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本論文で使用した略語一覧 

 

ABC; ATP-binding cassette 

ACC; acetyl-CoA carboxylase 

AOX; acyl CoA oxidase 

CAT; catalase 

CH; cholesterol 

CPT; carnitine palmitoyltransferase 

CYP7A1; cholesterol 7 α-hydroxylase 

CYP8B1; cholesterol 12α-hydroxylase 

DHA; docosahexaenoic acid 

d-ROM; determinable-reactive oxygen metabolites 

EPA; eicosapentaenoic acid 

FAS; fatty acid
 
synthase 

FO; fish oil 

H&E; hematoxylin and eosin 

HDL; high-density lipoprotein 

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

Insig; insulin-induced gene 

LDL; low-density lipoprotein 

LXR; liver X receptor 

LXRE; LXR response element 

NAFLD; non-alcoholic fatty liver disease 

NASH; non-alcoholic steatohepatitis 

NPC1L1; Niemann-Pick C1-like 1 

PPAR; peroxisome proliferator activated receptor 

RXR; retinoid X receptor 

SCAP; SREBP cleavage-activating protein 

SCD; stearoyl-CoA desaturase 
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SOD; superoxide dismutase 

SRE; sterol regulatory
 
element 

SREBP; sterol-regulatory element binding protein 

S1P; site-1 protease 

S2P; site-2 protease 
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緒 論 

 

コレステロールは、細胞膜構成成分のひとつであり、胆汁酸、ステロイドホルモンを合成

する材料となるなど、生体内において重要な役割を担っている。しかし、コレステロールを

過剰に摂取するとその有害作用（食毒性）が現れ、血中の低密度リポタンパク質（LDL）コ

レステロール濃度を上昇させる。高 LDL コレステロール血症は虚血性心疾患や脳血管疾患

などの粥状動脈硬化疾患の発症に密接に関わっていることが良く知られており 1,2)、日本人

においてもそれら疾患の危険因子となることが明らかにされている 3)。そして、心疾患と脳

血管疾患を併せると日本人の死亡原因の約 3 分の 1 を占めている（厚生労働省 平成 21 年

人口動態統計）。一方、高密度リポタンパク質（HDL）コレステロール値は、虚血性心疾患

と逆相関することが知られている 4,5)。つまり、虚血性心疾患の予防には、血中 LDL コレス

テロールの減尐および HDL コレステロールの増加が重要である。 

体内で合成されるコレステロールの多くは、肝臓においてアセチル-CoA から合成され 6-9)、

最終的には胆汁中のコレステロールあるいは、胆汁酸塩として体外へ排出される 10)。食事

から摂取したコレステロールと植物ステロール、ならびに胆汁中に排泄されたコレステロー

ルは、小腸上皮細胞の刷子縁に存在する Niemann-Pick C1 like-1 (NPC1L1)タンパク質によっ

て上皮細胞内へ取り込まれる 11-15)。取り込まれたコレステロールは、カイロミクロンとし

てリンパ管へ放出される一方で、その一部は、植物ステロールと同様に ATP-binding cassette 

(ABC)transporter のヘテロダイマーG5/8 により小腸上皮細胞から小腸内腔へ汲み出され、糞

便中へ排泄されると考えられている 16,17)。 

コレステロールの 22 位または 24 位に水酸基が導入されたオキシステロールは、核内受容

体である liver X receptor (LXR)α のリガンドとして作用していることが知られている 18-20)。

LXRα は、retinoid X receptor (RXR)とヘテロダイマーを形成し、標的遺伝子のプロモーター

に存在する LXR response elements (LXRE)に結合して転写を制御する。LXR の標的遺伝子に

は、cholesterol 7α-hydroxylase (CYP7A1)、ABCA1、ABCG1、sterol regulatory
 
element-binding 

protein (SREBP) -1c などが知られており、コレステロール代謝に深く関わっている 
21-28)。 

一方、n-3 系多価不飽和脂肪酸である eicosapentaenoic acid (EPA)や docosahexaenoic
 
acid 

(DHA)を多く含んでいる魚油の摂取が心血管疾患の発症を抑制することが明らかになった

のは、1970 年代に Dyerberg らが行ったグリーンランドエスキモーを対象とした調査に始ま

る 29)。魚を多く摂取するグリーンランドエスキモーはデンマーク人に比べて冠動脈疾患の

罹患率がきわめて低く、その原因として n-3 系多価不飽和脂肪酸の関与が考えられた 30,31)。

その後も多くの疫学データによって、魚油が心血管疾患の発症予防に有効であることが明ら

かにされてきた 32-35)。魚油は、血中トリグリセリド濃度を減尐させることにより、心血管

疾患の発症予防に効果的であることが報告されている 36)。さらに、このような魚油の作用

は、おもに肝臓における脂肪酸合成の抑制と脂肪酸酸化の亢進が組み合わさって生じること
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が示されている 36-44)。自身の発現が細胞内コレステロールで制御されている転写因子であ

る SREBPs は、細胞内コレステロール量を制御し、さらに脂肪酸合成系に関わる遺伝子の発

現制御に関与している 
45-49)。具体的には、SREBPs は SREBP cleavage–activating protein 

(SCAP)と複合体を形成し、小胞体膜上でヘアピン構造をとり局在する。細胞内コレステロ

ール量が低下すると、SCAPと膜結合型の前駆体 SREBPの複合体が、ゴルジ体へ移行し site-1 

protease(S1P)と site-2 protease (S2P)による二段階の切断を受け、活性型 SREBP となる。この

活性型は、核内へ移行し、遺伝子のプロモーターにある sterol regulatory
 
elements (SREs)に結

合して、転写を促進する 50-52)。SREBPs には-1a、-1c、-2 の 3 つのアイソフォームがあり、

SREBP-1a、-1c はおもに fatty acid
 
synthase (FAS)、acetyl-CoA carboxylase (ACC)、stearoyl-CoA 

desaturase (SCD)など脂肪酸合成系遺伝子の転写を活性化し、SREBP-2 はおもに HMG-CoA

還元酵素、HMG-CoA 合成酵素、LDL 受容体などのコレステロール合成系遺伝子の転写を活

性化することが報告されている 49,51,52)。 

これまでの多くの研究から、魚油摂取が肝臓での SREBPs、FAS、ACC、SCD などの遺伝

子発現を減尐させることにより脂肪酸合成を抑制すること、また、peroxisome proliferator 

activated receptor (PPAR) α 活性化を介し、carnitine palmitoyltransferase (CPT) -1、 acyl CoA 

oxidase (AOX)、acetyl CoA synthetase (ACS)、uncoupling protein (UCP) -2 などの遺伝子発現を

増加させ、脂肪酸酸化の誘導を引き起こすことが報告されている 53-58)。さらに、それら生

理活性は魚油中の EPA および DHA によるものであることが解明されている 59,60)。 

コレステロールを過剰に摂取させると肝臓にトリグリセリドとコレステロールが蓄積す

ることが示唆されているが 22,61)、これまでの高コレステロール食を用いた実験の多くが、高

コレステロール血症と動脈硬化病変の誘発を目的とした研究で、肝臓への脂質蓄積は注目さ

れなかった 62,63)。しかし、我々は高コレステロール食によるこのような肝臓への脂質蓄積を

その食毒性として着目した。肝臓に多量の脂肪が蓄積した状態は、非アルコール性脂肪性肝

疾患（NAFLD）の症候のひとつであり、心血管疾患や糖尿病の発症と密接に関わっている
65-67)。NAFLD は進行することの尐ない単純脂肪肝の状態であるが、そこに酸化ストレスや

炎症性サイトカインの刺激が加わると、肝細胞は変性、壊死に陥り非アルコール性脂肪肝炎

（NASH）が生じる。NASH は進行性であり、治療が行われなければ肝細胞の変性や炎症性

細胞の浸潤が持続し、繊維化が生じて、肝硬変にまで進展する。NAFLD のおもな病因はイ

ンスリン抵抗性で、肥満や糖尿病を基盤に発症するが、肥満を伴わない NAFLD も多く存在

する 68,69)。このような、非肥満脂肪肝の症例では、肥満が存在する脂肪肝の症例よりも、さ

らに過剰のコレステロールを摂取していることが報告されている 68)。我が国では肥満人口

の急増を受けて、NAFLD の頻度は、成人 10~30%となった 70)。また、NASH は NAFLD の

約 10%でみられる。つまり、脂肪肝を予防することは、糖尿病や他のメタボリックシンド

ロームの改善にとって有効である。一方、魚油には前述のように、肝臓での脂質代謝を改善

する作用があり、これまでの研究でも、魚油摂取により肝臓への脂質蓄積が抑制されること
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が報告されている 70-74)。すなわち魚油を摂取することで脂肪肝の予防や改善効果が期待で

きる。そこで、本研究では単純脂肪肝である NAFLD の初期病態モデルとして、高コレステ

ロール食を与えたマウスを位置づけ、魚油の予防効果について検討を試みることとした。 

以上のような背景から、魚油とコレステロールを同時に摂取することは、脂質代謝に相反

する影響を与えると考え、第 1 章では、魚油のエネルギー比率を 20%あるいは 50%とし、

高コレステロール食による肝臓脂質蓄積に対する魚油の作用について、肝臓における脂質代

謝を中心に脂質代謝関連遺伝子の発現を含め検討した。 

現在日本人が食事から摂取している魚油の割合は、脂肪エネルギー比率のおよそ 10%（総

エネルギーの約 2.5%）である。我々の研究を含め、これまで魚油の生理作用について検討

した研究の多くは、食餌中の魚油の割合が高く、脂肪エネルギー比率で 20～50%に設定さ

れている 73,74)。しかし、魚油の有効性をヒトの健康づくりに応用するためには、実験動物モ

デルを用いた検討においても食餌中の魚油をヒトの摂取量に近づけることは非常に重要で

ある。また、食餌中のコレステロールは小腸上皮細胞に存在する NPC1L1 によって吸収さ

れ、上皮細胞内へ取り込まれるが、最近、魚油摂取によりこのタンパク質発現の減尐に伴い

コレステロール吸収が減尐することが報告された 75)。これは、魚油摂取によって肝臓での

みならず小腸での脂質代謝を改善していることを示す結果である。しかし、この研究でも魚

油の割合は高く、脂肪エネルギー比率でおよそ 30%であった。そこで第 2 章では、食餌中

の魚油のエネルギー比率を 2%あるいは 5%と設定し、コレステロール負荷による肝臓脂質

蓄積に対する低用量の魚油が肝臓および小腸における脂質代謝に与える影響について検討

した。 

魚油の脂質代謝を改善する作用については数多く報告されているが、魚油に含有される

EPA や DHA などの多価不飽和脂肪酸は化学構造上非常に酸化しやすく、過酸化脂質やフリ

ーラジカルを生成しやすいために健康への悪影響が危惧されている 76)。その一方で、魚油

の摂取レベルによっては、これらの生成が増加しないという報告もある 77-79)。第 3 章では、

食餌中の魚油のエネルギー比率を 1%、2%、20%と設定し、高コレステロール食による肝臓

脂質蓄積に対する魚油の脂質代謝に与える影響とともに、食毒性の視点から酸化ストレスに

及ぼす影響について検討した。  
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第 1 章 高コレステロール食による肝臓脂質蓄積を抑制する魚油の作用 

