　TO＋F：F

群ではそれぞれMO群、　TO群と比べ、2．0倍、2．2倍高値を示した。また、

血漿｝IDL一コレステロ・・一ル値も、：FF添加群では：F：F無添加群と比べ有意に

高値を示し、MO＋FF群はMO群に対して1．7倍、　TO＋：FF群はTO群の2．1
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倍増加した（Table　3）。

Table　3．　Plasrria　triglyceride，　total　cholesterol　and　MDLmcholesterol　concentration　aRd　liver

　　　triglyceride　and　total　cholesterol　concentratioR　in　C57BL／6J　mice　fed　sai　i　lower　oll，

　　　rnenhaclen　oil　aBd　tuna　oil　with／without　O．10／e　fenofibrate　diet　for　8　weeks．

　Plasma　Plasrnatotal　Plasma　HDL一　Liver　Livertotal
triglyceride　cholesterol　cholesterol　triglyceride　cholesterol
（mg／dL）　（mg／dL）　（mg／dL）　（mg／totalliver）　（mg／totalliver）

so

MO

TO

SO＋FF

MO＋FF

TO＋FF

65　1　13a

58　±　3a・b

53　±　7b

40　±　3c

45　±　3c

44　±　6c

79±18b

55　±　sc

49±11c

66　±　24b・c

108±茎2a

109±13a

47±13b

33　±　7c

28　±　sc

58　±　7a

57　±　sa

57　±　sa

65．82±39．63a

8．1　6　±　4．9　5b

4．47±2．21b

20．95±14Dgb

6．88±4．77b

6．72±1．47b

3．68　1　2．21a

1．15±OA　6c

O．95±O．22c

2．62±1．02a1b

1．79±O．43b・c

1．98　1　O．13b・c

Values　represent　the　rriean　±　S．D．　（n　＝　5）．　Groups　with　dii　ferent　letters　are　significantly

dlfferent，　ANOVA　with　by　Fisher’s　protected　least　slgnificant　dii　ference　（PLSD）　test，　P　〈

O．05．　SO：　safilower　oil　fed　group，　Me：　menhaden　oil　fed　group，　TO：　tuna　oil　fed　group．　FF：

fenofibrate

　肝臓トリグリセリド値は、MO群、　TO群で有意に三値を示し、　SO群と

比べてMO群は12％、　TO群は7％であった。また、　SO＋FF群はSO群と

比べて32％であったが、MO＋FF群とTO＋：FF群はそれぞれMO群、　TO群

との問に差はなかった。肝臓総コレステロール値もトリグリセリド値と同様

に、SO群と比較してMO群、　TO群で有意に二値を示し、　MO群で31％、

TO群で26％であった。しかし、FF添加による差は認められなかった（Table

3）o

　血漿アディポネクチン値は、MO群、　TO群で有意に高値を示し、　SO群

と比べてMO群で1．8倍、　TO群で1．9倍増加した。：FF添加群の問では、

SO＋：FF群とMO＋F：F群の問に有意な差がなく、TO＋FF群は有意に高値を

示したが、約1．3倍の増加にとどまった。また、SO群とSO＋F：F群の問で

差はなかった。一方、血漿レプチン値は、摂取油脂源の違いによる有意な差

はなかったが、SO＋：F：F群とMO＋FF群は、　SO群、　MO群と比較して有意

に低値を示し、TO＋F：F群もTO群と比べて低下傾向を示した。肝障害のマ

ーカーである血漿アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）とアラニ

ンアミノトランスフェラーゼ（ALT）値は、脂質源の違いで差はなかったが、
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MO＋FF群、　TO＋：F：F群ではMO群、　TO群と比べて有意に高値を示し、　AST

はそれぞれL6倍、1．4倍、　AI∬は3．4倍、3．2倍であった（Table　4）。

Table　4．　Plasma　aciiponectin，　leptin，　AST　and　ALT　levels　in　C57BL／6J　rr｝ice

　　　fed　saffiower　oil，　menhaden　oil　and　tuna　oil　with／without　O．10／e

　　　fenofibrate　diet　for　8　weeks．

　Plasma
adiponectin
（p　g／rnL）

Plasma　leptin

　（ng／raL）

Plasrr｝a　AST

　（lu／し）

Plasrna　ALT
　（！U／L）

so

MO

TO

SO＋FF

M　O＋FF

TO＋FF

36．5±3．7btc

67．3　±　s．3a

70．5　1　12．3a

32．7　±　4．OC

39．5±s．4b・c

43．5±s．lb

20．2　±　”　．oa

16．8　k11．2a

13．4±11．sa｝b

2．3±06c

2．5　±　O．gc

4．6　！：3．1btc

41　drllbTc

33　±　2c

38　di　7　c

32　±　3c

52±1sa・b

54±”a

8±　3b

7±　2b

8±3b

13±3b

24　±　ga

27　±　7a

Values　represent　the　rriean　±　SD．　（n　＝　5）．　Groups　wlth　dfferent　letters　are

slgnlficantiy　different，　ANOVA　with　by　Fisher’s　protected　least　significant

d肝erence（PしSD）test，　P＜0．05．　AST：aspartate　arninotraRsferase，　ALT：

alanine　aralnotransferase．　SO：　saenower　oll　fed　group，　MO：　menhaden　oil　fed

group，　TO：　tuna　oil　fed　group．　FF：　fenofibrate

第2節　肝臓における糖・脂質代謝関連遺伝子発現

　魚油やフェノブイブラートの負荷による血漿や肝臓脂質への影響につい

て、さらにそのプロセスを明らかにするため、肝臓における脂質代謝関連遺

伝子のmRNAレベルを定量RT－RCR法を用いて調べた。

　Fig．2にsREBP－lc、　Insig－1、　FAs、　scD－1のmRNAレベルを示した。

SREBP－1cのmRNAレベルは、：FF無添加の各群間に有意な差はなかった

が、FF添加群のSO＋FF群とTO＋F：F群は、　SO群、　TO群と比べて有意に

増加した。しかし、ニシン油（MO）ではフェノフィブラート添加で増加が認

められなかった。sREBP－1の標的遺伝子であるInsig－1、　EAs、　scD－1の

mRNAレベルは、　SO群と比較してMO群、　TO群で有意に低下し、　Insig－1

はMO群で31％、TO群で32％、FASはMO群で17％、TO群で12％、SCD－1

はMO群で18％、　TO群で8％にまで低下した。次に、：F：F添加群との比較

では、Insig－1のmRNAレベルは：FF添加による影響はみられなかった。一
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方、：FASのmRNA発現は、　SO＋：F：F群でSO群と比べ有意に低下したが、

MO＋FF群とTO＋F：F群では、　MO群、　TO群との間に差はなかった。　SCD－1

のmRNAレベルはSO群とSO＋：F：F群間で差がなかったのに対して、

MO＋FF群とTO＋FF群では、　MO群、　TO群と比べて有意に増加した。

　SREBP－2、　HMG－CoA　reductase、：LDL－receptorのmRNAレベルを：Fig．

3に示した。SREBI）一2のmRNAレベルは、脂質源を魚油としたMO群、

TO群で有意に低く、SO群と比べてMO群で68％、TO群で57％であった。

しかし、IFF添加による影響は認められなかった。　HMG－CoA　reductaseの

mRNAレベルは、　MO群とTO群で有意に低く、SO群と比べてMO群で

17％、TO群で21％であった。また、　SO＋FF群はSO群と比較して有意に

低下したが、MO＋：F：F群とTO＋：F：F群はそれぞれMO群、　TO群との間に差

は認められなかった。LD：LTeceptorのmRNAレベルは、　SO群と比較して

TO群で有意に低がつたが、　MO群では有意な差はなかった。また、　TO＋：F：F

群ではTO群と比較して有意に増加した。
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Fig．2．　Effects　of　rnenhaden　oil　and　tuna　oil　with／without　e．1％　fenofibrate　treatment　for　8　weeks　on　expression　of　genes　involved　in　fatty　acid

synthesis　in　liver　from　C57BL／6」　mice．

Panels　show　rnRNA　expression　levels　of　SREBP－1c　（A），　lnsig－1　（B），　FAS　（C）　and　SCD－1　（D）．　rnRNA　levels　were　deterrnlned　by　reaKime

qua就i乞ative　RT－PCR．　Resu辻s　are　expressed　as　the　ratio　of　the　obtained　vaiue　to　that　of　the　20覧sa細ower　oil　group．　Va短es　represent　the

mean　1　S．D．　（n　＝　5）．　Groups　with　different　letters　are　significantly　different，　ANOVA　with　by　Fisher‘s　protected　least　slgnlficant　difference

（PLSD）test，　P　〈　eO5．　lnsigr1：　iBsulinminduced　gene－1，　FAS：　fatty　acid　synthase，　SCDml：　stearoyl－CoA　ciesaturase，　SO：　saraower　oil　fed

group，　MO：　menhaden　oll　fed　group，　TO：　tuna　oil　fecl　group，　FF：　fenofibrate．
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Fig．3．　Effects　of　menhaden　oil　and　tuna　oil　with／without　O．1％

fenoGbrate　treatment　for　8　weeks　on　expression　of　genes　involved

in　cholesterol　synthesis　in　liver　from　C57BL／6」　rnice．

Panels　shovv　rnRNA　expresslon　levels　of　SREBP－2　（A），　HMG－CoA

reductase（B）and　L顎）レreceptor（C）．　mRNA　levels　were　determined

by　real－tirne　quantitative　RT－PCR．　Results　are　expressed　as　the

ratio　of　the　obtained　value　to　that　of　the　20％　saraower　oil　group．

Values　represent　the　rnean　±　S．D．　（n　＝　5）．　Groups　with　different

Ietters　are　significanもly　d蘇erent，　A網0＞A　wlth　byドi曲eピs　protected

least　significant　ciifferenoe（PLSD）test，　P〈e，05．　SO：sawrower　oil

fed　group，　MO：　menhacien　o＃　fed　group，　TO］　tuna　oil　fed　group，　FF：

fenofibrate．

　Fig．4にPPARα、AOX、　UCP－2のmRNAレベルを示した。　PPARαの

mRNAレベルは、SO群と比較してMO群、TO群で有意に増加した。　SO＋FF

群はSO群と比べて有意に増加したが、　MO＋：F：F群とTO＋：FF群はそれぞれ

MO群とTO群の間に差がなかった。　AOXのmRNAレベルには、：FF無添

加の群間で有意な差は認められなかったが、SO群と比較してMO群で1．6

倍、TO群で1．9倍増加した。さらに、：FF添加群では著しく発現が誘導され、

それぞれのF：F無添加群と比べてSO＋F：F群で5．7倍、MO＋FF群で4．5倍、

TO＋FF群で4．3倍増加した。　UCP－2のmRNAレベルも、　SO群と比較して

MO群、　TO群で差はなかったが、：FF添加群では3群とも有意に増加し、

それぞれのF：F無添加群と比べてSO＋：F：F群で3．4倍、MO＋：F：F群で2．8倍、

TO＋：FF群で2．4倍増加した。
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第3節　小数および考察