 

我々はまず、8 週齢 C57BL/6J 雌マウスを用い、魚油(FO)とコレステロール(CH)を同時に

摂取させ脂質代謝に及ぼす影響を検討した。2% (w/w)コレステロールを添加した脂肪エネル

ギー比率 50%の魚油飼料で、2 週間飼育した。また、対照として、脂肪エネルギー比率 20%

のサフラワー油(SO)を脂質源とした群を設けた。その結果、サフラワー油にコレステロール

を負荷した場合では、肝臓中の総コレステロール値およびトリグリセリド値は非常に高い値

を示した。しかし、魚油とともにコレステロールを負荷した場合では、肝臓中の総コレステ

ロール値およびトリグリセリド値の大きな増加は見られなかった。肝臓 SREBP-1c 発現もサ

フラワー群と比較し、魚油群で減尐傾向があり、FAS、SCD-1、HMG-CoA 還元酵素 mRNA

発現も同様にコレステロールの有無に関わらず、魚油摂取により減尐する傾向を示した。 

そこで本章では、さらに詳細に高コレステロール摂取時における魚油の脂質代謝へ及ぼす

影響を明らかにすることを目的に、8 週齢 C57BL/6J 雌マウスを実験モデル動物として、2% 

(w/w)コレステロールを添加した高コレステロール食に含まれる魚油を脂肪エネルギー比率

20%と 50%に設定し、肝臓脂質蓄積に対する作用について検討した。実験食は、脂肪源をサ

フラワー油とした脂肪エネルギー比率 20%の SO 食、SO 群の餌に 2% (w/w)コレステロール

を添加した SO/CH 食、脂肪源を魚油とし脂肪エネルギー比率がそれぞれ 20%、50%の 20FO

食と 50FO 食、20FO 食および 50FO 食にコレステロールを 2% (w/w)添加した 20FO/CH 食、

50FO/CH 食とした（Table 1）。実験群の呼称は、各実験食名と同一とした。マウスを実験飼

料で 8 週間飼育した後、脂肪酸やコレステロール代謝に関連する項目について調べた。 
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Table 1. Composition of the experimental diets 

 Diet SO SO/CH 20FO 20FO/CH 50FO 50FO/CH

Ingredients, g

Safflower oil 8 8 - - - -

Fish oil - - 8 8 25 25

Casein 20 20 20 20 25 25

Sucrose 10.37 10.37 10.37 10.37 12.96 12.96

β-starch 51.83 51.83 51.83 51.83 24.77 24.77

Vitamin mix 
* 1 1 1 1 1.25 1.25

Mineral mix 3.5 3.5 3.5 3.5 4.38 4.38

Cellulose powder 5 5 5 5 6.25 6.25

L-cystin 0.3 0.3 0.3 0.3 0.38 0.38

Tert-butyl hydroquinone 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.005 0.005

Cholesterol - 2 - 2 - 2

Total 100.00 102.00 100.00 102.00 100.00 102.00

Energy (kcal/100g) 374.02 366.68 374.02 366.68 464.03 454.93

Fat Energy ratio (%) 19.70 19.70 19.70 19.70 49.62 49.62

*Vitamin mix and mineral mix were based on the AIN-93G formation. Vitamin mix substituted

0.25% sucrose for choline bitartrate. SO; safflower oil, CH; cholesterol, FO; fish oil.  
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第 1 節 体重、体組成、血漿および肝臓脂質レベル 

 

体重および組織重量の結果を Table 2 に示した。最終体重は全ての群で増加したが、SO 群

と比較し 20FO/CH、50FO 群で有意に低値を示した。肝臓重量は SO 群と比較し脂肪エネル

ギー比 20%魚油の 20FO、20FO/CH 両群で有意に小さかった。子宮周囲白色脂肪組織各群間

で大きな差は見られなかった。 

 

Table 2. Body and tissue weight of 16week-old female mice   

Parameter

Initial body weight (g) 17.04 ± 1.01 17.10 ± 1.02 17.06 ± 0.98 17.00 ± 1.10 17.06 ± 0.86 17.02 ± 0.84

Final body weight (g) 22.12 ± 1.88
a

21.49 ± 1.18
ab

21.54 ± 0.98
ab

20.97 ± 2.56
b

20.49 ± 0.79
b

20.80 ± 1.98
ab

Liver weight (g) 0.98 ± 0.19
a

0.85 ± 0.51
a

0.84 ± 0.10
b

0.83 ± 0.04
b

1.06 ± 0.06
a

1.13 ± 0.09
a

Liver weight/body weight (%) 4.62 ± 0.83 
bc

4.56 ± 0.62 
bc

3.93 ± 0.53 
c

4.24 ± 0.19 
c

5.17 ± 0.31 
ab

5.56 ± 0.98 
a

White adipose tissue weight (g) 0.31 ± 0.16 0.36 ± 0.08 0.29 ± 0.10 0.24 ± 0.12 0.23 ± 0.16 0.27 ± 0.08

Values represent means ± S .D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least

significant difference (PLSD) test.

50FO/CHSO SO/CH 20FO 20FO/CH 50FO

 

X 線 CT 装置により腹部の脂肪組織を測定した結果、内臓脂肪面積（ピンク色の部分）が、

SO 群と比較し、20FO、50FO 群では減尐し、魚油とコレステロールの併用群である 20FO/CH、

50FO/CH 群においても内臓脂肪の増加は見られなかった。皮下脂肪（黄色の部分）も同様

の傾向であった（Fig. 1）。 

血糖値、血漿中の脂質値を Fig. 2 に示した。血糖値は群間で大きな差はなかった。血漿ト

リグリセリド値は SO 群と比較し、20/FO 群で有意に高値を示した。血漿総コレステロール

値はSO群とSO/CH群間に変化がなかったが、SO群と比べ、20FO群で有意に低く、20FO/CH、

50FO/CH 群ではそれぞれ 20FO、50FO 群と比較し有意に増加した。HDL コレステロール値

も総コレステロール値と同様の傾向となった。 
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Fig. 1. CT-based fat tissues composition analysis of 16-week-old female mice. 

Representative X-ray CT images of mice fed SO, SO/CH, 20FO, 20FO/CH, 50FO, and 50FO/CH for 8 weeks, at the third 

lumber (L3) level (A). The areas indicated with pink, yellow, and light-blue are visceral fat, subcutaneous fat, and 

muscle, respectively. CT-estimated amounts of visceral fat (B), and subcutaneous fat (C) in the abdominal area of L2–L4. 

Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected 

least significant difference (PLSD) test. 

 

Fig. 2. Blood glucose and plasma lipid levels in 16-week-old female mice.  

Blood glucose (A), plasma triglyceride (TG) (B), plasma total cholesterol (TC) (C), and plasma high-density lipoprotein 

cholesterol (HDL-C) (D) in mice fed SO, SO/CH, 20FO, 20FO/CH, 50FO, and 50FO/CH for 8 weeks. Mice were fasted 

for 3 hours prior to blood sampling. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at 

the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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魚油とコレステロールが肝臓の脂質蓄積に及ぼす影響を調べるため、肝臓の外見および組

織標本の比較を行った（Fig. 3A、B）。肝臓をパラフィン包埋した後に、組織切片を作製し

H&E 染色を施して観察した。パラフィン包埋切片では、作成過程で脂肪が除去され脂肪滴

は空胞として観察されるため、この空胞を脂肪滴として評価した。SO/CH 群は SO 群と肝臓

重量が同じ程度であったにも関わらず、その大きさは明らかに肥大し、全体的に表面が白く

変色していた。組織標本の観察では、SO/CH 群では肝細胞全体で多くの脂肪滴の沈着が確

認できた。一方、魚油摂取群ではコレステロールの有無に関わらずこのような脂肪滴の沈着

は認められなかった。 

肝臓中の脂質値を Fig. 3C、D に示した。SO/CH 群のトリグリセリド値が SO 群の約 2 倍、

総コレステロール値が SO 群の約 7 倍にまで増加した。一方、魚油にコレステロールを加え

た 20FO/CH、50FO/CH 群ではトリグリセリド、総コレステロールの大きな増加はなかった。 
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Fig. 3. Liver morphology, tissue histology and hepatic lipids levels in 16-week-old female mice.  

Liver morphology (A) , H&E-stained liver sections (B), liver triglycerides (TG) (C), and liver total cholesterol (TC) (D) 

in mice fed SO, SO/CH, 20FO, 20FO/CH, 50FO, and 50FO/CH for 8 weeks. Values represent means ± S.D. (n=4-5). 

Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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第 2 節 肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現 

 

肝臓中の脂質代謝関連遺伝子発現について定量 RT-PCR 法で mRNA レベルを調べ、その

結果を Table 3 に示した。SREBP-1c mRNA レベルは、コレステロールを添加した 20FO/CH、

50FO/CH 群で、それぞれ無添加群よりも増加した。SREBP-1c の活性型タンパク質発現量に

依存している Insig-1 の mRNA レベルは、SO 群と比較し、20FO、50FO 群で減尐し、コレ

ステロール負荷の 20FO/CH、50FO/CH 群ではより減尐する傾向であった。一方、SREBP-2 

mRNA レベルは、コレステロール負荷によって減尐した。この減尐は、魚油群の 20FO/CH、

50FO/CH だけでなく SO/CH 群でも見られた。 

SREBP-1c 標的遺伝子である FAS および SCD-1 の mRNA レベルは、20FO、50FO 群で濃

度依存的に減尐した。しかし、コレステロールの負荷による影響は両遺伝子間で異なり、FAS

は各油脂の単独群と比較しコレステロール添加群で減尐したが、SCD-1 は、20FO/CH、

50FO/CH 群でのさらなる減尐は見られなかった。また、SCD-1 タンパク質発現は SCD-1 

mRNA 発現と同様の結果となった(Fig. 4A)。 

HMG-CoA 還元酵素の mRNA レベルは、SO 群と比較し 20FO、50FO 群で減尐し、コレス

テロール負荷によってさらに減尐した。ABCG5 および ABCG8 mRNA レベルは、SO 群と比

較し、50FO 群で増加し、どの食餌でもコレステロールの負荷によって増加した。 

脂肪酸酸化関連遺伝子の転写因子として働く PPARα mRNA レベルは、コレステロールの

有無に関わらず魚油群で増加した。PPARα 標的遺伝子である CPT-1、AOX および UCP-2 の

mRNA レベルは、SO 群と比較し、20FO、50FO 群で増加し、コレステロール負荷時は、CPT-1、

AOX mRNA レベルは変化しなかったが、UCP-2 mRNA レベルは減尐した。また、CPT-1 タ

ンパク質発現は、SO 群と比較し、50FO 群で増加した(Fig. 4B)。 

CYP7A1 および CYP8B1 の mRNA レベルは、ともに、SO 群と比較し、50FO 群で増加し

た。コレステロール負荷による影響は、2 つの遺伝子において異なり、CYP7A1 はそれぞれ

の油脂単独群よりコレステロール添加群で増加したが、CYP8B1 mRNA レベルはコレステ

ロールによる増加は見られなかった。さらに、50FO 群ではコレステロール負荷により

CYP8B1 mRNA レベルが減尐した。 
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Table 3. Expression of lipid metabolism-related genes in the liver. 

SREBPs

SREBP-1c 1.00 ± 0.14
c

2.57 ± 0.50
a

0.93 ± 0.12
c

1.29 ± 0.40
bc

0.83 ± 0.45
c

1.49 ± 0.08
b

SREBP-2 1.00 ± 0.08
ab

0.54 ± 0.11
c

1.11 ± 0.17
a

0.64 ± 0.14
c

0.86 ± 0.26
b

0.56 ± 0.43
c

Insig-1 1.00 ± 0.23
a

0.42 ± 0.34
b

0.50 ± 0.21
b

0.16 ± 0.20
c

0.19 ± 0.23
c

0.12 ± 0.16
c

Fatty acid biosynthesis

FAS 1.00 ± 0.51
a

0.40 ± 0.21
b

0.33 ± 0.12
b

0.12 ± 0.02
b

0.08 ± 0.04
b

0.06 ± 0.02
b

SCD-1 1.00 ± 0.22
a

0.97 ± 0.21
a

0.20 ± 0.18
bc

0.27 ± 0.14
b

0.00 ± 0.0
c

0.06 ± 0.03
bc

Cholesterol homeostasis

HMG-CoA reductase 1.00 ± 0.65
a

0.29 ± 0.36
b

0.39 ± 0.24
a

0.24 ± 0.14
b

0.24 ± 0.22
b

0.22 ± 0.14
b

LDL-receptor 1.00 ± 0.23
a

0.94 ± 0.19
a

1.04 ± 0.25
b

0.70 ± 0.37
b

0.70 ± 0.09
b

0.59 ± 0.14
b

ABCG5 1.00 ± 0.19
a

2.51 ± 0.16
b

1.89 ± 0.09
c

3.10 ± 0.28
ab

2.51 ± 0.16
b

3.47 ± 0.09
a

ABCG8 1.00 ± 0.45
c

1.66 ± 0.12
bc

2.60 ± 0.22
b

4.50 ± 0.20
a

3.83 ± 0.04
b

4.46 ± 0.34
a

Fatty acid β-oxidation 

PPARα 1.00 ± 0.12
c

1.42 ± 0.21
b

1.75 ± 0.06
a

1.87 ± 0.07
a

1.75 ± 0.08
a

1.77 ± 0.12
a

CPT-1 1.00 ± 0.17
d

1.14 ± 0.24
d

1.29 ± 0.24
c

1.57 ± 0.19
bc

1.99 ± 0.36
a

1.81 ± 0.18
a

AOX 1.00 ± 0.12
d

1.26 ± 0.10
d

2.61 ± 0.22
c

2.95 ± 0.12
bc

3.19 ± 0.12
ab

3.72 ± 0.12
a

UCP-2 1.00 ± 0.23
e

0.79 ± 0.07
e

2.75 ± 0.08
c

1.68 ± 0.10
d

5.02 ± 0.11
a

3.88 ± 0.06
b

Bile acid biosynthesis

CYP7A1 1.00 ± 0.55
cd

2.13 ± 0.37
bc

0.71 ± 0.60
d

2.78 ± 0.42
b

2.19 ± 0.24
bc

4.20 ± 0.21
a

CYP8B1 1.00 ± 0.10
d

0.88 ± 0.19
d

2.04 ± 0.11
c

2.32 ± 0.34
bc

3.57 ± 0.26
a

2.93 ± 0.14
a

The mRNA expression levels in liver of mice fed SO, SO/CH, 20FO, 20FO/CH, 50FO, and 50FO/CH for 8 weeks. Values

represent means ± S .D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least

significant difference (PLSD) test.
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Fig. 4. Western blot analysis of SCD-1 and CPT-1 in membrane from livers of 16-week-old female mice. 

Liver SCD-1 protein expression (A) and CPT-1 protein expression (B) in mice fed SO, SO/CH, 20FO, 20FO/CH, 

50FO, and 50FO/CH for 8 weeks.  
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第 3 節 小括および考察 

 

本研究では，高コレステロール食による肝臓脂質蓄積に対する魚油の作用を調べるため，

魚油の脂肪エネルギー比 20%または 50%として 2% (w/w)コレステロールを添加した飼料で

マウスを 2 ヶ月間飼育し検討した。全ての群で最終体重が増加したが、魚油を脂肪源とする

群では体重増加が低く抑えられ、特に、20FO/CH と 50FO 群では有意な低下が認められた。 

肝臓の重量および体重に対する比率は、20FO 群では有意に低値を示したが、50FO 群は

SO 群と同程度であった。肝臓トリグリセリド値も 20FO 群で、有意に減尐したことから、

20FO 群における肝臓重量の低下は、肝臓脂質の減尐が要因のひとつだと考えられる。魚油

により肝臓ペルオキシソームが増加し、それに伴って肝臓重量が増加すると報告されている
80)。本研究ではそのような増加はみられなかったが、20FO 群では SO 群に比べ有意に低下

した肝臓重量が 50FO 群で SO 群と同等であったことは、20FO と 50FO 両群の肝臓脂質レベ

ルに有意な差がなかったことから、魚油によるペルオキシソームの増加が一因と考えられる。

一方、コレステロール負荷により SO 群の肝臓が最も影響を受け、肝臓のサイズが大きくな

り、肝臓表面の色からも肝臓全体に多量の脂肪が蓄積されていることが示唆された。そして、

肝臓の組織切片の観察からも、肝細胞全体に多くの脂肪滴の沈着が生じているのを確認した。

しかし、脂肪源が魚油のときは、コレステロール負荷による過剰な脂肪滴の沈着は認められ

ず、摂取する油の違いが肝臓の脂質代謝に大きく影響を与えることが示唆された。肝臓トリ

グリセリドと総コレステロール値は、SO/CH 群で著しく高値を示したのに対し、20FO/CH、

50FO/CH 群ではコレステロール負荷においても増加することなく、組織標本の結果を反映

するものであった。 

コレステロールのおもな異化経路は、肝臓における胆汁酸の合成系で、その経路は律速

酵素である CYP7A1 によって調節を受けており、さらに、CYP7A1 は LXRα により誘導さ

れる 23,24)。また、肝臓に発現する ABCG5/8 ヘテロダイマーは胆汁中へのコレステロールの

排泄に関わっており、CYP7A1 と同様に LXRα により誘導されることが知られている 16,17)。

CYP7A1 mRNA レベルは、SO 群と比較し、50FO 群で増加し、コレステロール負荷により

全ての群で増加した。このように食事性コレステロールが過剰な状態では、コレステロール

の異化を亢進させることにより、体内の恒常性を維持していると考えられる。本実験では、

SO/CH 群で、肝臓の CYP7A1 発現の上昇によってコレステロール異化が亢進し、血中コレ

ステロール値が高値となることを防いだが、肝臓中には多量の脂質が蓄積し、脂肪肝を招い

た。一方、20FO/CH、50FO/CH 群では、肝細胞への脂肪蓄積はほとんど見られず、腹部脂

肪も減尐した。また、肝臓のコレステロール量が 20FO/CH と 50FO/CH 群で同程度あること

から、魚油によるコレステロール蓄積抑制効果はエネルギー比 50%と同様、20%の場合にお

いても十分であることが示された。コレステロールの吸収に重要な因子であるコール酸の産
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生には CYP8B1 が関与している 81,82)。50FO に、コレステロールを添加した 50FO/CH 群で

は、50FO 群と比べ、CYP8B1 mRNA レベルが減尐した。この CYP8B1 発現の低下から、コ

レステロールの吸収を抑制することで、体内の恒常性を維持している可能性が考えられる。

また、肝臓へのコレステロール蓄積の抑制には、魚油によるコレステロールの合成や異化に

対する作用に加え、コレステロール吸収抑制や排泄亢進も考えられる。本実験では、魚油摂

取により、肝臓 ABCG5/8 mRNA レベルが増加していたことから、胆汁へのコレステロール

排泄が亢進している可能性が示唆された。また、魚油により小腸の NPC1L1 量が減尐する

という報告があり 75)、本実験でも魚油摂取により NPC1L1 量が減尐している可能性が考え

られ、コレステロールの吸収や排泄に関して、さらに検討する必要がある。 

X 線 CT による内臓脂肪および皮下脂肪量解析では、コレステロールの有無に関わらず、

全ての魚油群で内臓脂肪および皮下脂肪量が減尐する傾向がみられた。 

SREBP-1c の標的遺伝子で、脂肪酸合成に関与する FAS mRNA レベルおよび SCD-1 発現

は、コレステロールの有無に関係なく魚油摂取により減尐した。魚油の脂肪酸合成抑制作用

はコレステロールの負荷時も有効であり、さらに、脂肪エネルギー比が 20%においても 50%

と同様であることが示された。魚油による脂肪蓄積の抑制は、おもに、SREBP-1c の遺伝子

発現の減尐を介し、その標的遺伝子の発現抑制によることが知られており、本研究において

も同様の結果が得られた。また、魚油とともにコレステロールを負荷したときは、体内にお

ける脂肪酸およびコレステロール代謝に魚油単独とは異なる影響を与えることが推測され

る。本研究で、魚油単独摂取群はエネルギー比 20%と 50%、いずれにおいても、PPARα mRNA

レベルは、コレステロールの有無に関わらず魚油群で増加し、PPARα 標的遺伝子の CPT-1、

AOX および UCP-2 mRNA レベルも魚油群で増加し、脂肪酸酸化の亢進が示唆された。しか

し、コレステロールを負荷することにより、CPT-1、AOX と UCP-2 の遺伝子の mRNA 発現

に異なる変化が現れた。脂肪酸のミトコンドリア内への取り込みに関与する CPT-1 と脂肪

酸 β 酸化系の初発酵素である AOX はコレステロール負荷により変化しないのに対し、熱産

生に関与するミトコンドリア脱共役タンパク質の UCP-2 mRNA レベルはコレステロールに

より減尐した。UCP-2 遺伝子のプロモ－ター領域には SREBP-2 に親和性の高い SRE が存在

することが報告されており 83,84)、コレステロール負荷により SREBP-2 mRNA 発現が低下し

たため、それに同調して UCP-2 mRNA レベルも減尐したと考えられる。 

コレステロール合成の律速酵素である HMG-CoA 還元酵素、HMG-CoA 合成酵素や LDL

受容体の mRNA レベルもコレステロール負荷により SREBP-2 と同様に減尐した。食事性コ

レステロールが多いときは、体内のコレステロールの恒常性を維持するためにこれらの遺伝

子発現が低下したという報告と一致する結果である 21)。一方、HMG-CoA 還元酵素、合成酵

素は SO 群と比べ、20FO、50FO 群で減尐し、コレステロール負荷により、全ての群でさら

に減尐した。魚油摂取が SREBP-2 の減尐を介し、コレステロール合成系タンパク質をコー

ドする遺伝子の mRNA 量を減尐させるという報告がある 85)。本研究でも、魚油 20%では、
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コレステロール負荷により、互いに作用が強められ、SREBP-2 制御下にある遺伝子発現が