　魚油を用いた食餌において、n－3系PUFAのEPAとDHAの摂取量は、

MO群で、　EPAが1374　mg／kg　BW／day、　DHAが1264　mg／kg　BW／dayで

あり、TO群では、　EPA　806　mg／kg　BW／day、　DHA　2661　mg／kg　BW／dayで

あった。また、MO＋：F：F群は、　EPA　1144　mg／kg　BW／day、　DHA　1053　mg／kg

BW／day、　TO＋FF群は、　E：PA　731mg／kg　BW／day、　DHA　2414　mg／kg　BW／day

の摂取に値した。さらに、フェノフィブラートの負荷量は125－140mg／kg

BW／dayであった。最終体重および脂肪組織重量の増加は、脂肪エネルギー

比率20％のE：PA含有比率の高いニシン油、あるいはDHA含有比率の高い

マグロ油の摂取によって抑制されなかったが、フェノフィブラート

0．1％（w／w）添加により体重および脂肪組織重量の増加が著しく抑制された。

肝臓において、脂肪酸合成に関わるFAS、　SCD－1やコレステロール合成に

関わるHMG－CoA　reductase、LD：LTeceptorのmRNAレベルは魚油摂取

によって著しく減少したが、フェノフィブラート添加による影響はみられな

かった。一方、脂肪酸酸化や熱産生に働くAOXやUCI）一2のmRNAレベル

は、魚油摂取では有意に増加が示されなかったが、フェノフィブラート添加

によって著しく発現が誘導された。コレステロール異化の律速酵素である

CYP7A　1のmRNAレベルは、魚油とフェノフィブラートを併用摂取するこ

とで著しく増加し、さらにニシン油（MO）とフェノフィブラートを併用する

ことによってその発現が強く誘導されることが明らかになった。

　本章の検討では、体重および脂肪組織重量には、サフラワー油と比較して

魚油摂取による影響がみられなかったが、フェノフィブラート添加により大

きく低下した（Table　2）。　C　57B：L／6J雌性マウスに60％エネルギーの魚油食を

1週間与えた研究では、明らかな体重減少がみられている8）。このような結

果の違いは、本研究では、魚油を20％エネルギーに設定したことから、脂肪

エネルギー比率の差が体重や脂肪組織重量の変化に影響したと考えられる。

一方、フェノフィブラート添加群では、肝臓における脂肪酸合成に関与する

EへS、SCD－1のmRNAレベルは変化しなかったが、AOXとUCP－2のmRNA
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レベルは：F：F無添加群に比べ、著しく増加した（Fig．4）。このことは、フェノ

フィブラートは、脂質の異化過程における脂肪酸酸化や熱産生を誘導し、体

重および脂肪組織重量の増加を抑制することを示唆する。魚油は、AOX、

UCI）一2のmRNA発現とタンパク質量、活性をともに増加させることが報告

されている8・41，42）。これらの中には、血中および肝臓中トリグリセリド量も

低下したことを示すものもある41）。また、フェノフィブラートは、PPARα

を転写レベルでは誘導せず、P：PARαタンパク質の活性化を誘導し、標的遺

伝子であるAOX、　UCP－2などのmRNAレベルを著しく増加させることが

報告されている43・44）。本研究において、PPARαのmRNAレベルは魚油お

よびフェノフィブラート添加によって有意に増加した。しかし、AOX、

UCP－2のmRNAレベルは、魚油摂取では誘導されず、フェノフィブラート

摂取によって著しく誘導された（Fig．4）。　Nakataniらの研究では、脂肪エネ

ルギー比率60％と高濃度の魚油投与で、AOXやUCP－2のmRNA発現が充

進ずることを示している8）。今回の検討において、魚油の摂取量が脂肪エネ

ルギー比率20％では、脂肪酸酸化と熱産生に関わるAOX、　UCP－2のmRNA

発現は誘導されないことが示され、血漿トリグリセリドは低下しなかった。

　レプチンは脂肪組織の肥大化に伴い分泌量が増加し、血中レベルが上昇す

る。フェノフィブラート添加群では、脂肪組織の増加が有意に抑制され、血

中レプチン値も著しく低下することが示された。一方、アディポネクチンの

分泌は、体重および内臓脂肪量と逆相関を示すことが報告されている45・46）。

本研究では、魚油摂取によって体重と白色脂肪組織重量に変化はなかったが、

血中アディポネクチン値はSO群と比べ、約2倍増加した（Table　2）。しかし、

魚油とフェノフィブラートの併用摂取群では、魚油単独摂取群でみられた血

中アディポネクチン値の増加が認められなくなった。アディポネクチンは、

アディポネクチンレセプターに結合することで作用を発揮する。Tsuchida

らは、PPARαアゴニストであるWy－14，643投与により血清アディポネク

チン値は増加しないが、白色脂肪組織におけるアディポネクチンレセプター

の発現が増加し、インスリン感受性が充進ずると報告している47）。また、

インスリン分泌とインスリン感受性の充進は血中アディポネクチン値やア

ディポネクチンとアディポネクチンレセプターのmRNA発現と負の相関を
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示すことが報告されている48”51）。本研究では、フェノフィブラート添加群の

肝臓において、AOX、　UCP－2のmRNAレベルが著しく上昇したことから、

β酸化が著しく誘導され、脂肪組織の増加を強く抑制したと考えられる。そ

して、脂肪組織の肥大化の抑制により、インスリン抵抗性の発現が抑えられ

たことで、血中アディポネクチン値は増加しなかったと考えられる。

　脂肪エネルギー比率25％の魚油でラットを1週間飼育した研究や魚油

60％エネルギーでC57BL／6Jマウスを4か月飼育した研究では、　SREBP－1c

のmRNA発現と成熟型タンパク質レベルが減少したと報告されている4謄6）。

また、脂肪エネルギー比率40％の魚油で1週間飼育したC57B：L／6Jマウス

では、SREBP－1c　mRNA発現は減少しなかったが、成熟型タンパク質レベ

ルが減少したという報告とSREBP　lc　mRNA発現と成熟型タンパク質レベ

ルの両方が減少したという報告がある7・52）。また、C57BL／6Jマウスを用い

て、総脂肪エネルギー比率60％のうち、1／6（10％エネルギー）を魚油に置換し

た時は、成熟型タンパク質量のみが減少し、1／2（30％エネルギー）以上を魚油

に置換した場合はmRNAとタンパク質レベルがともに減少したという報告

もある8）。本研究では、8週間飼育を行ったが、脂肪エネルギー比率が20％

であったため魚油摂取量が少なく、SREBP－1cのmRNAレベルを減少させ

る用量には至らなかったと考えられる。しかし、SREBP－1の応答遺伝子で

あるInsig－1のmRNAレベルは魚油摂取によって有意に減少した。　Insig－1

のmRNAとタンパク質レベルは、成熟型SREBP－1タンパク質によって制

御されている53）。本研究でInsig－1のmRNAレベルが減少していることか

ら、SREBP－1タンパク質の成熟型へのプロセスが抑制され、成熟型

SREBP　1タンパク質レベルが減少していることが考えられる。また、魚油

またはn－3PUFAによって、　SREBP－1の標的遺伝子であるFASやSCD－1

のmRNAとタンパク質活性は連動して低下することが報告されている54，δ5）。

MO群とTO群の魚油摂取群では、　FAS、　SCD－1のmRNAレベルが著しく

減少し、脂肪酸合成が抑制されたことが示唆されたが、体重や脂肪組織重量

には影響を与えなかった。SREBP2　mRNA発現や成熟型タンパク質、その

標的遺伝子に対する不飽和脂肪酸や魚油による影響は一様なものではない

4・7・52）。魚油摂取によって、SREBP－2成熟型タンパク質は減少しないが、
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HMG－CoA　reductaseや：LD：L－receptorのmRNA発現は減少するという報

告があり、肝臓中コレステm一ル値は低下し、2．9mg／g　liverであった6）。

また、魚油摂取によって、HMG－CoA　reductaseや：LDL－receptorのmRNA

レベルとタンパク質活性がともに減少した報告がある56・57）。本研究では、

SREBP－2のmRNAレベルは魚油摂取によって抑制され、その標的遺伝子

であるH：MG－CoA　reductaseと：LDLTeceptorのmRNAレベルも減少した。

また、魚油摂取群では、血中および肝臓中総コレステロール値も有意に低値

を示し、コレステU一ル合成に対する制御は、今回用いた魚油摂取量でも有

効であることが示唆された。肝臓中総コレステロール値は著しく低下（約1

mg／g　liver）したが、解剖時の観察では、肝臓からの出血は認められなかった。

また、同様の条件で検討した別の実験では、肝臓中総コレステロール値が

0．6mg／g　liverであっても、肝臓組織切片の観察において肝細胞の形態に異

常は認められなかったことから（data　not　shown）、コレステu一ル低下によ

る障害は起きていないものと考えられた。以上の結果から、C57BL／6J雌性

マウスにおいて、脂肪エネルギー比率20％の魚油は、同レベルのサフラワー

油に比べ、体重と脂肪組織重量を低下させることはできないが、分子レベル

での制御を介して、脂肪酸合成およびコレステU一ル合成を抑制することで

肝臓における脂質低下作用を現すことが示唆された。

　CYP7A1のmRNA発現は、魚油またはフェノフィブラートによって誘導

され58－60）、魚油により、胆汁酸とコレステu一ルの排泄が2倍増加するこ

とが報告されている58）。また、CYP7A1やCYP8Blのタンパク質量とその

活性はmRNAレベルで制御されていることが報告されている61“63）。本研究

において、CYP7A1のmRNA発現は、魚油またはフェノフィブラートの単

独摂取では誘導されず、魚油とフェノフィブラート併用摂取でのみ著しく誘

導された（Fig．5）。　CYP7A1発現は、核内受容体のヘテPダイマーである

PPAR／RXRや：LXRIRXRによって誘導され、　PPAR／LXRによって抑制され

る64＞。魚油はRXRαの発現を増加させることが報告されている58）。　MO＋：FF

群とTO＋：FF群では、魚油によるRXR発現誘導とフェノフィブラートによ

るPPARαの活性化が互いに作用し合って、PPAR／RXRの形成が充進され、

CYP7A1のmRNA発現が誘導されたと考えられる。また、MO＋FF群では、

　　　　　　　　　　　　　　　　　16



TO＋FF群と比較して有意にCYP7A1のmRNAレベルが増加したことから、

EPAを多く含む魚油はDHAを多く含む魚油より、RXRの発現誘導を介し

た1）PARIRXRの形成をより強く誘導する可能性が示された。しかし、魚油

単独群と魚油とフェノフィブラートの併用群の間で肝臓中のコレステロー

ル値の差はなかったことから、このことに関しては、EPAとDHAの含有量

をより高めた油脂等を用いて、さらなる検討が必要である。

　以上述べてきたように、魚油は、脂肪酸およびコレステU一ル合成を抑制

し、肝臓中トリグリセリドと血中および肝臓中総コレステロールを低下させ

ることを示した。一方、フェノフィブラートは、脂肪酸酸化を冗進し、血中

のトリグリセリドを低下させ、体重および脂肪組織の増加を抑制することを

示した。これらのことから、魚油とフェノフィブラートの併用では、それぞ

れの作用が相加的に働き、脂質合成は抑制されて、脂肪酸酸化が充進される

ことで、血中および肝臓中のトリグリセリドと総コレステロールの低下、体

重および脂肪組織の増加を抑制できると考えられる。

17



第2章　KKマウスに対するE：PAとDHAの含有比率が異なる魚油と

　　　　フェノフィブラートの糖・脂質代謝に及ぼす影響

　K：Kマウスは、体重や脂肪組織重量が著しく多く、重度の高インスリン血

症、高血糖および高脂血症を呈する2型糖尿病モデルであるKK－Ayマウス

に比べると、体重増加が緩やかであり、体重増加に伴って、雄では高インス

リン血症と高血糖を呈するが、雌では高インスリン血症を呈するものの、高

血糖は誘発されにくい特徴を持っている65）。第2章では、中程度の肥満お

よび糖尿病予備群のモデルとしてK：Kマウスを用い、EPAとDHAの含有比

率が異なる魚油とフェノフィブラートの糖・脂質代謝への作用を調べた。6

週齢のKK雌性マウスを用い、日本人が日常生活で摂取している脂肪酸の種

類および割合に近づけ、動物性のラード、植物性のサフラワー油を4：6で調

合した油（コントロール群）、EPAが豊富な魚油（EPA群）、　DHAが豊富な魚

油（DHA群）を脂質源とした食餌、さらにDHAが豊富な魚油にフェノフィブ

ラートを0．2％（w／w）添加した食餌（DHA＋：FF群）で8週間飼育した。その後、

糖・脂質代謝に関わるパラメータの解析を行った。実験食の脂肪エネルギー

比率は全て25％とし（Table　5－1）、脂肪酸組成はTable　5－2に示した。
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Table　5ww1．Cornposition　of　the　experirnental　diets