魚油単独群に比べ、約半分のレベルまで抑制された。しかし、魚油 50%では、魚油による

影響が強く現れたためか、コレステロール負荷による減尐は小幅にとどまった。このことか

ら、魚油のエネルギー比率が高いときはその影響が強く、コレステロールによる作用が生じ

にくいことが考えられた。 

コレステロールを負荷し、細胞内コレステロール濃度が上昇すると、SREBPs が負のフィ

ードバック制御を受け、その標的遺伝子の発現とともに減尐し、脂質合成が減尐すると考え

られた。しかし、食餌の脂肪源をサフラワー油としてコレステロール負荷した場合には、

SREBPs 標的遺伝子の発現は減尐したものの、脂質合成減尐効果はほとんどみられず、肝細

胞への顕著な脂肪蓄積や白色脂肪組織の増加が見られた。一方、脂肪源を魚油としてコレス

テロールを負荷した場合は、SREBPs やその標的遺伝子が減尐し、肝細胞への脂肪蓄積を抑

制し、腹部内臓脂肪や皮下脂肪組織も増加しなかった。以上の結果から、体内への脂肪蓄積

の差異は、脂肪源と脂肪エネルギー比率の違いがコレステロールによる転写因子の制御に異

なる影響を与える結果として生じることが示唆された。   
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第 2 章 高コレステロール食による肝臓脂質蓄積を抑制する低用量魚油の作用 

 

前章では、魚油の脂肪エネルギー比率を 20%あるいは 50%と設定し、2% (w/w)コレステ

ロール食を摂取したときの脂質代謝への影響について検討した。その結果、サフラワー油を

脂肪源としたコントロール食に、コレステロールを添加したときにみられる肝臓の脂質蓄積

が、魚油摂取により顕著に抑制され、このような作用は、魚油の脂肪エネルギー比率 20%

または 50%いずれでも有効であることを示した 85)。 

一方、平成 20 年の国民健康・栄養調査の結果では、日本人が魚類から摂取する脂質の量

は、総脂肪エネルギーの約 10%（総エネルギーの約 2.5%）であることが示されている。そ

こで、第 2 章では、日常の食事で摂取可能な魚油の脂肪エネルギー比率を念頭におき、2% 

(w/w)コレステロールを負荷したときの肝臓脂質蓄積に及ぼす低摂取量の魚油の影響を解析

するため、魚油の脂肪エネルギー比率を 2%と 5%に設定し検討した。実験食は、脂肪エネ

ルギー比率を 20%とし、脂肪源全てがサフラワー油の SO 食、脂肪エネルギー比率の 2%を

魚油に置き換えた 2FO 食、脂肪エネルギー比率の 5%を魚油に置き換えた 5FO 食、これら

の食餌に 2% (w/w)コレステロールを負荷した SO/CH 食、2FO/CH 食、5FO/CH 食を設けた

（Table 4）。前章と同様のマウスを実験食で 8 週間飼育した後、脂肪酸やコレステロール代

謝に関連する項目について調べた。 
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Table 4. Composition of the experimental diets 

 Diet SO SO/CH 2FO 2FO/CH 5FO 5FO/CH

Ingredients, g

Safflower oil 8 8 7.2 7.2 6 6

Fish oil - - 0.8 0.8 2 2

Casein 20 20 20 20 20 20

Sucrose 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37

β-starch 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83

Vitamin mix 
* 1 1 1 1 1 1

Mineral mix 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5

Cellulose powder 5 5 5 5 5 5

L-cystin 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Tert-butyl hydroquinone 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016

Cholesterol - 2 - 2 - 2

Total 100.00 102.00 100.00 102.00 100.00 102.00

Energy (kcal/100g) 374.02 366.68 374.02 366.68 374.02 366.68

Fat Energy ratio (%) 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70

*Vitamin mix and mineral mix were based on the AIN-93G formation. Vitamin mix substituted

0.25% sucrose for choline bitartrate. SO; safflower oil, CH; cholesterol, FO; fish oil.
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第 1 節 体重、体組成、血漿および肝臓脂質レベル 

 

最終体重および組織重量を Table 5 に示した。実験食で 8 週間飼育後の最終体重および白

色脂肪組織重量は、群間に大きな差はなく、脂肪源の違いおよびコレステロールの有無によ

る影響はみられなかった。血糖値においても SO 群と比較し、2FO 群で減尐傾向がみられた

が、有意な変化ではなかった。 

 

Table 5. Body and tissue weight of 16week-old female mice   

Parameter

Initial body weight (g) 17.63 ± 0.89 17.64 ± 0.82 17.65 ± 0.58 17.67 ± 0.55 17.67 ± 0.53 17.65 ± 0.48

Final body weight (g) 21.78 ± 1.54 21.30 ± 1.45 21.67 ± 1.23 21.98 ± 1.35 22.70 ± 1.65 21.32 ± 0.84

Liver weight (g) 0.94 ± 0.09 0.93 ± 0.09 0.92 ± 0.08 1.02 ± 0.12 0.94 ± 0.08 0.94 ± 0.05

Liver weight/body weight (%) 4.23 ± 0.26
b

4.39 ± 0.16
ab

4.28 ± 0.15
ab

4.63 ± 0.32
a

4.12 ± 0.09
ab

4.39 ± 0.2
ab

White adipose tissue weight (g) 0.42 ± 0.12 0.32 ± 0.11 0.28 ± 0.10 0.36 ± 0.10 0.42 ± 0.12 0.33 ± 0.10

5FO/CH

Values represent means ± S .D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant

difference (PLSD) test.

SO SO/CH 2FO 2FO/CH 5FO

 

マウスの腹部 X 線 CT 画像から推定した内臓脂肪量では、魚油摂取およびコレステロール

負荷による変化はみられなかった(Fig. 5B)。皮下脂肪量においては、SO 群と比較し 2FO 群

で有意に低値を示したが、5FO 群では低下がみられないことから、皮下脂肪の減尐は魚油

による影響ではないものと考えられた(Fig. 5C)。 

 

血漿トリグリセリド値は SO/CH 群と比較して、2FO/CH 群、5FO/CH 群で有意に減尐した 

(Fig. 6B)。一方、血漿の総コレステロール、HDL コレステロール値は、魚油摂取およびコレ

ステロール負荷による大きな差は認められなかった(Fig. 6C、6D)。 
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Fig. 5. CT-based fat tissues composition analysis of 16-week-old female mice.  

Representative X-ray CT images of mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 weeks, at the third 

lumber (L3) level (A). The areas indicated with pink, yellow, and light-blue are visceral fat, subcutaneous fat, and 

muscle, respectively. CT-estimated amounts of visceral fat (B), and subcutaneous fat (C) in the abdominal area of L2–L4. 

Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected 

least significant difference (PLSD) test. 

 

Fig. 6. Blood glucose and plasma lipid levels in 16-week-old female mice. 

Blood glucose (A), plasma triglyceride (TG) (B), plasma total cholesterol (TC) (C), and plasma high-density lipoprotein 

cholesterol (HDL-C) (D) in mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 weeks. Mice were fasted for 3 

hours prior to blood sampling. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the 

p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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肝臓の重量や大きさに群間で違いはみられなかったが、外見上では、SO 群と比較し、

SO/CH 群では肝臓の表面の色が全体的にやや白っぽく変色していた。また、HE 染色した

SO/CH 群の肝臓組織の中には脂肪の蓄積が多くみられたが、2FO/CH 群では、肝臓の表面が

白っぽく変色したものの、SO/CH 群でみられた脂肪の蓄積は顕著に減尐した。また、5FO/CH

群においては、2FO/CH 群に比べ、脂肪の蓄積がさらに減尐した(Fig. 7A、B)。 

肝臓中の脂質値を、Fig. 7C、D に示した。肝臓のトリグリセリド値は、SO 群と比較し、

SO/CH 群において、有意に増加した。魚油とコレステロール群の 2FO/CH 群においても、

2FO 群と比較し有意に増加した。一方、魚油のエネルギー比率が高くなる 5FO/CH 群では

5FO 群との間に有意な差は認められなかった。そして、2FO/CH、5FO/CH 群ともに、SO/CH

群と比較すると有意に減尐し、5FO/CH 群では約 50%にまで減尐した。肝臓の総コレステロ

ール値においても、同様の傾向がみられ、5FO/CH 群では SO/CH 群と比較し約 30%まで減

尐した。 
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Fig. 7. Liver morphology, tissue histology and hepatic lipids levels in 16-week-old female mice.  