Experimentalgroup Lard／SO 巳PA DHA DHA÷FF

しard

Safflower　oil

EPAwwrich　fish　oil

DHA－rich　fish　oil

Casein

Sucrose

B　一starch

Vitamin　mix

Mineral　mix

Cellulose　powder

し一cystiRe

t－Butylhydroquinone

Fenoflbrate

4．20

6．30

21．00

10．50

47．45

1．31

3．68

5．25

0．32

0．0021

10SO

2i．OO

lO．50

47A5

1．31

368

5．25

0．32

0DO21

10．50

21．00

10．50

47．45

1．31

3．68

5．25

0．32

0．0021

10．50

21．00

10．50

47．45

濯．31

3．68

5．25

0．32

0．0021

0．2000

Total（g） 100DO 100．OO lOO．OO
ioo．2b

Table　5－2．　Cornoosition　of　the　fattv　acid

／
0
0
／

しard／SO EPA DHA　DHA＋FF
1　4：0

1　6：0

1　6：1

1　8：0

18：壌

1　8：2

1　8：3

20：4

20：5

22：6

0thers

O．7

1　2．2

1．2

7．0

64．1

12．2

0．5

0．3

1．8

6．3

1　4．4

9．1

4．8

1　5．6

1．8

0．2

0．7

20．3

1　3．0

1　3．8

3．0

1　8．2

4．2

4．9

188
1．3

0．8

2．0

7．3

24．1

1　5．4

第1節　体組成、血漿および肝臓脂質レベル

　飼育期間中のマウスの成長曲線をFig．6に示した。飼育開始1週間の時点

で、DHA＋：FF群の体重増加量は他の群と比べ1／2に抑えられ、体重はコン

トロール群と比較して有意に少なかった。EPA群、　DHA群の両魚油摂取群

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19



の体重が有意に低値を示し始めたのは、飼育開始から5週間後であった。

Table　6に示したように、8週間後の最終体重は、魚油摂取の3群で有意に

低値を示し、コントPt・一ル群と比べてEPA群で85％、　DHA群で89％であ

り、DHA＋FF群は、　DHA群に比べて73％であった。肝臓重量はEPA群と

PHA群の両魚油摂取群で有意に少なく、コントロール群と比べてEPA群で

42％、DHA群で52％であった。しかし、　DHA＋FF群は、コントロール群と

同レベルだった。子宮周囲WAT重量は、魚油摂取の3群で有意に低値を示

し、コントロール群と比べてEPA群で62％、DHA群で77％であり、DHA＋：FF

群ではDHA群よりさらに63％低下した。肩甲骨間BAT重量は、コントロ

ール群と比較してEPA、　DHA群で差はなかったが、　DHA＋：FF群は、　DHA

群と比べて有意に低値を示した。小型実験動物用のX線CT装置の解析結果

を：Fig．7に示した。内臓脂肪量は、魚油摂取の3群で有意に低値を示し、コ

ントロール群と比べてEPA群で68％、　DHA群で72％あり、DHA＋：F：F群は

DHA群よりさらに75％少なかった。皮下脂肪量は、　DHA群で有意に低値

を示し、DHA＋FF群はDHA群と比べて75％少なかった。
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Fig．6．　Body　weight　curves　for　ferriale　KK　mice　fed　lard／safflower　oil，

EPA“”一rich　fish　oil，　and　DHA－rich　fi＄h　oil　with　or　without　O．2e／e

fenofibrate　for　8　weeks．

　Values　representthe　mean　±　S．D．　（n　＝　5）．　Statistical　significance　is

indicated　for　the　’7ftr－EPAwwrich　fish　oil　grottp，　7Ar－DHAmrich　fish　oil

group，　＊　一DHA－rich　fish　oil　with　fenofibrate　group　cori3pared　to　the

Lard／SO　group．　ANOVA　by　Fisher’s　protected　least　significant

difference　（PLSD）　test，　P　〈　O．05．
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Table　6，　Feeding　energy，　body　weight，　］iver　weight　and　white　adipose　tissue

　　　　　　and　brown　adipose　tissue　weight　in　KK　mice　fed　lard／saenower　oil，

　　　　　　　EPA－rich　fish　oi］　and　DHA－rich　fish　oil　with　Or　without　O．2％

　　　　　　fenofibrate　diet　for　8　weeks，

LardiSO EPA DHA
DHA＋FF

　　　　　　　　　　　　X’
Feeding　energy

（kcal／mouse／day）

Initialbody　weight　（g）

17．4

21．7±1．0

15．3

2i，8±1．0

16．5

21．6±1．1

13．9

21．7±1．1

Finalbody　weight　（g） 46．9±3．2e 　　　　　　　b
40．0±3．6

　　　　　　　b
41．6＝ヒ3．0 30．3±2．4C

Liver　weight　（g） 3．27±o，soe 　　　　　　　b1．36±OA　4
　　　　　　　　b
1．70±O．29 3．24±O．13a

WAT　weight　（g） 4．20±o．31a 3．02±O．16C 　　　　　　　　b
3．64±O．33 1．34±o．42d

BAT　weight　（mg） 207．3±53Aa 243．2±60．3a’　256．1±24．6a 　　　　　　　　b
78．0±21．8

Values　represent　the　mean±S，D．（n＝5）．　Groupsw比h　d肝erent　Ietters　are

signMcantly　different，　ANOVA　with　by　Fisher’s　protected　least　signwrcant

dfference（PLSD）test，　Pく0．05．※Mean　daily　feeding　energy　calculated　from

total　feeding　energy　in　feeding　period　for　8weeks．
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　血糖値は、群間で有意な差は認められなかった（Table　7＞。血漿インスリン

値は、魚油摂取の3群で有意に低値を示し、コントロール群と比べてEPA

群で19％、DHA群で28％であり、DHA＋FF群はDHA群より82％低値を

示した。血漿レプチン値は、コントロ・・一ル群と比較してEPA群、　DHA群の

両魚油群ともに差はなかったが、DHA群と比べてDHA＋F：F群で有意に低

値を示し5％であった。血漿アディポネクチン値は、EPA群、　DHA群で有

意に高値を示し、コントロール群と比べてEPA群で22倍、　DHA群で2．5

倍であったが、DHA＋FF群ではこのような高値は示さなかった（Table　7）。

　血漿トリグリセリド値は、コントロール群と比較してEPA群、　DHA群の

両翼ともに有意な差はなかったが、DHA群と比べてDHA＋：FF群は有意に

軽爆を示し、59％であった。血漿総コレステロール値は、EPA群とDHA群

の魚油群で有意に低値を示し、コントロール群と比べて、それぞれ44％、

61％であったが、フェノフィブラートを添加したDHA＋：FF群では、逆に有

意な上昇がみられた（Table　7）。血漿HD：L一コレステロール値も血漿総コレス

テu一ルと同様の傾向がみられた。：Fig．8に示したように、肝臓トリグリセ

リド値は、魚油摂取の3群で有意に低値を示し、コントロール群と比べて

EPA群で9％、　DHA群で27％であり、DHA＋F：F群はDHA群と比べて89％

低値を示した。肝臓総コレステロ・一一ル値も、魚油摂取の3群で有意に低値（2－3

mg／g　liver）を示し、前章のサフラワー日食を与えたC57BL／6Jマウスと同じ

か低い値であった。また、DHA群とDHA＋：F：F群間で差はなかった。肝臓

組織をHE染色した結果、コントn一ル群の肝臓では、脂肪滴の蓄積が観察

されたが、魚油摂取の3群ではこのような脂肪滴の蓄積が顕著に抑えられた

（Fig．　8A）．
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Teble　7． Blood　glucose　and　plasma　inslliin，　leptln　and　adiponectin　level　and

plasma　trig）yceride，total　chelesterol　and　HDL－cholesterol　concentration

in　KK　mlce　fed　lard／saMewer　oil，　EPA－rich　fish　oll　and　DHAurich　fish　oil

with　or　without　O，2％fenofibrate　diet　fer　8　weeks．

Lerd／SO EPA DHA
DHA＋FF

Blood　glucose

　　（mgeXdL）

Plasmainsulin

　　（ng／mL）

Plasmaleptin

　　・（ng／mL）

Plasma　adipenectin
　　　　（p　g／mL）

Plasma　triglyceride

　　　　（mgfdL）

Plasma　cholesterol

　　　　（mgfdL）

　　Plasma　HDL－

cholesterol〈mgXdL）

180±18 190±77 234±36 181±34

15．83±5J6e　z94±1．4sb　4．37±2sob　o，77±o．24b

89J±3．4e

16，6±2，lb

110±22a

121±2sb

45±21b

70．1±10．7b

36．6±5．6a

93±lse

53±4e

17±4c

83．7±8．6s

41，0±7，6e

97±17e

73±12c

29±sbp

4．4±t．9c

20，8±1，6b

57±9b

154±24e

66±13e

Values　represent　the　mean　±　S．D．　（n　＝　4－5），　Groups　with　dfferent　letters　are

significantly　d肝erent，　ANOVA　w忙h　by　Fisher’s　proteoted　Ieast．si即旧cant

d肝erence（PLSD）test，　Pく0．05．，
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第2節　肝臓における糖・脂質代謝関連遺伝子発現

　魚油およびフェノフィブラートによる糖・脂質代謝べの影響を分子レベル

で解析するため、肝臓における糖・脂質代謝関連遺伝子のmRNAレベルを

定量RT－PCR法を用いて分析した。

　：Fig．9にSREBP　lc、　Insig－1、：FAS、　SCD－1のmRNAレベルを示した。

SREBP－lcのmRNAレベルは、魚油摂取群で有意に低く、コントロール群

と比べてEPA群で31％、　DHA群で71％であった。　SREBP－1の標的遺伝子

であるInsig－1、　FAS、　SCD－1のmRNAレベルも魚油摂取群で有意に低く、

コントロール群と比べてInsig－1はEPA群で22％、　DHA群で39％、　FAs

はEPA群で3％、　DHA群で6％、　SCD－1はEPA群で5％、　DHA群で4％で

あった。これらの遺伝子発現は、DHA群とDHA＋F：F群の間で差はなかっ

た。

　SREBP－2、　HMG－CoA　reducもase、　LD：L－receptorのmRNAレベルをFig．

10に示した。SREBP－2のmRNAレベルは、コントm一ル群と比べて、　EPA

群で有意に低かったが、DHA群やDHA＋F：F群では差がなかった。しかし、

SREBP2の標的遺伝子であるHMG－CoA　reductaseや：LD：L－receptorの

mRNAレベルは、魚油摂取で有意に低下し、コントロール群と比べて

HMG－CoA　reductaseは、　EPA群で29％、　DHA群で47％であり、

LDL－receptorは、　EPA群で33％、　DHA群で52％であった。これらの遺伝

子発現は、DHA群とDHA＋：F：F群の間で差はなかった。
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Fig．9．　Effects　of　EPA－rich　fish　oil　and　DMA－rich　fish　oll　with　or　without　O．2％　fenofibrate　diet　for　8　weeks　on　mRNA　expression　of　genes

involved　in　fatty　acici　synthesis　in　liver．

　Panels　show　mRNA　expression　levels　of　SREBPmlc　（A），　lnsig－1（B），　FAS　（C）　and　SCD－1　（D）．　mRNA　levels　were　deeerrnineci　by　real－tlrne

quantitative　RT－PCR．　Results　are　expressed　as　the　ratlo　of　the　obtained　vaiue　to　that　of　the　lard／safflower　oil　group．　Values　represent　the

mean　±　S．D．　（n　＝　4－5）．　Groups　with　different　letters　are　significantly　different．　ANOVA　by　Fisher’s　protected　least　signiftcant　difference

（PLS【））test，　Pく0．05．…nsigr1：insulin－induced　ge轟e－1，FAS：fatty　acid　synthase，　SCD－1：stearoyl－CoA　desaturase．
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Flg．10．　Eff’ects　of　EPA－rlch　fish　oil　and　DMAwwrich　fish　oil　with　or

without　O．29S　fenofibrate　diet　for　8　weeks　on　mRNA　expression　of

genes　lnvolved　in　cholesterol　metabolism　in　liver．

　Paneis　show　mRNA　expression　levels　of　SREBPrm2（A），　KMG－

CoA　reductase　（B）and　LDL－receptor（C）．　mRNA　levels　were

determineci　by　real－time　quantitative　RT－PCR．　Results　are

expressed　as　the　ratlo　of　the　obtaineci　value　to　that　of　the

Iard／saffloweroil　group，　Values　represent　the　mean　±　S．D．　（n　＝

5）．　Groups　with　different　letters　are　significantly　different

ANOVA　by　Fisher’s　protected　least　significant　difference　（PLSD）

test，　P　〈　O，05．

：Fig．11にAOX、　UCP－2、　PPARα、AdipoR2のm．RNAレベルを示した。

AOXとUCP－2のmRNAレベルは、 コントu一ル群と比較してEPA群お

よびDHA群で有意な差はなかったが、 DHA＋：F：F群では有意に高く、 D｝IA
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群と比べてAOXは約4倍、　UCP2は約8倍であった。これらの遺伝子の制

御因子であるPPARαのmRNAレベルは、全ての民間で差は認められなか

った。また、主に肝臓に発現しているアディポネクチンレセプターである、

AdipoR2のmRNAレベルは、魚油摂取群で有意に低かった。
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Fig，11．　Effects　of　EPAmrich　fish　oll　and　DHA－rich　fish　oil　vvith　or　without　O．2％’　feRofibrate　diet　for　8　weeks　on　mRNA　expression　of　genes

Panels　show　mRNA　expressien　levels　of　AOX　（A），　UCPnt2　（B），　PPARa　（C）anci　AdipoR2　（D）．　rnRNA　levels　were　determined　by　real－time

quantitatlve　RT－PCR，　Results　are　expressed　as　the　ra毛io　of　the　obtained　vaiue　to　that　oぞ楠e　lard／sa碩ower　oil　group，　Values　represent　the

田ean±S1）．（n＝5）．　Groups　with　dl響eren賛e記ters　are　s｝gni蒋cantly　di仔ere就．　ANOVA　by　Fishe〆s　pro乞ecセed　least　significant　diチFerence

（PLSD）test，　P　〈　O，05，　AOX：　acyl－CoA　oxldase．　UCP－2；　un¢oupling　protelnm2，　AdipoR2：　adiponectin　receptor　2．

第3節小括および考察

　魚油を用いた食餌において、EPAとDHAの摂取量は、　EPA群で、　EPA

2508mg／kg　BW／day、　DHA　1606　mg／kg　BW／dayとなり、DHA群では、　E：PA

958　mg／kg　BW／day、　DH：A　3163　mg／：kg　BW／dayであった。また、　DHA＋：F：F

群は、EPA　990　mg／kg　BW／day、　DHA　3267　mg／kg　BW／day、フェノフィブ

ラー一一　Fの負荷量は、258mg／kg　BW／dayに値した。　KKマウスにおいても、

脂肪エネルギー比率25％の魚油摂取により肝臓の脂質合成系遺：伝子の

mRNA発現が低下し、体重および体脂肪量の増加が有意に抑えられた。さ

らに、魚油とフェノフィブラート併用摂取により、肝臓の脂肪酸酸化と熱産
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生系遺伝子のmRNAレベルも増加し、実験開始1週間から著しく体重増加

が抑えられた。また、魚油単独摂取によって、血漿アディポネクチン値は著

しく増加したが、魚油とフェノフィブラート併用摂取では、増加が示されな

かった。

　：KK：マウスはC57B：L／6Jマウスに比べて成長に伴う体重の増加が著しく、

6－8週三時の一般的な体重は、C57BL／6J雌性マウスが16－18　gであるの対

し、：KK雌性マウスは24－30　gで約1．5倍になる。本章の検討においても、

開始時6週齢の体重が約22gの平均的なKK雌性マウスを用いた（Table・6）。

魚油摂取のEPA群とDHA群は、ともに実験開始5週間後から体重の有意

な低下が認められた。また、第1章でフェノフィブラートによって、体重が

有意に低下したが、本研究においても、魚油とともにフェノフィブラートを

添加したDHA＋FF群では1週間と早い時期から有意に低下した（Fig．6）。こ

のような体重増加抑制パターンは、最終体重にも反映され、コントロール群

＞EPA・DHA群＞DHA十：FF群の結果となった。肝臓のSREBP－1cのmRNA

レベルは、魚油摂取の3群でともに減少した（：Fig．9）。これは、第1章の魚

油（20％エネルギー）を摂取したC57BL／6JマウスではSREBP－lc　mRNA発

現が抑制されなかった結果とは異なるものだった。しかし、SREBP－1の標

的遺伝子であるInsig－1やEAsのmRNAレベルは、第1章の。57B：L／6Jマ

ウスでの結果と同様に、魚油摂取によって著しく低下した。：KKAyやob／ob

の肥満モデルマウスでは、C57BL／6JマウスよりもSREBP－lc　mRNA発現

がそれぞれ約2．5倍、2．4倍充進していることが報告されている66”68）。今回

用いたKK雌性マウスも、　SREBI）一lc　mRNA発現が誘導されている状態で

あり、脂肪酸合成が著しく二進し、肥満を呈したと考えられる。これらのこ

とから、体重増加が著しいKKマウスでは、魚油摂取によるEAS、　SCD－1

のmRNAレベル低下率は、第1章のC57B：L6Jマウスより強く、脂肪酸合

成抑制作用が顕著となり、抗肥満作用が認められたと考えられる。

　魚油とフェノフィブラート併用摂取群では、魚油単独摂取群より早期から

体重増加が抑制された。フェノフィブラートは、PPARαの活性化によって

脂肪酸酸化系と熱産生系のAOX、　UCP－2などの発現を著しく誘導すること

が知られており43・44）、今回の検討でも、フェノフィブラート併用摂取によっ
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て肝臓におけるAox、ucP－2のmRNA発現が著しく誘導された（：Fig．11）。

このことは、魚油とフェノフィブラートとの併用が、脂肪酸合成の抑制に加

え、脂肪酸酸化と熱産生が著しく誘導され、体重および体脂肪量の増加を強

く抑えることを示唆するものである。

　コントロール群では、血漿インスリンが著しく高値を示し、第1章で用い

たC57BL／6Jマウスのコントロール群のインスリン値（4．11±4．99　ng／mL）

と比べて約4倍の値であった（Table　7）。しかし、魚油摂取の3群の血漿イン

スリン値は、コントロール群と比べて有意に低値を示した。血糖値は全ての

群間で差がなく、魚油またはフェノフィブラート併用による変化も示されな

かった。これらの結果から、KK雌性マウスでは、通常強いインスリン抵抗

性を呈示するが、魚油摂取によりインスリン感受性が維持されることが示唆

された。EPA群とDHA群の両魚油摂取群では血漿アディポネクチン値が有

意に上昇した。アディポネクチンはAMPKの活性化により糖新生を抑制し、

PPARαを活性化してβ酸化を充進ずることで、インスリン感受性を充進ず

る37’39）。また、血中アディポネクチン値はBMIと逆相関する44）。これらの

ことから、：K：Kマウスにおいて、魚油が体重および体脂肪の増加を抑え、血

漿アディポネクチン値の増加を介してインスリン感受性を高めることが示

唆された。しかし、魚油とフェノフィブラートを併用摂取したDHA＋FF群

では、体重および体脂肪の増加抑制が、魚油単独摂取群より強かったにもか

かわらず、血漿アディポネクチン値は上昇しなかった。インスリン分泌とイ

ンスリン感受性の出置は血中アディポネクチン値やアディポネクチンとア

ディポネクチンレセプターのmRNA発現と負の相関を示すことが報告され

ている48－51）。フェノフィブラート添加により、DHA＋FF群では、肝臓の

AOX　mRNAレベルが大きく増加し、β酸化が著しく充進し、体重と脂肪組

織重量の増加が強く抑制された。また、血漿インスリン値は、EPA群やDHA

群よりも低く、インスリン感受性が良好であることが示唆された。アディポ

ネクチンは、主に筋肉に存在するAdipoR1と肝臓に局在するAdipoR2の2

つのタイプのアディポネクチンレセプターに結合することで作用を発揮す

る38）。今回の検討において、肝臓に発現しているアディポネクチンレセプ

ターAdipoR2のmRNAレベルは、魚油摂取の3群で有意に低下した（Fig。11）。
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魚油とフェノフィブラート併用摂取群の血漿インスリン値（0．77±O．24

ng／mL）は、5週齢のKK雌性マウス（2．66±1．16　ng／mL）よりも低レベルであ

ることから、魚油とフェノフィブラートの併用摂取により、飼育の初期から

肥満の誘導が強く抑えられ、インスリン抵抗性の発現が抑制されたと考えら

れる。また、このことがアディポネクチンによるインスリン感受性冗進作用

を必要としなかったため血中のアディポネクチン値が増加しなかったと推

察した。

　以上述べてきたように、中程度の肥満および糖尿病予備群のモデルにおい

て、魚油は、脂肪酸およびコレステm一ル合成を抑制し、肝臓中トリグリセ

リドと血中および肝臓中総コレステロールの減少、体重と脂肪組織の低下を

示した。さらに、血中アディポネクチンを増加させ、インスリン感受性を維

持するように働くことを示した。また、魚油とフェノフィブラートを併用す

ることで、それぞれの作用が相加的に働き、脂肪酸酸化が著しく誘導され、

血中トリグリセリドの低下、体重および脂肪組織の増加をさらに抑制するこ

とを示した。このように、フェノフィブラート併用では、魚油単独摂取に比

べ強い抗肥満効果がみられ、インスリン感受性が充進し、アディポネクチン

による作用を必要としなかったと考えられる。

　本章の検討において、KKマウスに対する魚油の摂取は、肥満、インスリ

ン抵抗性の誘発を防ぐことが明らかになった。さらに、インスリン感受性の

改善には、血中アディポネクチン値の増加が重要な働きをしていることが示

唆された。血中アディポネクチン値は、体重の増加とともに減少することか

ら、KKマウスがさらに肥満を呈した状態において、魚油がどのような影響

を及ぼすか検討することは重要な課題であると考えられる。
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第3章　高脂肪食により肥満誘導したKKマウスに対する魚油摂取量の