Liver morphology (A) , H&E-stained liver sections (B), liver triglycerides (TG) (C), and liver total cholesterol (TC) (D) 

in mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 weeks. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means 

with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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第 2 節 肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現 

 

 肝臓中の脂質代謝関連遺伝子の mRNA レベルを Table 6 に示した。脂肪酸合成に関与する

遺伝子の転写因子である SREBP-1c の mRNA レベルは、全ての群でコレステロール負荷に

より増加したが、Insig-1 の mRNA レベルは、コレステロール負荷群で減尐した。 

脂肪酸合成に関与する FAS の mRNA レベルは、魚油摂取群で減尐傾向を示したが、魚油

の用量による違いはみられなかった。また、SCD-1 の mRNA レベルにおいては、魚油摂取、

およびコレステロール負荷による影響はみられなかった。 

脂肪酸の異化に関与するAOX およびUCP-2 の mRNA レベルは、ともに、SO群と比較し、

2FO 群で有意に増加し、5FO 群でさらに有意に増加した。しかし、コレステロール負荷に

よるさらなる増加はみられず、UCP-2 の mRNA レベルにおいては、5FO 群と比較し 5FO/CH

群で有意に減尐した。 

SREBP-2 の標的遺伝子である HMG-CoA 還元酵素の mRNA レベルは、魚油摂取群の 2FO､

5FO で減尐傾向を示し、コレステロール群でさらに減尐した。一方、LDL 受容体 mRNA レ

ベルは、SREBP-2 と同様に、魚油摂取による大きな変化はみられなかったが、コレステロ

ール負荷により減尐した。 

CYP7A1 mRNA レベルは、コレステロール負荷により、全ての群で増加したが、2FO/CH、

5FO/CH 群では、有意に減尐し、SO/CH 群に比べ、約 25~50%であった。CYP8B1 mRNA レ

ベルでは、魚油摂取およびコレステロール負荷による大きな影響はみられなかった。 
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Table 6. Expression of lipid metabolism-related genes in the liver. 

SREBPs

SREBP-1c 1.00 ± 0.82
b

1.59 ± 1.39
b

1.61 ± 0.20
b

3.39 ± 0.48
a

1.72 ± 0.29
b

3.93 ± 1.65
a

SREBP-2 1.00 ± 0.09
bc

0.74 ± 0.16
c

1.39 ± 0.22
a

1.01 ± 0.05
b

1.60 ± 0.32
a

0.86 ± 0.17
bc

Insig-1 1.00 ± 0.72
ab

0.58 ± 0.28
c

1.61 ± 0.22
a

1.12 ± 0.70
c

1.72 ± 0.13
a

0.91 ± 0.26
bc

Fatty acid biosynthesis

FAS 1.00 ± 0.21
a

0.54 ± 0.31
b

0.57 ± 0.13
b

0.48 ± 0.13
b

0.66 ± 0.12
ab

0.57 ± 0.41
b

SCD-1 1.00 ± 0.12 0.69 ± 0.22 0.68 ± 0.11 0.75 ± 0.35 0.70 ± 0.30 0.70 ± 0.31

Cholesterol homeostasis

HMG-CoA Reductase 1.00 ± 0.44
a

0.40 ± 0.20
b

0.71 ± 0.33
ab

0.41 ± 0.07
b

0.51 ± 0.36
b

0.44 ± 0.12
b

LDL-Receptor 1.00 ± 0.25
ab

0.63 ± 0.15
b

1.29 ± 0.11
a

0.93 ± 0.15
ab

1.16 ± 0.33
a

1.01 ± 0.14
ab

ABCG5 1.00 ± 0.22
b 2.07 ± 0.26

a 1.25 ± 0.18
b 2.54 ± 0.51

a 1.35 ± 0.18
b 2.39 ± 0.65

a

ABCG8 1.00 ± 0.05
d 1.51 ± 0.42

bc 1.12 ± 0.13
cd 2.02 ± 0.33

a 1.21 ± 0.14
cd 1.64 ± 0.27

b

Fatty acid β-oxidation 

PPARα 1.00 ± 0.16
d

1.39 ± 0.15
c

1.56 ± 0.21
bc

1.98 ± 0.18
ab

1.95 ± 0.67
ab

2.01 ± 0.31
a

AOX 1.00 ± 0.06
d

1.40 ± 0.30
d

2.19 ± 0.33
c

2.40 ± 0.35
bc

3.38 ± 0.83
a

2.96 ± 0.43
ab

UCP-2 1.00 ± 0.29
c

1.48 ± 0.24
bc

1.99 ± 0.56
ab

1.72 ± 0.41
b

2.60 ± 0.71
a

1.70 ± 0.36
b

Bile acid biosynthesis

CYP7A1 1.00 ± 0.51
c

8.06 ± 3.13
a

1.42 ± 1.29
c

2.37 ± 1.35
bc

0.71 ± 0.64
c

4.11 ± 2.47
b

CYP8B1 1.00 ± 0.33
ab

0.81 ± 0.26
b

1.25 ± 0.43
ab

1.40 ± 0.40
ab

1.48 ± 0.39
a

1.41 ± 0.61
a

5FO/CH

The mRNA expression levels in liver of mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 weeks. Values represent

means ± S .D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant

difference (PLSD) test.

SO SO/CH 2FO 2FO/CH 5FO

 

 

 

 

第 3 節 小腸における脂質代謝関連遺伝子発現および糞中へのコレステロール排泄 

 

小腸中のコレステロール代謝関連遺伝子を Table 7 に示した。小腸上皮細胞から小腸内腔

へのコレステロールを排泄するトランスポーターであるABCG5、ABCG8 mRNAレベルは、

SO 群と比較し 2FO 群で有意に増加した。HDL 産生に寄与している ABCA1 mRNA レベル

は、SO 群と比較し 5FO 群で有意に増加し、コレステロール負荷によってさらに増加した。

コレステロール吸収のトランスポーターである NPC1L1 mRNA レベルは、魚油やコレステ

ロール摂取による有意な差はみられなかった。 

 Fig. 8 に示したように、糞中コレステロール排泄は、全ての群でコレステロール負荷によ

って有意に増加した。また、SO/CH 群と比較し、2FO/CH、5FO/CH 群で増加した。 
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ABCG5 1.00 ± 0.22
bc

1.47 ± 0.49
ab

1.72 ± 0.34
a

2.02 ± 0.86
a

0.90 ± 034
c

1.54 ± 037
ab

ABCG8 1.00 ± 0.24
b

1.49 ± 0.23
ab

1.47 ± 0.38
a

1.76 ± 0.61
a

1.03 ± 0.38
b

1.23 ± 0.25
ab

ABCA1 1.00 ± 0.19
c

2.86 ± 0.68
a

1.53 ± 0.73
bc

2.86 ± 0.94
a

1.64 ± 0.19
b

2.63 ± 0.66
a

NPC1L1 1.00 ± 0.72
ab

1.20 ± 0.37
a

1.33 ± 0.50
a

1.00 ± 0.35
ab

0.77 ± 0.23
ab

0.46 ± 0.33
b

The mRNA expression levels in liver of mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 weeks. Values

represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least

significant difference (PLSD) test.

Table 7. Expression of lipid metabolism-related genes in the jejunum.


SO SO/CH 2FO 2FO/CH 5FO 5FO/CH
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Fig. 8. Fecal weight and fecal cholesterol excretion of 16-week-old female mice.  

Fecal excretion (A), and fecal cholesterol excretion (B) in mice fed SO, SO/CH, 2FO, 2FO/CH, 5FO, and 5FO/CH for 8 

weeks. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s 

protected least significant difference (PLSD) test. 
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第 4 節 小括および考察 

 

本章では、魚油の脂肪エネルギー比率を 2%と 5%と低く設定し、コレステロールを負荷

した時の脂質代謝へ及ぼす影響について調べた。前章での研究で、魚油の脂肪エネルギー比

率が 20%または 50%の条件では、体重増加量が減尐傾向または有意な減尐がみられたが、

本実験においては、最終体重に、群間の有意な差はみられなかった。したがって、魚油の脂

肪エネルギー比率が 2～5%の低い条件下では、体重増加量に有意な影響を与えないと考え

られる。 

体重と同様に肝臓重量や大きさにも群間における変化がみられなかったが、外見には顕著

な変化がみられ、コレステロール負荷により、前章と同様に SO/CH 群の肝臓の色が白く変

色し、肝臓全体に脂肪が多く蓄積していることが示された。さらに、肝臓の組織切片の観察

からも、肝細胞全体に脂肪滴の過剰な蓄積が生じているのを確認した。しかし、脂肪源が魚

油の時は、コレステロール負荷による過剰な脂肪滴の蓄積は減尐し、特に 5FO/CH 群でより

顕著にみられ、摂取する油の違いと量が肝臓の脂質代謝に大きく影響を与えることが示唆さ

れた。肝臓トリグリセリドと総コレステロール値においても SO/CH 群で著しく高値を示し

たのに対し、2FO/CH、5FO/CH 群ではコレステロール負荷により大きく増加することなく、

組織標本の結果を反映するものであった。 

魚油による脂質低下作用は、おもに、SREBP-1c の遺伝子発現の減尐を介し、その標的遺

伝子の発現抑制によることが報告されているが 37-39)、本研究では、これらの報告とは異な

る結果が得られた。SREBP-1c の標的遺伝子で、脂肪酸合成に関与する FAS の mRNA レベ

ルは魚油摂取群で減尐傾向を示したが、用量による違いはみられず、さらに、脂肪酸の不飽

和化に関与する SCD-1 の mRNA レベルにおいても魚油摂取による大きな影響はみられなか

った。一方、魚油摂取により PPARα の活性化とともに脂肪酸酸化の遺伝子発現が増加する

という報告があり 42-44)、今回も PPARα の標的遺伝子である AOX と UCP-2 の mRNA レベル

は、コレステロールの有無に関わらず魚油群で増加し、脂肪酸異化の亢進が示唆された。第

1 章の結果から、魚油の脂肪エネルギー比が 20%から 50%の場合は、肝臓における脂肪酸合

成の抑制と脂肪酸異化亢進の両方からの制御により脂質蓄積を抑制するが 85)、魚油の脂肪

エネルギー比が 2%と 5%では、おもに脂肪酸の異化を亢進することによって肝臓への脂質

蓄積抑制効果が示されることが考えられた。そして、今回の条件では白色脂肪組織重量や X

線 CT 画像における内臓脂肪などの脂肪量の減尐には至らなかった。 

胆汁酸合成の律速酵素である CYP7A1 の mRNA は、SO 群と比べ、魚油単独群の 2FO、

5FO において有意な変化はみられなかったが、全ての群でコレステロール負荷により増加

した。しかし、SO 群と比較し、SO/CH 群での約 8 倍もの著しい増加は、魚油とコレステロ

ール同時摂取群ではみられず、SO/CH 群と比べ、2FO/CH、5FO/CH 群では有意に減尐した。
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これは、魚油摂取により肝臓でのコレステロール蓄積が抑制されたため、SO/CH 群と比べ、