　　　　糖・脂質代謝に及ぼす影響

　前章までは、食餌に占める脂質の全量（脂肪エネルギー比率20－25％）を魚

油にして、C57BL／6JまたはKKマウスに対する魚油の糖・脂質代謝への影

響を検討してきた。しかし、平成14年の国民健康・栄養調査によると、現

在の日本人が魚から摂っている脂質の割合は、約2．5％エネルギーであるこ

とが報告されている4◎）。そこで、第3章では、高脂肪食により、著しい肥

満を呈したKKマウスに対して、2．5、12．5、25％エネルギーの魚油を含む

食餌を与え、魚油の摂取量の違いが糖・脂質代謝に及ぼす影響について検討

した。はじめに、KK雌性マウスに対し、高脂肪食による肥満の誘導期間を

検討した。脂肪エネルギー比率50％の高脂肪食を与え体重変動を観察した結

果、開始10週目から体重の増加（率）が安定した。その後、20週目まで変動

は緩やかであったことから、高脂肪食による肥満誘導の期間を12週間と設

定した（data　net　shown）。

　本章の検討では、6週齢のKK雌性マウスを用い、2章のコントロール食

で用いたラードとサフラワー油4：6で調合した油（以下、：Lard／SO調合油）を

脂質源とした高脂肪食（50％エネルギー、50：Lard／SO食）を12週間与え肥満

を誘導した。その後、脂肪エネルギー比率を25％とし、Lard／SO調合油を

脂質源とした食餌（25：Lard／SO群）、2．5、12．5、25％エネルギーの魚油を含

む食餌（2．5FO群、12．5：FO群、25FO群）で9週間飼育した。その後、糖代

謝および脂質代謝に関わるパラメータの解析を行った。また、脂肪エネルギ

ー比率の違いによる影響も検討するため、50Lard／SO食を与え続ける群

（50：Lard／SO群）を設けた（Table　8－1）。実験食の脂肪酸組成はTable8－2に示

した。
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Table　8－1．　Composition　of　the　experlrriental　diets

ffxperimental　group 50Lard／SO　25Lard／SO　2．5FO 12．5FO 25FO

Lard

Safflower　oil

Fish　oil

Casein

Sucrose
B　nvstarch

Vitarain　mix

Mineral　rnix

Cellulose　powder

L－cystine

t－Butvlhvdroauinone

10．OO

15．00

25．00

1　2．5　0

24．93

1．56

4．38

6．25

0．38

0．oose

ハ
U
O

6
乙
3

4
ハ
0

21．00

10．50

47．45

1．31

3．68

5．25

e．32

0．0021

3．78

5．67

1D5
21．00

1050
47．45

1．31

3．68

5．25

0．32

0．0021

2．1　0

3．1　5

5．25

21．00

1　O．5　0

47．45

1．31

3．68

5．25

0．32

0DO21

1O．50

21　DO

凄α50

47．45

1．31

3．68

5．25

0．32

0．0021

To毛al（9） 100．OO 100．OO lOO．OO 100DO 100．OO

Table　8－2．　Composition　of　the　fatty　acid

／
0

6
V
ノ

50Lard／SO，

25Lard／SO
2．5FO 12．5FO 25FO

14：0

16：0

16：1

18：e

18：1

1　8：2

1　8：3

20：4

20：5

22：6

0thers

OJ
1　2．2

1．2

7D
64．壌

1　2．2

0．5

0．3

1　．8

O．9

12．8

1．5

6．8

59．5

11．1

0．5

0．5

0．7

2．4

3．2

1．8

1　5．2

2．7

6．e

41．4

6．7

0．7

1　．2

3．7

12．1

8．6

3D
凄8．2

4．2

4．9

18．8

1．3

0．8

2．0

7．3

24A
15．4

第1節　体組成、血漿および肝臓脂質レベル

　高脂肪食の50Lard／SO食を継続して摂取させた群では、摂食開始13週以

後も飼育終了まで体重が増加し続けた（：Fig．12）。一方、脂肪エネルギー比率

25％の食餌に移行した25：Lard／SO群、魚油摂取群では体重が減少した。9

週間の飼育終了時の最終体重は、25：Lard／SO群では、50：Lard／SO群の91％

に減少し、25：Lard／SO群と3つの魚油摂取群の間で有意な差はなかった（Fig．

12，Table　9）。肝臓重量は、50：Lar（灘SO群と25Lard／SO群の問で有意な変動

はなく、25Lard／SOと比べて12．5：FO群と25：FO群では有意に低値を示し、
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12．5FO群で67％、25FO群で62％であった。子宮周囲WAT重量は、

50：Lard／SO群と25Lard／SO群、また、25：Lard／SO群と魚油摂取の3群の間

で有意な差は認められなかった。肩甲骨間BAT重量は、50Lard／SO群と比

べて25：Lard／SO群で21％低下した。また、25Lard／SO群と比較して、2．5FO

群では有意に低下したが、それよりも魚油摂取量の多い12．5：FO群や25：FO

群では差がなかった（Table　9）。　X線CT装置の解析により定量化した内臓脂

肪量は、5eLard／SO群と比べて25Lard／SO群で23％減少した。しかし、

25：Lard／SO群と3つの魚油摂取群の間で有意な差はなかった。皮下脂肪量

も同様に、50：Lard／SO群と比べて25：Lard／SO群で減少したが、魚油を摂

取した3群と25Lard／SO群との問に差はなかった（：Fig．13）。
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Fig．12．　Grewth　curve　for　8　week＄　of　experimental　diets　fed．

Values　represent　the　mean　±　SD．　（n　：5）．
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Table　9．　Energy［ntake，　final　body　vveighL　body　vveight　gain　volume，　liver　weight　and　whlte　adipose　tissue　and　brewn

　　　edipese　tissue　weigirt］n　KK　rni．ce　fed　O，　Z5，12，5，25za　fish　oil　diet　for　g　weeks．

Greups　FeedingenergyM　Finai　Body　yveight　L［vervveight　WATweight　BAT　weight
　　　（kca）fmeuse／day）　　bedy　vveight（sl　　gain　volurne　Csl　＠　（sl　（ms1

50LerdXSO

25LardiSO

2，5FO

12．SFe

25Fe

17．90

15．87

16．44

15A2

14．フ4

5B．61±5．31a　3．22±z74s　3．20±O．81”b　3．30±O．79a　462，6±92，6一

s3，15±3．S4b　一2S7±s．osl　3．s5±1．41“　z63±1，4ga・b　36s，7±41．2b

51．98±3．6Sb　一4．06±2，17b　2，80±O．87S・C　2．70±e．34ab　278．6±21．3E

49．07±3．18b　一7．13±3，89b　2，14±O．44bS　2．24±O．38h　320．6±31．lbS

50．45±3．36b　一5．77±2」2h　1．99±O．16C　2．48±O．22ab　35Z5±58．3b

Values　represent　the　mean±S．D．（n＝5）．　Groups　with　d肝ere口Uetters　are　signMcantly　d滑erent、　ANOVA　w忙h　by

Fisher’s　pretected　least　signMcent　difference（PLSD）test，　P〈O，05．　XMean　daily　feeding　energy　calaulateti　from　total

feetiing　energy　in　feeding　peried　fer　gweeks．
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　　　5eLArdlSO　25LaTdlSO　2．fiFO　12．5FO　25FO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50tardiSO　astardiSO　2，5FO　12，5FO　25FO
Fig13、　Tho　d肝orenceσF　CT－b日開d　body　fat　compo5比ion　by　exporimontal　diots　fod　for　g　weeks．

RepreseetativeGT　imeges〔A），　C丁一estimsted　smounts　efvisceral拍t（8）endsubcut日neou5臨t〔C），　Th6ρurple　and　yellow日re8srepresenヒ

theviSeerai　and　subc】taneoロs　f己tl　respectively，＞alves　represonttho　moan士S．D．（n＝5，．6rD叩s瞳h　d粁日rgπt　letters日「8　signfi酩nt呼

di肝oro眈．ANOVA　by　Fishor150rotectedIea就s櫨n而cant　d肝巳renc8にPLSD）test，　PくOO5．

血糖値は、50Lard！SO群と251、ard／SO群の間では差がなかったが、

25Lard／SO群と比較して25FO群で有意に低下した。血漿インスリン値は、

全ての群で高値を示し、期間における差が認められなかった。血漿レプチン

値は、50Lard／SO群と25Lard／SO群の間では有意な差がなかったが、

25Lard1SO群と比較して2．5FO群と12．5FO群で有意に低値を示した。血

漿アディポネクチン値の結果も、レプチン値と同様の傾向を示した（Table

10）．
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Table　I　O．　Blood　glucose　aBd　plasma　insulin，　leptin　and　adiponectin　level　in　KK　rnice　fed

　　　　O，　2．5，　12，5，　25e／e　flsh　oil　diet　for　9　weeks．

Groups Blood　glucose　Plasrna　insuHn　Plasrria　leptin　Plasrria　adiponectin

　（mg／dL）　（ng／RiL）　（ng／mL）　（p　g／mL）

50Lard／SO

25Lard／SO

　　2．5FO

12．5Fe

25FO

150ww一一i一一s6a・b

唾80±60a

156±3sa・b

148＝ま二25a・b

117±壌4b

38±25

53　±　66

29　±　33

83　±　64

52　dr　40

379一＋2sa

142　！　4sab

94±27c

77±2sc

lO5±39b・c

1　6．3　±　4，1a

1　3．5　±　2．sa・b

9．5　±　1　．sc

“　．4　±　2．4b・c

12．1±2．3b・c

Values　representthe　raean　±　S．D，　（n　＝　4ww5）．　Groups　with　diff’erent　letters　are

signifricantly　d肝erent，　ANOVA　with　by　Fisher’s　protected　least　signi籏cant　di｛干erence

（pLsD）test，　p　〈　o．os．

　血漿トリグリセリド値は、25：Lard／SO群と比較して2．5FO群のみ有意に

高値を示した。それに対して、血漿総コレステU一ル値とnon　HDL一コレス

テロール値は、25Lard／SO群と比較して魚油摂取の3群で有意に低吟を示

した。一方、血漿HD：レコレステ鯉口ル値は、全ての群間で差がなかった。

肝臓トリグリセリド値は、50Lard／SO群と25Lard／SO群の問で有意な変動

はなく、25：Lard／SO群と比較して12．5：FO群と25FO群で有意に低値を示

し、それぞれで42％、17％にまで低下した。肝臓総コレステロール値も

50：Lard／SO群と25Lard／SO群の問に有意差はなく、25Lard／SO群と比較し

て2．5：FO群で低下傾向（P＝0．058）を示し、12．5：FO群と25：FO群では有意に

低下し、12．5：FO群で15％、25：FO群で9％であった（Table　11，：Fig．14）。25：FO

群の2．2mg／g　liverの値は、第1章の魚油食を与えたC57BL／6Jマウスの肝

臓総コレステロール値と同レベルのものである。また、他研究において、

C57B：L／6Jマウスにスタンダードchow食を与えた時、肝臓総コレステロー

ル値が2－3mg／g　liverであることを報告している69・70）。
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Teb［e　11．　Plasmstriglyeer］de，tetel　chelestereL　HDL’¢holestetol　End　nen－HDL－chelesterel　cencentretion　end　tivertrlglyceride　and

　　totelchelesterol　cencentretion　i”KKmise　fed　D，2．5，12．525－fish　oil　diet　fer　g　weeks．