CYP7A1 によるコレステロール異化の促進が減尐したものと考えられる。一方、ハムスター

を用いた実験で、魚油により小腸の NPC1L1 量の減尐に伴ってコレステロール吸収が減尐

するという報告がある 75)。しかし、本実験では、2 または 5 %エネルギーの魚油摂取で減尐

しなかった。それは今回の魚油摂取量がエネルギー比率で 2%および 5%と低いためだと考

えられる。多くの研究で、高コレステロール摂取によって糞中コレステロール排泄が増加す

ることが報告されている 86)。この研究で、コレステロールを負荷した全ての群で、糞中コ

レステロール排泄が増加し、その増加は、脂肪源を魚油としたときさらに増加した。 

本実験では、ヒトが摂取可能な量である脂肪エネルギー比率 2%あるいは 5%の魚油摂取

で、高コレステロール食の摂取による食毒性のひとつである肝臓への脂質蓄積を抑制できる

ことを見出した。このように低用量の魚油摂取は、肝臓での脂質代謝関連遺伝子発現に対す

る影響に加え、糞中のコレステロール排泄を増加させることで脂質代謝を改善することを示

した。本実験で用いた魚油を、ヒトが脂肪エネルギー比率 2%の割合で摂取した場合、EPA

および DHA の摂取量はおよそ 1.3g/日程度となり、日本人の食事摂取基準 2010 で示してい

る「EPA 及び DHA の目標量である 1g/日以上」とほぼ一致している。また、脂肪エネルギ

ー比率 2%の魚油においても、肝臓の脂質代謝を改善する効果がみられたため、今後、さら

に低用量の魚油が脂質代謝に与える影響を検討する必要がある。 
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第 3 章 肝臓脂質代謝および生体内での酸化ストレスにおける魚油摂取の影響 

 

前章で、脂肪エネルギー比率 2%または 5%の魚油を含む食餌にコレステロールを加えた

ときの脂質代謝に与える影響を検討し、コレステロールと同時に摂取した魚油が高コレステ

ロール食による肝臓への脂質蓄積を抑制することを示した 87)。このように、日本人が日常

的に摂取している量と同等の魚油摂取でも脂質代謝改善作用がみられたが、全員が一様にそ

の量を食べているわけではなく、平成 20 年の国民健康・栄養調査の結果から、特に若年層

では魚介類の摂取量が中高年層と比較すると尐ないことがわかっている。 

また、魚油に含まれる多価不飽和脂肪酸の EPA・DHA は、化学構造上きわめて酸化され

やすく、魚油を多量に摂取した場合には、肝臓中の過酸化脂質濃度が増加することが報告さ

れており、生体内での脂質の過酸化が問題視されることがある 76)。魚油摂取の影響を検討

する上において有効性と毒性を同時に評価することは非常に重要である。そこで、本実験で

は前章の研究よりもさらに尐ない量の魚油による脂質代謝改善作用、加えて食毒性の視点か

ら生体内の酸化ストレスへの影響を調べるため、実験食は脂肪エネルギー比を 20%とし、

脂肪源がすべてサフラワー油の SO 食、脂肪エネルギー比率 1%または 2%を魚油に置き換え

た 1FO 食、2FO 食、さらに脂肪源がすべて魚油の 20FO 食を設け、これらの食餌に 2%(w/w)

コレステロールを添加した SO/CH 食、1FO/CH 食、2FO/CH 食、20FO/CH 食とした（Table 8）。

8 週間飼育した後、脂肪酸やコレステロール代謝に関連する項目に加え酸化ストレス度につ

いて調べた。 
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Table 8. Composition of the experimental diets 

 Diet SO SO/CH 1FO 1FO/CH 2FO 2FO/CH 20FO 20FO/CH

Ingredients, g

Safflower oil 8 8 7.6 7.6 7.2 7.2 - -

Fish oil - - 0.4 0.4 0.8 0.8 8 8

Casein 20 20 20 20 20 20 20 20

Sucrose 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37 10.37

β-starch 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83 51.83

Vitamin mix 
* 1 1 1 1 1 1 1 1

Mineral mix 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5

Cellulose powder 5 5 5 5 5 5 5 5

L-cystin 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Tert-butyl hydroquinone 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016 0.0016

Cholesterol - 2 - 2 - 2 - 2

Total 100.00 102.00 100.00 102.00 100.00 102.00 100.00 102.00

Energy (kcal/100g) 374.02 366.68 374.02 366.68 374.02 366.68 374.02 366.68

Fat Energy ratio (%) 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70 19.70

*Vitamin mix and mineral mix were based on the AIN-93G formation. Vitamin mix substituted 0.25% sucrose for choline

bitartrate. SO; safflower oil, CH; cholesterol, FO; fish oil.
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第 1 節 体重、体組成、血漿および肝臓脂質レベル 

 

 8 週間飼育により、全ての群で最終体重が増加したが、群間における大きな差はなかった。

また、肝臓重量も脂肪源やコレステロール負荷による大きな影響はみられなかった。白色脂

肪組織は、SO 群と比較し 20FO 群で減尐する傾向がみられた(Table 9)。 

Table 9. Body and tissue weight of 16week-old female mice   

Parameter

Initial body weight (g) 16.70 ± 1.11 16.68 ± 0.93 16.66 ± 0.82 16.66 ± 0.78 16.68 ± 0.70 16.66 ± 0.70 16.68 ± 0.65 16.76 ± 0.66

Final body weight (g) 21.05 ± 1.65
ab

22.14 ± 2.22
ab

22.06 ± 2.05
ab

22.52 ± 1.19
ab

22.60 ± 2.06
a

22.35 ± 1.30
ab

20.51 ± 1.12
b

22.20 ± 0.52
ab

Liver weight (g) 0.92 ± 0.12
ab

1.28 ± 0.13
a

1.11 ± 0.48
ab

1.09 ± 0.09
ab

0.90 ± 0.13
ab

0.96 ± 0.10
ab

0.85 ± 0.06
b

1.00 ± 0.06
ab

Liver weight/body weight (%) 4.38 ± 0.42
bc

5.64 ± 0.32
a

4.96 ± 1.91
ab

4.83 ± 0.19
ac

3.98 ± 0.28
c

4.29 ± 0.19
bc

4.13 ± 0.31
bc

4.51 ± 0.20
bc

White adipose tissue weight (g) 0.32 ± 0.17
ab

0.46 ± 0.22
a

0.52 ± 0.29
a

0.51 ± 0.11
a

0.49 ± 0.09
a

0.45 ± 0.13
a

0.20 ± 0.10
b

0.41 ± 0.16
ab

Values represent means ± S .D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 

20FO 20FO/CHSO SO/CH 1FO 1FO/CH 2FO 2FO/CH

 血漿トリグリセリド値は、群間で大きな差は見られなかった(Fig. 9B)。血漿総コレステロ

ール値は、どの群でもコレステロール負荷によって増加したが、低用量魚油群である 1FO、

2FO群では脂肪源の違いによる有意な変化はみられなかった。20FO群では SO群と比較し、

有意に減尐した(Fig. 9C)。HDL コレステロール値は、SO 群と比較し、2FO および 20FO 群

で有意に減尐し、コレステロール負荷によって増加した(Fig. 9D)。 
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Fig. 9. Blood glucose and plasma lipid levels in 16-week-old female mice.  

Blood glucose (A), plasma triglyceride (TG) (B), plasma total cholesterol (TC) (C), and plasma high-density lipoprotein 

cholesterol (HDL-C) (D) in mice fed SO, SO/CH, 1FO, 1FO/CH, 2FO, 2FO/CH , 20FO and 20FO/CH for 8 weeks. Mice 

were fasted for 3 hours prior to blood sampling. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are 

different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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肝臓の外見は、SO 群と比較し SO/CH 群では表面の色が白く変色しており、組織標本にお

いても多くの脂肪滴が観察された。また、SO/CH 群と比較して、1FO/CH 群ではわずかに肝

臓全体の変色が抑えられ、2FO/CH 群ではさらに抑えられており、脂肪滴も明らかに減尐し

ていた (Fig. 10 A、B)。肝臓脂質値を Fig. 11 に示した。肝臓トリグリセリド値は、低用量魚

油群で顕著に増加したが、SO/CH 群と比較して 1FO/CH 群は変化が見られなかったが、

2FO/CH 群では有意に減尐した。肝臓総コレステロール値は、低用量魚油群である 1FO、2FO

群では、コレステロール負荷によって著しく増加した。しかし、SO/CH 群と比較して、魚

油とコレステロール同時摂取群である 1FO/CH、2FO/CH 群ではともに有意に減尐した。高

用量魚油群である 20FO 群と 20FO/CH 群においては、第 1 章と同様に SO 群と変わらず正

常な赤褐色であり、脂肪滴も観察されなかった。また、肝臓総コレステロール値、トリグリ

セリド値ともにコレステロール負荷による有意な増加はみられなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

SO/CH

SO 1FO 2FO

1FO/CH 2FO/CH

20FO

20FO/CH
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B
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Fig. 10. Liver appearance, tissue histology and lipid levels of 16-week-old female mice.  

Liver appearance (A) , H&E-stained liver sections (B) in mice fed SO, SO/CH, 1FO, 1FO/CH, 2FO, 

2FO/CH , 20FO and 20FO/CH for 8 weeks.   
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第 2 節 肝臓における脂質代謝関連遺伝子発現 

 

魚油およびコレステロールの摂取が、肝臓での脂質代謝に与える影響を検討するため、肝

臓中の脂質代謝に関連する遺伝子発現を調べ、Table 10 に示した。 

低用量魚油群では、SREBP-1c およびその標的遺伝子である FAS および SCD-1 mRNA レ

ベルは、脂肪源の違いによる変化はなかった。また、FAS mRNA レベルはコレステロール

負荷により減尐したが、SCD-1 mRNA レベルは、コレステロール負荷群による影響はみら

れなかった。これらの遺伝子レベルは、第 1 章と同様に、20FO 群においては、SO 群と比

較しコレステロールの有無に関わらず有意に減尐した。 

PPARα およびその標的遺伝子である AOX mRNA レベルは、SO 群と比較し 2FO、20FO

群では有意に増加したが、1FO 群では有意な変化はみられなかった。UCP-2 mRNA レベル

は、SO 群と比較し 20FO 群で有意に増加し、また、どの群でもコレステロール負荷により

減尐傾向がみられたが、低用量魚油群では大きな影響はみられなかった。 

SREBP-2 mRNA レベルは、SO 群と比較し、2FO および 20FO 群で減尐した。また、どの

群でもコレステロール負荷による減尐がみられた。HMG-CoA 還元酵素 mRNA レベルは、

低用量魚油群では、脂肪源の違いによる変化はみられなかったが、コレステロール負荷では

減尐した。高用量魚油群では、SO 群と比較し有意に減尐したが、コレステロール負荷によ

るさらなる減尐はみられなかった。 

CYP7A1 mRNA レベルは、コレステロール負荷により増加傾向がみられたが、脂肪源の
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Fig. 11. Hepatic lipid levels of 16-week-old female mice. 

Total cholesterol (TC) (A), and triglycerides (TG) (B) in mice fed SO, SO/CH, 1FO, 1FO/CH, 2FO, 2FO/CH , 20FO and 

20FO/CH for 8 weeks. Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with different letters are different at the p<0.05 

level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test. 
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違いによる大きな差はみられなかった。一方、CYP8B1 mRNA レベルは低用量魚油群間で

有意な差はなかったが、高用量魚油群では SO 群と比較し有意に増加した。ABCG5 および

G8 mRNA 発現は、全ての群でコレステロール負荷によって有意に増加した。 

 

 

Table 10. Expression of lipid metabolism-related genes in the liver. 

SREBPs

SREBP-1c 1.00 ± 0.26
bc

1.29 ± 0.38
ab

0.97 ± 0.29
bc

1.68 ± 0.45
a

0.93 ± 0.04
b

1.28 ± 0.66
ab

0.41 ± 0.45
cd

0.40 ± 0.13
c

SREBP-2 1.00 ± 0.12
a

0.48 ± 0.05
ca

0.96 ± 0.18
a

0.48 ± 0.05
c

0.80 ± 0.20
b

0.44 ± 0.03
c

0.79 ± 0.15
b

0.40 ± 0.05
c

Fatty acid biosynthesis

FAS 1.00 ± 0.47
a

0.46 ± 0.07
bc

0.61 ± 0.30
ab

0.41 ± 0.17
bc

0.90 ± 0.58
a

0.35 ± 0.06
bc

0.14 ± 0.02
c

0.17 ± 0.11
c

SCD-1 1.00 ± 0.40
a

1.21 ± 0.34
a

0.97 ± 0.35
a

1.20 ± 0.18
a

0.97 ± 0.41
a

1.14 ± 0.16
a

0.11 ± 0.06
b

0.35 ± 0.17
b

Cholesterol homeostasis

HMG-CoA Reductase 1.00 ± 0.43
a

0.37 ± 0.08
b

1.00 ± 0.44
a

0.45 ± 0.11
b

0.93 ± 0.47
a

0.45 ± 0.07
b

0.40 ± 0.11
b

0.30 ± 0.08
b

ABCG5 1.00 ± 0.30
b

1.74 ± 0.60
a

1.07 ± 0.24
b

2.09 ± 0.50
a

1.10 ± 0.15
b

1.94 ± 0.65
a

1.10 ± 0.23
b

1.16 ± 0.29
b

ABCG8 1.00 ± 0.27
c

1.43 ± 0.28
ab

1.07 ± 0.40
bc

1.67 ± 0.24
a

1.01 ± 0.22
c

1.66 ± 0.34
a

0.98 ± 0.22
c

1.00 ± 0.28
c

Fatty acid β-oxidation 

PPARα 1.00 ± 0.19
d

1.10 ± 0.33
cd

1.17 ± 0.19
cd

1.46 ± 0.31
ac

1.44 ± 0.41
ac

1.64 ± 0.06
ab

1.58 ± 0.45
a

1.64 ± 0.13
a

AOX 1.00 ± 0.21
d

1.20 ± 0.19
bd

1.07 ± 0.19
cd

1.40 ± 0.25
b

1.34 ± 0.19
bc

1.49 ± 0.09
b

1.86 ± 0.37
a

2.07 ± 0.26
a

UCP-2 1.00 ± 0.16
bcd

0.86 ± 0.14
cd

1.20 ± 0.34
bc

0.70 ± 0.08
e

1.21 ± 0.22
b

0.80 ± 0.17
ce

1.71 ± 0.11
a

1.57 ± 0.29
a

Bile acid biosynthesis

CYP7A1 1.00 ± 0.95
bc

1.71 ± 0.82
ab

1.28 ± 1.03
ac

1.29 ± 1.03
ac

0.80 ± 0.42
ac

2.30 ± 1.26
a

0.35 ± 0.26
c

1.07 ± 0.18
bc

CYP8B1 1.00 ± 0.38
d

1.78 ± 0.45
b

1.63 ± 0.51
bc

1.10 ± 0.26
cd

1.22 ± 0.53
cd

1.57 ± 0.12
bc

3.20 ± 0.48
a

3.33 ± 0.37
a

20FO 20FO/CH

The mRNA expression levels in liver of mice fed SO, SO/CH, 1FO, 1FO/CH,2FO, 2FO/CH, 20FO, and 20FO/CH for 8 weeks. Values represent means ± S .D. (n=4-5). 

Means with different letters are different at the p<0.05 level by Fisher’s protected least significant difference (PLSD) test.

SO SO/CH 1FO 1FO/CH 2FO 2FO/CH

 

 

第 3 節 体内酸化ストレス度 

 

魚油およびコレステロールの摂取が、体内酸化ストレス度に与える影響を検討するため、

血漿中の脂質ヒドロキシペルオキシドを評価する d-ROMs テストを行った。 

 血漿中 d-ROMs 値は、実験食開始 1 週間、4 週間、8 週間後いずれも、魚油やコレステロ

ール負荷による大きな影響はみられなかった。経時的な変化をみると、どの群でも実験食開

始 4 週間後に最も高い値を示し、8 週間目ではさらなる増加はみられなかった(Fig. 12A、B)。 

 血漿中の過酸化脂質含量は、チオバルビタール(TBA)法を用いて測定した。血漿中 TBARS

値は、SO 群と比較し 20FO 群で有意に減尐したが、低濃度魚油やコレステロール負荷によ

る大きな変化はなかった(Fig.12C)。 
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第 4 節 小括および考察 

 

本研究では、より低用量の魚油による脂質代謝改善作用と食毒性の視点から生体内の酸化

ストレスへの影響について検討するため、C57BL/6 雌マウスに脂肪エネルギー比率 1 %、2 %、

20%の魚油と 2%(w/w)コレステロールを含む実験食を与え 8 週間飼育した。体重および脂肪

組織重量は 1FO、2FO 群では SO 群と比較し有意な差はみられなかったが、20FO 群では減

尐した。しかし、肝臓重量は各群大きな差はなかった。 

前章までの結果と同様に、魚油またはコレステロール摂取は、肝臓重量に影響を与えなか

ったが、肝臓外見や組織標本の観察から、SO/CH 群には多くの脂質が蓄積した。肝臓脂質

値においても、肝臓トリグリセリド値、総コレステロール値は、サフラワー油群ではコレス

テロール負荷によって著しく有意に増加した。SO/CH 群と比較して、魚油とコレステロー

ル同時摂取群である 1FO/CH、2FO/CH 群では、肝臓総コレステロール値は、いずれも有意

に減尐したが、肝臓トリグリセリド値は、SO/CH 群と比較して 1FO/CH 群では有意な減尐

はみられず、2FO/CH 群では有意に減尐した。また、20FO/CH 群においては、第 1 章での結

0

40

80

120

160

200

240

0 1 4 8

SO SO/CH

1FO 1FO/CH

2FO 2FO/CH

20FO 20FO/CH

Weeks

P
la

sm
a 

d
-R

O
M

s
(U

.C
A

R
R

)

A

P
la

sm
a 

T
B

A
R

S
(μ

M
)

0

1

2

3

4

5

6

a
ab

ab
ab

ab

b b
ab

SO 1FO 2FO 20FO

CH－

CH＋

C

0 

40 

80 

120 

160 

200 

P
la

sm
a 

d
-R

O
M

s
(U

.C
A

R
R

)

SO 1FO 2FO 20FO

cd

ac

bc bc

a

cd
cd

ab

B

Fig. 12. Plasma d-ROMs and TBARS levels in female mice.  

Plasma d-ROMs for 0,1,4,8 weeks of experimental diets fed (A), plasma d-ROMs for 8 weeks of experimental diets fed 

(B) and plasma TBARS for 8 weeks of experimental diets fed. (C). Values represent means ± S.D. (n=4-5). Means with 
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果と一致し、肝臓トリグリセリド値、総コレステロール値ともに SO 群と同等なレベルにま

で減尐した。以上のことから、コレステロール食による肝臓への脂質蓄積を抑制する魚油の

作用は、2%エネルギーでは十分な効果が得られるが、1%エネルギーでは用量が低く、十分

ではなかったと考えられる。 

これまで魚油の摂取が肝臓への脂質代謝を改善することを示してきたが、いずれも魚油を

毎日摂取した場合の結果である。しかし、多くの人は、毎日魚を摂取できるとは限らない。

また、エネルギーおよび各栄養素の摂取基準を示した食事摂取基準では、習慣的な摂取量の

基準が示されており、おおむね 1 ヵ月程度の期間での摂取量の基準と考えられている。以上

のことから、今後は、摂取量を一定とし、摂取頻度の違いによる魚油の作用を検討する必要

があると考える。 

一方、魚油に含まれる多価不飽和脂肪酸である EPA や DHA は非常に酸化されやすく、過

酸化脂質やフリーラジカルを産生しやすい性質を持っており、魚油または EPA や DHA を用

いた、いつくかの研究で血中や肝臓中で過酸化脂質値が増加することが報告されている
75,88,89)。また、Tsuduki らは、老化促進マウス(SAMP8)に長期間魚油を摂取させると酸化スト

レスが亢進して細胞機能化が低下し組織の機能不全を引き起こすことで、老化が促進され、

寿命が短くなると報告した 90)。しかし、本実験において、血漿中の過酸化脂質値の指標で

ある TBARS 値は、魚油摂取による増加はみられず、むしろ 20FO 群では SO 群と比較し減

尐した。酸化ストレス度の指標である血漿中 d-ROMs 値も実験食での飼育開始後、どの段

階でも群間で大きな差はみられなかった。魚油摂取によって、体内の酸化ストレスが亢進す

るという報告がある一方で、食餌への EPA や DHA の添加は、抗酸化酵素である superoxide 

dismutase (SOD)や catalase (CAT)の活性化を亢進させることや 90,92)、フリーラジカルによる

ダメージから細胞を保護することで過酸化脂質生成を減尐させるという報告もある 78,79,93)。

さらに、EPA や DHA の量が多い場合には過酸化脂質量が増加するが、尐ない場合には増加

しないという報告もある 77)。本実験では、血漿中の TBARS 値や酸化ストレス度が魚油の摂

取量に関わらず増加しなかったことから、魚油の摂取量が脂肪エネルギー比率 1～20%にお

いては、血中の過酸化脂質産生や酸化ストレスに影響を与えないと考えられる。その理由と

して、魚油の摂取量が尐ないことや魚油摂取によって抗酸化酵素活性が増加した可能性が示

唆されるが、今後、その詳細について検討する必要がある。 

コレステロールや低用量の魚油が、肝臓中の脂質代謝に関連する遺伝子発現に与える影響

を調べた結果、コレステロール合成に関連する HMG-CoA 還元酵素 mRNA レベルは、転写

因子の SREBP-2 とともに、コレステロール負荷により減尐する傾向がみられた。これは、

コレステロール摂取時に体内のコレステロール値を減尐させ、体内コレステロールの恒常性

を維持する機構が働いたためだと考えられる。脂肪酸合成に関連する FAS および SCD-1 

mRNA レベルは、魚油のエネルギー比率が 1%あるいは 2%の群では、サフラワー油群と大

きな差はみられなかった。また、脂肪酸酸化に関連する AOX および UCP-2 mRNA レベル
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も低用量の場合は魚油摂取による大きな影響はみられなかった。一方、魚油のエネルギー比