Pl日5ma　　　　　P始sm8　　　　　　Plasma　　　　　　　Plas而a　　　　　　　　L両or　　　　　　　L醇er

trlglvceride　total　chDlesterel　HDL’Chelesterol　nanHDL－Chelesterel　trigivceriee　tetalcholesterol
（mg／dL）　　　　（mg／dL｝　　　　　　（mg／dL）　　　　　　　（mg／dL）　　　　lmg／tσtalwel勘t〕　（mガtetalweight，

501irdtSO　129±12b　143±23a

25Ltrdxse　　　148士121i　　　　　145±25國

　2．5FO　22t±59一　110±26b

　t2，5FO　UB±20b　11s±2rb

　25FO　134±G7b　g2±igb

74±41

52±30

58±33

10±29

57±27

70±31閾b

95±34A

54±24b

4S±22ti

3S±lsb

29g．3±98，Dt　3s，s±34，0’

34S．7±71．6n　4fi．7±21．Ot

29S，9±9B．o一　tg．4±6s－b

　　　li　．　n　，“一b145．0圭64．3　　　　　　　7．O土1．9

　　　b　．．　，Apb59、9±2ヨ．1　　　　　　　4．3士O、5

Values　reprose㎡the　meen±S．D．（n；5）．　Groups輌th　difFerent　letters　are　s嬉n箭eantiy　d肝ercnt，　ANOVA画t卜by　Fisher’s　protected

leaSt　signMcant　difference⊂P」SD｝teSヒ，　Pく0，05．

g．1i・．e．　．一．．．　iiii

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　灘團

　　50Lard／SO　25Lard／SO　2．5FO　12．5FO　25FO
Fig14、　Tトe　eltematiO［of㎞p8thco側「tbn　and　h臨to㈹thQb即by　expafirnental　d賦s穐d拓r　9贈固
Mez団eoop」state．〔A）．　HおtopatトρbgゾefbQ』ted　liver　tlesuee　ffっmeach‘roup　emb∈dd凶in　parafFn　a団thens±aineel　Whh　hemetoxylin

indeosin　Cuaeend　examined　undera　mion　scepe　aWco－feld　megnfmatbn　CB），

　インスリン抵抗性の改善効果を検討するため、実験食に移行して7週目で

経口糖負荷試験（OGTT）を実施した。糖負荷2時間の血糖値曲線下面積は、

25LardlSO群と比較して、12．5FO群と25FO群で有意に低値を示し、

12，5FO群88％、25FO群で72％減少した（Fig．15）。
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Rg．15、　Oralglucose　tolerance之est　on　7　weeks　of　experimental　diets　fed．

Mice　in　several　groups　were　subjected　to　oral　glucose　toierance　tes之（OGTT）a耗er　a　4－hour　fasting　period．　The　mice　were　orally

adm徳istereda蓬0％glucose　solutめn　a記adose肇g／kg，　and　bめod　sample　were　obtalned　immediately　before　aRd　30，60，90　and蒙20　minutes

after　glucose　loading．（A）Gurve　oデblood　glucose　levels，（B）Blood　gl麟cose　a．rea　under　the　curve，　Vaiues　represent　the　mean士S．D．（n置5）．

Groups　with　di汗ereRt　ietters　are　sig国fica轟tly　different，　ANOVA　with　by　Fisheピs　protected　Ieast　significant　difference（PLSD）test，　Pく0．05．

IOO

o

　　50LardfSO　25LardYSO　2，5FO

　　　
　　繭

　ドロロロロ _コロリリ　　　　　　　　　コロロリ　をリリドつ　　　　　　　　　ドドにドドドげ　さ

　歪2．5FO　　　　　25FO

第2節　肝臓における糖・脂質代謝関連遺伝子発現

　魚油摂取量の違いが肝臓中の糖・脂質代謝調節遺伝子のmRNAレベルに

及ぼす影響を調べた。

　Fig．16にSREBP－lc、　Insig－1、　Insig－2a、　FAS、　SCD－1のmRNAレベ

ルを示した。SREBP　lcのmRNAレベルは、脂肪エネルギー比率25％の実

験食油の問で有意な差が認められなかったが、25：FO群で低下傾向（P＝O．061）

を示した。SREBP－lcの標的遺伝子であるInsig－1、Insig－2a、：FASのmRNA

レベルは、25Lard／SO群と比較して25FO群で有意に低下した。　SCD－1の

mRNAレベルは、25：Lard／SO群と比較して、12．5FO群と25FO群で有意

に低下し、それぞれ28％、5％であった。また、50Lard／SO群のSREBPlc、

Insig－1、　FASのmRNAレベルは、25：Lard／SO群と比較して有意に減少し

たが、Insig－2aとSCD－1のmRNAレベルには差がなかった。
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　AOX、　UCP－2、1）PARα、　RXRα、　AdipoR2のmRNAレベルを：Fig．17

に示した。脂肪酸酸化に関わるAOXのmRNAレベルは、25：Lard／SO群と

比較して12．5FO群で有意に増加したが、2．5：FO群と25FO群では有意な増

加が示されなかった。UCP－2のmRNAレベルは、全ての群問で有意な変化

がなかった。PPARαのmRNAレベルは、25Lard／SO群と比較して魚油摂

取の3群で有意に増加した。RXRαのmRNAレベルは、2．5FO群で有意に

増加し、12．5：FO群と25：FO群では、有意ではないが増加傾向が示された。

AdipoR2のmRNAレベルは、魚油摂取の3群で有意に低下し、2．5Fo群で

81％、12．5FO群で77％、25FO群で60％であった。また、50：Lard／SO群と

25Lard／SO群の間でAOX、　UCP－2、　PPARα、RXRα、AdipoR2のmRNA

レベルは、有意な差がなかった。

　細胞内のエネルギー代謝を多岐にわたり制御するAMPKα2のmRNAレ

ベルは、50：Lard／SO群と比較して25：Lard／SO群で有意に増加し、さらに

25Lard／SO群と比較して2．5FO群で有意に増加したが、魚油摂取量の多い

12．5FO群と25：FO群では有意差が認められなくなった。　AMPKにより活性

制御を受けるACC2回目RNAレベルは、50：Lard／SO群と比較して

25：Lard／SO群で増加傾向（P＝0．052）を示した。25：Lard／SO群のACC2の
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mRNAレベルと比較して2．5：FO群と12．5FO群で有意差は認められないが、

25：FO群では有意に減少した（Fig．18）。
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Fig．　17．　The　regulation　of　experimental　diets

on　mRNA　expression　of　genes　invelved　in

fatty　acld　oxidation　and　thermogenesis　in

liver．

　Panels　show　mRNA　expre＄slon　levels　of

AOX　（A），　VCP－2　（B），　PPARa　（C），　RXRa

（D）　and　AdipoR2　〈E），　mRNA　ievels　were

determined　by　real－time　quantitative　RT－

PCR．　Results　are　expressed　as　the　ratio　of

the　obtained　value　to　that　of　the　25％

lard／safZfiower　oil　group．　Values　represent

the　mean　±　S，D．　（n　＝　5）．　Groups　with

different　ietters　are　significantiy　difZferent．

ANOVA　by　Msher’s　proteeted　least

significant　dif干erence（PしSI））test，　P〈0，05．

AOX：acyl－CoA　oxidase，　UCP－2：　uneoupling

proteinrm2，　RXRa　：retlnoid×receptor－

alpha，　AdipoR2：　adiponectin　receptor　2．

（A）

　　2．00　・｝一一一一
　　　　　　l

　　　　　　l

　　　　　　l
　　　　　　I
　　1、50　筆．
　　　　　　1

“，　I
if　3．00　・il・一一一一一・

署　　　　i
く

（B）

O，50

o．oo

暫
阻
膿

」
「
…
一
5
◎

a

bβ

「「，辱，，辱，，．卜剛 ，，，穿，弓鷺， 「■卜「

鵠幽・一

蛛c
…．ｵ

「、r、

u1．、、囁

J

一蝸一醐一甲

p　凵c
25tardfSO 2．5FO

b

12，5FO 25FO

2・50了…

2．00

　　1．50

Noo
く
　　1．00

O．50

o．oo

雄

吊…鯉”、呼．「」ヤー一．」．

ﾌ
同「

p
　
苛
葺
　
，
　
チ

言一… 総．6｝

｝
享
…

呼
、
一

」囁■P早

；　b，c
…

…牽一咽｝・一…門．”一・
岬．．”…「口置1

…
　
5
　
「

rrりr
き
　
…

国乱

‘r 門
50LardtSO　　25しard／SO 2．5FO

c

靴」翻
12，5FO 25FO

Fig．　18．　The　regulation　of　experimental　diets　on　mRNA　expression　of　genes　involved　in　energy　metabollsm　in　liver．

　F）anels　show田RNA　expressめn　ievels　oヂAMPKα2（A）and　ACC2（B＞mRNA　leveis　were　de之ermi肥d　by　real噛；me　quantitative　RT－PCR、

Result＄　are　expres＄ed　as　the　ratio　of　the　obtained　value　to　that　of　the　25％　lard／saMower　oil　group．　Values　represent　the　mean　±　SD．　（n　＝

5）．　Groups　with　different　ietters　are　significantly　dfferent．　ANOVA　by　Flsher’s　protected　least　significant　dii　ference　（PLSD）　test，　P　〈　O．05．

AMPKa　2：AMP－activateci　protein　kinase，　ACC2：　acetyl”CoA　carboxylase　2，

第3節 小括および考察

魚油を用いた食餌において、 EPAとDHAの摂取量は、2．5：FO群で、261

mg／kg　BW／day、12．5：FO群では、1284　mg／kg　BW／day、25FO群では、2401
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mg／kg　BW／dayであった。本章では、　KK：雌性マウスに6週齢から18週齢

までの12週間、脂肪エネルギー比率50％の高脂肪食を与え、高度の体重増

加（肥満）を誘導した後、段階的に設定した魚油の摂取量による影響を検討し

た。高脂肪食から脂肪エネルギー比率25％の食餌に移行した全ての群では、

体重や脂肪組織重量が減少した。総脂肪エネルギー比25％のうち、12．5％ま

たは25％を魚油に置き換えた12。5：FO群と25：FO群では、肝臓の脂肪酸合成

系遺伝子のmRNAレベルが有意に低下し、肝臓脂質値も減少した。　OGTT

においても、12．5：FO群と25FO群では、25Lard／SO群と比較して糖負荷後

の血糖値の上昇が抑えられた。

　高脂肪食による肥満誘導期間中、体重は経時的に増加し12週間後には初

期体重の約2．5倍にまで増加し、この値は、通常の：KKAyマウスの18週齢

以降の体重と同レベルであった。そして、KKAyマウスほど重度の高血糖は

示さない、高度の肥満モデルとして用いることにした。なお、n＝4での参考

値ではあるが、この時点での血糖値は340±137mg／d：L、インスリン値は73

±46　ng／dL（ともにmean±SD）であった。

　肥満誘導後、脂肪エネルギー比率を25％に下げた食餌に移行したことで、

魚油摂取量に関係なく体重、内臓脂肪および皮下脂肪、肩甲骨間BAT重量

が有意に減少した。脂肪エネルギー比率25％の群では、食餌からの脂質摂取

量が著しく減少し、50Lard／SO群に比べて1／2まで減少した。脂質の異化作

用に関与するAOXやUCP－2の発現は、脂肪組織への過剰な脂肪蓄積によ

って充進ずることが報告されている71・72）。本研究で、肝臓のAOXとUCP－2

のmRNAレベルは高脂肪食を継続した50Lard／SO群を含め全ての群で大き

な変化は認められなかった（：Fig．17）。脂肪エネルギー比率25％の食餌に移行

した群では、脂質摂取の減少とともに、体重と脂肪組織重量が減少したが、

依然として過剰な脂肪蓄積の状態であり、脂肪酸酸化と熱産生が充進してい

る状態で、魚油による作用が現れにくかった可能性が考えられる。また、

50：Lard／SO群では、脂肪酸合成関連遺伝子の転写因子であるSREBP　lcや

その標的遺伝子であるFASおよびlnsig－1のmRNAレベルが、25：Lard／SO

群と比較して有意に低下した。脂肪エネルギー比率36％の高脂肪食を12週

間摂取させると体重と内臓脂肪の増加に伴い、ACSやFASなど脂肪酸合成
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に関連する遺伝子のmRNA発現が抑制されることが報告されている73）。本

研究においても、50Lard／SO群では、体重および脂肪組織重量の著しい増

加により、脂質合成系の遺伝子発現が抑制されたと考えちれる。高度肥満の

KKマウスでは、過剰な体脂肪の蓄積に対し、脂質代謝の恒常性を保つため、

脂肪酸酸化の充進と脂肪酸合成の抑制が起きていることが示唆された。

25：Lard／SO群または2．5：FO群では、50：Lard／SO群と比較して体重および脂

肪組織重量は減少したが、血漿および肝臓の脂質レベルは減少しなかった。

AMPKは、糖新生を抑制するとともに脂肪組織に蓄積した脂肪の分解を促

進する。血中へ放出された遊離脂肪酸は、血流を介して肝臓へ輸送され、

ACC2の発現を抑制することにより脂肪合成を抑え、同時に脂肪酸酸化を促

進する74・75）。肝臓のAMP：K　cM　2　mRNAレベルは、50Lard／SO群と比較して

25：Lard／SO群で有意に増加し、25Lard／SO群と比べて2．5FO群で有意に増

加した。一方、ACC2のmRNAレベルは、50Lard／SO群と比較して

25：Lard／SO群で増加傾向を示し、25：Lard／SO群と比べて2．5FO群、12．5FO

群は同レベルであった。25：Lard／SO群と2．5FO群では、　AMP：Kα2mRNA

が増加し、脂肪組織の分解が誘導されたが、ACC2のmRNAは減少せず、

脂肪酸酸化が誘導されなかったと考えられる。高度肥満のKKマウスでは、

脂質摂取量を制限することで、脂肪組織に蓄積された脂肪の分解と遊離脂肪

酸の血中への放出によって、脂肪組織重量が減少した。しかし、肝臓トリグ

リセリドレベルは、25：Lard／SO群と2．5：FO群で50：Lard／SO群との有意差が

ないことから、肝臓での脂肪酸酸化は誘導されず、取り込んだ遊離脂肪酸が

トリグリセリドとして留まっていることが示唆された。

　脂質源を全て魚油に置き換えた25FO群では、　SREBP－1cのmRNAレベ

ルは低下傾向を示し、その応答遺伝子であるInsig－1のmRNAレベルも

25Lard／so群と比較して有意に低下した（Fig．16）。この結果から、高度肥満

の：KKマウスにおいても高用量の魚油摂取により、SREBP－1タンパク質の

前駆型から成熟型へのプロセスが抑制され、標的遺伝子のFASやSCD－1の

mRNAレベルを低下させ、脂質合成を抑制することが示唆された。また、

SCD－1のmRNAレベルは、12．5FO群においても有意に低下し、　EへSとは

異なる結果を示した。肝臓におけるSCD－1の欠損は、炭水化物誘導による
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肥満症および脂肪肝の発生を防ぐことが報告されており、SCD－1の発現が

減少することで脂質合成が抑制されることが明らかにされている76）。本検

討においても、12。5FO群では、　SCD－l　mRNAレベルが低下したことによ

って、肝臓でのトリグリセリド合成が抑制されたことが考えられる。12．5：FO

群、25：FO群ともに、両Lard／SO群と2．5：FO群で顕著であった肝肥大およ

び脂肪肝を改善することもを確認できた（：Fig．14）。

　肥満は、血中アディポネクチンの低下、レプチンやTNFαの増加により、

インスリン抵抗性を誘発し、糖の取り込みを低下させる原因になる。OGTT

において、50Lard／SO群と25Lard／so　m：では、糖負荷直後の血糖値が300

mg／d：L以上に上昇した。2時間後の血糖値も初期レベルに戻らず、血糖値曲

線下面積は高値を示した。一方、12．5FO群と25FO群では、血糖値曲線下

面積は、25Lard／SO群と比較して、12．5FO群と25：FO群で有意に減少し、

2時聞後、初期の値まで戻った。このようなことから、高度肥満のKKマウ

スにおいても、高用量の魚油摂取によりインスリン感受性が改善することが

確認された。12．5FOと25FOの魚油摂取群では、体重や脂肪組織重量が減

少し、肝臓トリグリセリド含量も有意に減少したが、血中のアディポネクチ

ン値の増加はみられなかった。第1、2章のC57BL／6JやKK：マウスの魚油

摂取群では、魚油を摂取していないコントn一ル群と比べ、血中アディポネ

クチン値が著しく増加する結果とは異なるものとなった。また、血中インス

リン値も、魚油摂取による影響は認められず高値を示した。これは、前章で

の：KKマウスへの魚油摂取で、血中インスリン値の増加が抑制され、コント

v一ル群の約30％のレベルであった結果と比べると大きく相違する結果で

ある。本章で用いた食餌性の高度肥満KKマウスの両Lard／SO群の血中イ

ンスリン値は、C57B：L／6Jマウスに比べて約10倍で、第2章のコントロー

ル群のK：：KマウスのLard／SO群と比べても2倍以上と高インスリン状態で

あった。また、本章の25FO群の最終体重は50．45±3．36　gであり、前章の

DHA魚油摂取群の約41．59±2．99　gに比べて、依然として高いレベルであ

る。血中アディポネクチン値はBMIと逆相関することが知られているが44）、

体重減少に伴う血中アディポネクチン値の増加には、さらなる体重減少を必

要とするかもしれない。インスリン分泌とインスリン感受性の充進は血中ア
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ディポネクチン値やアディポネクチンとアディポネクチンレセプターの

mRNA発現と負の相関を示すことが報告されている48’51）。　K：K－Ayマウスで

は、C57B：L／6Jマウスに比べて、アディポネクチンレセプターが、白色脂肪

組織1（AdipoR1）では減少し、肝臓（AdipoR2）において増加することにより恒

常性を保っている。一方、運動によってインスリン感受性が向上した時、そ

の発現は逆転し、肝臓でのAdipoR2の発現は低下する77）。本章の高度肥満

KKマウスにおいて、肝臓におけるアディポネクチンレセプターAdipoR2の

mRNAレベルは、魚油摂取群で有意に低下した。高用量の魚油摂取により

脂肪酸合成が低下し、肝臓トリグリセリド含量が減少したことで、インスリ

ン感受性も改善されたと考えられる。しかしながら、依然として高インスリ

ン状態であることから、長期的に魚油を摂取することで、体重および体脂肪

をさらに減少させることが期待でき、血中アディポネクチンが増加し、イン

スリン感受性を充進させることが期待できるものと考えられる。

43



総括

　本研究では、魚油摂取ならびにフェノブKブラートの併用摂取による糖・

脂質代謝制御システムに及ぼす影響について検討した。第1章では、脂質に

対する応答性の高いC57BL／6Jマウスを用いて、1＞魚油に含まれるEPAと

DHAの含有比率の違いによる影響、2）魚油とフェノフィブラートの併用摂

取による影響について検討した。第2章では、3）肥満体質を持ち、肥満に伴

いインスリン抵抗性を呈するKKマウスに及ぼす魚油摂取および魚油とフ

ェノフィブラートの併用摂取の影響を調べた。第3章では、4）高脂肪食によ

り高度の肥満を誘導したKKマウスを用いて、魚油摂取量の違いによる影響

について調べ、さらに、5）糖・脂質代謝におけるアディポネクチンの変動と

インスリン感受性に及ぼす魚油摂取の影響を検討した。

　本研究の結果に基づき、以下のことを明らかにすることができた。

1．C57B：L／6Jマウスの魚油摂取（脂肪エネルギー比率20％、8週間）では、

　　EPAとDHAの含有比率の違いに関係なく、肝臓における脂肪酸合成関

　　連遺伝子のmRNAレベルは、転写因子SREBP－lcの減少を伴わず、標

　　的遺伝子のFASとSCD－1は減少した。一方、肝臓のコレステP一ル合

　　成関連遺伝子のmRNAレベルは、SREBP－2の減少とともに、HMG－CoA

　　reductase、：LD：L－receptorも低下した。また、肝臓中トリグリセリドと

　　血中および肝臓中総コレステロールは低下した。これらの結果から判断

　　して、魚油は、脂肪酸およびコレステm一ル合成を抑制すると考えられ

　　る。

2．　フェノフィブラート0．1％（w／w）の投与は、肝臓においてAOXやUCP2

　　のmRNAレベルを増加させた。その結果として、脂肪酸酸化と熱産生

　　が充進し、体重および脂肪組織重量の増加を著しく抑制したと考えられ

　　る。さらに、魚油とフェノフィブラートの併用では、それぞれの作用が

　　相加的に働き、脂質合成は抑制され、脂肪酸酸化も充進されることで、
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3

4．

5．

血中および肝臓中のトリグリセリドと総コレステロールの低下、体重お

よび脂肪組織の増加を抑制できると考えられる。

肥満体質を持ち、肥満に伴いインスリン抵抗性を発現するKKマウスの

6週齢からの魚油摂取（脂肪エネルギー比率25％、8週間）では、EPAと

DHAの含有比率の違いに関係なく、SREBP－1cのmRNAレベルが減

少するとともに、脂肪酸合成に関与するFAS、　SCD－1のmRNA発現が

低下した。また、肝臓中トリグリセリドと血中および肝臓中州コレステ

ロールが減少し、体重および体脂肪の増加が抑えられた。この結果から、

肥満と高インスリン血症の形質を保有する場合でも、魚油摂取は肥満へ

の移行を抑制することを示唆した。また、魚油とフェノフィブラートを

併用することで、それぞれの作用が相加的に働き、魚油による作用に加

え、フェノフィブラートによる脂肪酸酸化が誘導され、血中トリグリセ

リドの低下、体重および脂肪組織の増加をさらに抑制することを示した。

インスリン抵抗性を呈する高度肥満の：KKマウスに対して、日本人が日

常生活で摂取している量を反映した2．5％エネルギーの魚油摂取（9週間）

では、脂質合成関連遺伝子のmRNA発現に有意な変動は与えないが、

AMP：Kα2のmRNA発現は上昇した。一方、高用量の12．5％または25％

エネルギーの魚油摂取では、脂質合成関連遺伝子のmRNA発現が低下

し、肝臓脂質レベルも減少した。このことから、低用量の魚油摂取では

脂質合成の抑制は期待できないが、脂肪組織に蓄積した脂肪の分解によ

る脂肪量の減少が期待できることを示唆した。また、高用量の魚油摂取

により、高度肥満の：K：Kマウスにおいても脂質合成を抑制し、脂質レベ

ルが改善できることを示唆した。

C57BL／6Jや：K：Kマウスにおいて、フェノフィブラートを添加しない魚

油単独摂取群で血中アディポネクチン値は増加した。魚油の摂取は、血

漿アディポネクチン値の増加により、インスリン感受性を維持すること

が示唆された。しかし、魚油とフェノフィブラート併用摂取では、血中

アディポネクチンが増加しなかった。魚油とフェノフィブラートの併用

では、体重および脂肪組織の増加が強く抑えられた結果、インスリン抵

抗性の発現が抑えられ、アディポネクチンによるインスリン感受性維持

　　　　　　　　　　　　　　　45



作用を必要としない状態であることが示唆された。一方、高度肥満の

K：Kマウスでは、魚油摂取によっても血中アディポネクチンは増加しな

かった。しかし、経口糖負荷試験において、高用量の魚油摂取群では、

血糖値の上昇が抑えられた。また、脂肪組織重量の減少に加え、肝臓ト

リグリセリド含量が低下していた。このことから、高度肥満のKKマウ

スでも、魚油摂取により肝臓脂質レベルが低下することで、インスリン

抵抗性が改善されると考えられる。しかし、高用量の魚油摂取群でも高

インスリン血症状態であることから、より長期的に積極的な魚油の摂取

が、体重と体脂肪をさらに減少させ、さらなる改善をもたらすと考えら

れる。

　本研究の結果から、フェノフィブラートとともに魚油を積極的に摂取する

ことは、肥満およびインスリン抵抗性の予防、改善に有効であることを示し

た。今後、肥満や糖尿病が主要因である高トリグリセリド血症の治療におい

て、フェノフィブラートを用いた薬物治療と魚介摂取量を増加させる食事療

法との併用、あるいは魚介の摂取が苦手な患者に対しては、EPA製剤との

併用療法を施行する新たな治療法の開発に役立つものになると考える。
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実験の部

実験動物および飼育条件

　C57BL／6JおよびKK雌性マウスは（株）東京実験動物から購入した。それ

ぞれマウスは実験開始1週間前から標準実験飼料であるCE2（（株）日本クレ

ア）を与え、代謝状態を安定させた。飼育環境は、室温23±2℃、湿度55±10％

の12時間明暗周期（明期：7：00－19：00）とした。また、食餌、飲料水は自由摂

取とした。

　飼育終了後の解剖は、3時間絶食させた後（10：00）に以下の手順で行った。

はじめに、ベントバルビタールナトリウム注射液（（株）大日本製薬）を腹腔内

注射し麻酔を施し、小実験動物用X線CT装置（La　Theta：LCT100、（株）ア

ロカ）を用い、横隔膜から腹底部までを2mm間隔で測定し内臓脂肪および

皮下脂肪量を算出した。体重測定後、尾先からの採血により血糖値を測定（ア

センシアブリーズ、（株）バイエルメディカル）した。次に、開腹し下大静脈

から、EDTA－2Na処理を施した注射器を用いて採血した。血液をサンプル

管へ移し、遠心分離（4℃、10，000　rpm、10分）により血漿を回収した。次に、

肝臓、子宮周囲白色脂肪組織および肩甲骨間褐色脂肪組織を摘出して重量を

測定し、解析に用いるまで一80℃で冷凍保存した。また、肝臓の一部は10％

中性緩衝ホルマリン液（（株）和光純薬工業）で固定し、Hematoxylin　eesin染

色を（株）江東微生物研究所に依頼し、病理組織学的観察を行った。

　なお、本研究は、科学的観点、動物愛護及び環境保全の観点並びに動物実

験：等を行う教職員・学生等の安全確保の観点から、動物実験等の実施方法等

を定めた「城西大学動物実験規定」に従い、動物実験委員会による研究計画

の審査に基づく学長承認を得て実施した。
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実験飼料

　実験飼料の原材料のカゼイン、シュクロース、Bスタ’チ、　AIN－93Gミネ

ラル混合、AIN－93Gビタミン混合（コリン添加）、セルロースパウダーは、（株）

オリエンタル酵母工業から購入し、L一シスチン、　t一ブチルヒドロキノンは、

（株）和光純薬工業から購入した。サフラワー油は（株）紅花食品から、ラード

は（株）オリエンタル酵母工業から購入した。ニシン油はSigmarAldrich　Co．

から購入し、マグu油および第2章、第3章で用いた魚油は、NOF　Co．から

提供されたものを用いた。油脂の脂肪酸組成をTable　12示した。フェノフ

ィブラートは、Sigma－Aldrich　Co．から購入した。これらの材料を用いて、

各章に示した飼料組成に基づき実験に用いる食餌を調製した。なお、実験食

による飼育期間中は、毎日決まった時刻に食餌を交換し、残食牛を測定した。

血中パラメータ測定

　血漿トリグリセリド値の測定にはトリグリセライドE一テストを用いた。

血漿総コレステU一ル値の測定には、コレステPt・・一ルE一テストを用いた。

血漿HDL一コレステu一ル値の測定には、　HD：レコレステロ・・一ルE一テストを

用いた。血漿ASTおよびA：LT値の測定には、トランスアミラーゼCH一テ

ストワコーを用いた。以上4つの測定キットは（株）和光純薬工業から購入し

た。血漿インスリン値とレプチン値の測定には、モリナガインスリン測定

E：LISAキットとマウスレプチン測定ELISAキット（（株）森永生科学研究所）

を用いた。血漿アディポネクチン値の測定には、マウス／ラットアディポネ

クチンE：LISAキット（（株）大塚製薬）を用いた。

肝臓中脂質抽出・濃度測定

　15m：Lチューブ（①）に0．1M　KC1：メタノール混液（1：2．5）1．75　mLを分注

し、肝臓組織（約0．15g／匹）を入れ、ホモジナイズした。そこに、クロロホル

ム0。625mLを加え撹？＃し、　O．IM　KC1を1．12　m：L加え再び撹拝して、3時
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間静置させた。その後、4℃、3，000　ypm、15分間遠心分離し、下層をスピ

ッツ管（②）に回収した。①のチューブに再び0．1MKC1：メタノール混液を

0．875m：L、クロnホルム1．425　mLを加えよく撹搾した。10分間静置後、4℃、

3，00e　rpm、15分間遠心分離し、下層を②のスピッツ管に回収した。そのス

ピッツ管に超純水を0．25m：L加え、よく撹＃し、エマルジョン状態にした。

10分間静置後、4℃、3，00e　rpm、15分間遠心分離し、下層を回収し褐色ビ

ンで冷暗下保存した。これを肝臓脂質抽出液として用いた。肝臓トリグリセ

リド値と総コレステロール値は、肝臓脂質抽出液を50p1分注し蒸発乾固さ

せ、t一ブチルアルコール：トライトンX－1eo：メタノール混液（3：1：1）を0．05

mL加え、よく撹拝したものを試料とし、血中脂質測定と同様に、トリグリ

セライドE一テストとコレステロールE一テストを用いて測定した。

肝臓toもa1　RNAの抽出およびmRNA量の測定

　肝臓のtota1　RNAは、　Trizo1（lnVitregen、　CA）を用い、　Chirgwinらの操

作手順に従って抽出した78）。mRNAレベル測定には、　QuantiTect　SYBR

Green　Real－time　PCR　kit（QIAGEN、　Germany）を用い、操作手順に従って

温度サイクルをセットしABI　Prism　7000　Sequence　Detection　Systems

（Applied　Biosystems、　CA）で分析した。分析対象とした遺伝子に対するプラ

イマーの塩基配列はTable　13に示した。

経口糖負荷試験（oral　glucose　tolerance　test：OGTT）

　第3章の実験食開始7週経過時点にて、試験当N4時間絶食後、糖負荷前

に体重と血糖値を測定した。次に、10％グルコース溶液を19／kg体重で経

口投与し、投与30分、60分、90分、120分後の血糖値を測定した。

統計処理

数値は全て平均値（mean）±標準偏差（S．D．）にて表した。統計解析には、
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SYSTAT　11（Systatソフトウェア）を用い、一元配置分散分析による多重解

析を行った。：Fisher’s　protected　least　significant　difference（PLSD）testで

比較検定し、有意水準はP〈0．05とした。

Table　12．　Compo＄itlon　of　the　fattv　acid

／
O
a
！

Lard Safflower　oil Menhaden　oH
Tuna　oil，

DKA　rich　fish　oil
ffPA　rich　fish　oi1

14：0

1610

16：1

18：0

18：マ

18：2

18：3

20：4

2e：5

22：6

0thers

3．7

24つ
2．6

藤4．4

439
9．崖

O．7

0．灌

3．5

4．4

0．2

2A
77．5

142
0．4

e．s

e．7

7．5

17．5

11．5

3．5

8．5

〈3

〈3

〈3

12．5

11．5

〈18－5

3．0

1　8．2

4．2

4．9

18．8

雀．3

0B
2．e

7．3

24．1

15A

6．3

14．4

9．1

4．8

15．6

1．8

0．2

e．7

20．3

13D
1　3．8

Table　13．　PCR　prirners

Genes Sense　（5’．3’） Antisense　（3’一一一，5’）

SREBF）一lc

FAS

SCD－1

SREBP－2

HMGrmCoA　reductase

LDL－receptor

PPARa
AOX
UCP－2

CYP7Al
CYP8Bl
l湾sig一峯

lnsigm2a

RXRa
AdipoR2

AMPKa　2

ACC2

GGAGCCATGGATTGCACA”rT
TCACCACTGTGGGCTCTGCAGAGAAGCGAG
CCGGAGACCCC丁TAGA－rCGA
GCGTTCTGGAGACCATGGA
CTTGTGGAATGCCrTGTGATTG
AGGCTGTGGGC－rCCATAGG
GTGGC”1”GCTATAA’r’；＋TGCTGTG

TCAACAGCCCAACTGTGACTTCCATTA
GTTCC丁CTGTCTCGTCTTGC
CTGTGTTCACTTTCTGAAGCCATG
TTCGACTTCAAGCTGGTCGA
？CACAGTGACTGAGCTTCAGCA
CCCTCAATGAATGTACTGAAGGATT
GGCTTCTTCAAGAGGACAGTACG
ACCCACAACCTTGCTTCATCTAC
GGCAAAGTGAAGATTGGAGAACA
CACCATGCCCACCTCGTTAC

GGCCCGGGAAGTCACTGT
TGTCATTGGCCTCCTCAAAAAGGGCGTCCA
TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC
ACAAAGTTGCTCTGAAAACAAATCA
AGCCGAAGCAGCACATGAT
TGCGGTCCAGGGTCATCT
GAA6GTGTCATCTGGA“1“GGTT
TCAGGTAGCCATTATCCATCTCTTCA
GGCCTTGAAACCAACCA
CCCAGGCATTGCTCTTTGA－r
CAAAGCCCCAGCGCCT
TCATCTTCATCACACCCAGGAC
TGTGAAGTGAAGCAGACCAATGT
TCGGCTTCCAGAATCTTCTCTAC
CCATAAGCATTAGCCAGCCTATC
AAC’1－GCCACTTTATGGCCTG－rC

CATACACAGAGCTGGTGTTGGACT
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