率が 20%の群では、第 1 章と同様にコレステロールの有無に関わらず脂肪酸合成系遺伝子

発現は減尐し、酸化系の遺伝発現は有意に亢進した。以上の結果から、食餌中の魚油の量が

エネルギー比率で 1%または 2%と低い場合は、肝臓の脂質代謝に関連する遺伝子発現には

大きな影響を与えないことが示唆された。 

本章では、コレステロール食による肝臓への脂質蓄積や酸化ストレスに対する低用量の魚

油の作用を検討した。その結果、脂肪エネルギー比率 2%では肝臓の脂質蓄積抑制作用を認

めたが、脂肪エネルギー比率 1%では十分ではないことを示唆した。また、酸化ストレス度

の検討から、魚油の摂取エネルギー比率が 2～20%の範囲では、生体内の酸化ストレスの上

昇による有害作用を受けずに、脂質代謝改善に有効な効果が得られることを示した。 
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総 括 

 

本研究では、コレステロールの食毒性である高コレステロール食の摂取による肝臓への脂

質蓄積に対する魚油の作用について検討した。実験動物は、脂質代謝に対する応答性が高い

C57BL/6J マウスを用いた。第 1 章では、高コレステロール食による肝臓脂質蓄積に及ぼす

高用量の魚油の影響について、肝臓における脂質代謝を中心に調べた。第 2 章では、高コレ

ステロール食による肝臓への脂質蓄積に対する低用量の魚油の影響を肝臓と小腸において

調べた。第 3 章では、さらに低用量の魚油が高コレステロールによる肝臓脂質蓄積に対する

影響に加え、魚油の食毒性と考えられる生体内での酸化ストレスに与える影響を調べた。 

 

本研究の結果から、C57BL/6J マウスに高コレステロール食を 8 週間与えると、肝臓に多

量に脂質が蓄積するが、脂肪エネルギー比率 20%あるいは 50%の高用量の魚油のみならず、

2%エネルギーと低用量の魚油摂取でも、コレステロールの有害作用のひとつである肝臓へ

の脂質蓄積を抑制できることを明らかにした。 

 脂肪エネルギー比率 20%または 50%の魚油摂取では、肝臓における脂肪酸合成関連遺伝

子である FAS および SCD-1 mRNA レベルは減尐した。一方、脂肪酸酸化関連遺伝子である

AOX および UCP-2 mRNA レベルは高用量魚油摂取で増加した。また、コレステロール合成

に関連するHMG-CoA還元酵素および胆管へのコレステロール排泄に関連するABCG5およ

び G8 の mRNA レベルも高用量魚油摂取によって変化がみられ、コレステロール合成関連

遺伝子は減尐し、排泄関連遺伝子は増加した。これらの結果から、高用量の魚油は脂肪酸お

よびコレステロールの合成を抑制するとともに、脂肪酸酸化や胆汁中へのコレステロールの

排泄を亢進することで肝臓中の脂質を減尐させると考えられる。 

脂肪源をサフラワー油とした場合は、コレステロール負荷により、SREBPs 標的遺伝子の

発現は減尐した。脂肪源が魚油の場合はコレステロールを負荷により、SREBPs の標的遺伝

子がさらに減尐し、肝臓への脂肪蓄積を抑制された。食餌にコレステロールを負荷すると、

細胞内コレステロール濃度が上昇し、SREBPs が負のフィードバック制御を受け、その標的

遺伝子の発現とともに減尐し、脂質合成が減尐すると考えられるが、魚油とコレステロール

を同時に摂取した場合には、SREBPs の負のフィードバック制御に加え、魚油による脂質代

謝調節作用がはたらき、体内の脂質を減尐させることが示唆された。 

 一方、脂肪エネルギー比が 2%と低用量の魚油では、FAS および SCD-1 mRNA レベルは

大きな変化はみられず、脂肪酸酸化関連遺伝子である AOX および UCP-2 mRNA レベルは、

魚油摂取によって増加した。以上の結果から、魚油の用量が多い場合は、脂肪酸の合成抑制

と異化亢進が組み合わさって作用するが、魚油の用量が尐ない場合は、おもに脂肪酸の異化

を亢進することによって肝臓への脂質蓄積に対する抑制効果が示されると考えられる。本実

験では、肝臓中の AOX 遺伝子発現が増加したことから、特に、ペルオキシソームでの β 酸
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化が亢進されたことが示唆されたが、魚油摂取によって、ペルオキシソームでの β 酸化に

加え、ミトコンドリアでの β 酸化が亢進するという報告があり 94,95)、また、第 1 章でも魚油

摂取によって、脂肪酸のミトコンドリアへの取り込みを制御している CPT-1 遺伝子発現が

増加していたことからもミトコンドリアでの β 酸化が亢進した可能性も考えられる。また、

ヒトとマウスではペルオキシソームとミトコンドリアでの β 酸化の寄与率が異なることか

ら、魚油の作用をヒトの健康づくりに応用するためには、この点を考慮する必要がある。ま

た、魚油摂取によって、糞中のコレステロール排泄が増加したことから、そのことも高コレ

ステロール食による肝臓への脂質蓄積抑制効果の一因となっていることが考えられた。 

魚油摂取による生体内の酸化ストレスは、低用量のみならず脂肪エネルギー比 20%の高

用量の場合でも増加しなかったことから、脂肪エネルギー比率が 2～20%の範囲では、生体

内の酸化ストレスに影響を与えずに脂質代謝改善に有効な効果が得られることが示された。 

本研究の結果から、日常の食事において積極的に魚油を摂取することは、現在世界的に問

題となっている脂肪肝の予防に有効であることを示した。特に、コレステロールの過剰摂取

によって生じる脂肪肝を予防するために、魚油摂取が効果的であることを明らかにした。ま

た、日常的に摂取可能な量の魚油摂取でも、肝臓脂質蓄積が抑制されることが明らかとなっ

たことから、本研究の成果は通常の食事からの魚の摂取で、十分に脂肪肝の予防が可能であ

ることを示すエビデンスになりうるものと考える。 
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実験の部 

 

 

実験動物および飼育条件 

 

実験動物は 8 週齢 C57BL/6 雌マウス((株)東京実験動物)を用いた。飼育は、12 時間ごとの

明暗サイクル(明期 7:00-19:00)、室温 23±2℃、湿度 55±10%の環境下、城西大学生命科学研

究センターで行った。食餌、飲料水は自由摂取とし、毎日 10:00 に飼料亣換を行い、残量か

ら摂食量を算出した。実験食開始前の 1 週間は検疫期間を含む予備飼育とし、その後実験食

により飼育した。 

なお、本研究は科学的観点、動物愛護及び環境保全の観点に並び動物実験等を行う教員・

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。 

 

 

解剖 

 

飼育終了後の解剖は 3 時間絶食させた後、ペントバルビタールナトリウム注射液((株)大日

本住友製薬)を腹腔内注射することで麻酔を施し、小動物実験用 X 線 CT 装置(La theta 

LCT100、(株)アロカ)を用い、第二腰椎から第四腰椎までを 2mm 間隔で測定し内臓脂肪およ

び皮下脂肪を測定した。体重測定後、尾先から採血し、血糖測定機器(アセンシア ブリーズ、

(株)バイエル メディカル)により、血糖値を測定した。開腹した後、下大静脈より採血し、

肝臓を摘出するとともに、子宮周囲白色脂肪組織および肩甲骨周囲褐色脂肪組織、空腸およ

び回腸を摘出して各々の重量を測定した。また、摘出した肝臓は、肝臓の状態を観察するた

め、デジタルカメラでその形態を撮影した。摘出した肝臓の一部は、10%中性緩衝ホルマリ

ン液((株)和光純薬工業)で固定し、(株)江東微生物研究所に Hematoxylin eosin 染色を依頼し、

病理組織学的検討を行った。摘出した小腸は、上部 3cm を十二指腸とし、残りを 2 等分し

て、前半を空腸、後半を回腸として分け、本実験では空腸部分を使用した。EDTA-2Na で採

取した血液は遠心(4℃、3000rpm、10 分間)処理により血漿を分離し、解析時まで－80℃で

冷凍保存した。摘出した臓器は液体窒素で凍結後、-80℃で冷凍保存した。 
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実験飼料 

 

実験試料の原材料であるカゼイン、シュクロース、β スターチ、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-シスチン、t-ブチルヒドロキノン、コレステロールは(株)和光純薬工業から購

入した。サフラワー油は、(株)紅花食品から購入し、魚油は(株)日油から提供されたマグロ

由来の魚油を用いた。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

試料を調製した。また、各実験で使用した油脂の脂肪酸組成は Table 11 に示した。 

 

Table 11. Fatty acid composition　(%)

SO 1FO 2FO 20FO, 50FO

14:0 - 0.15 0.3 3

16:0 4.4 5.09 5.78 18.2

16:1 0.2 0.4 0.6 4.2

18:0 2.1 2.24 2.38 4.9

18:1 77.5 74.57 71.63 18.8

18:2 14.2 13.56 12.91 1.3

18:3 0.4 0.42 0.44 0.8

20:4 0.5 0.58 0.65 2

20:5 - 0.34 0.68 6.8

22:6 - 1.14 2.28 22.8

other 0.7 1.525 2.35 17.2  

 

 

 

血中パラメータ測定 

 

 血漿トリグリセリド、総コレステロールおよびHDLコレステロール測定はトリグリセリ

ドE-テストワコー、コレステロールE-テストワコー、HDL-コレステロールE-テストワコー

((株)和光純薬工業)を用いた。チオバルビツール酸（TBA）反応陽性物質（TBARS）は、TBARS 

Assay Kit (Cayman Chemical)を用いた。 

 

 

肝臓中脂質抽出・測定 

 

13mL チューブに、0.1M KCL:メタノール(1:2.5)混液を 1.75mL 分注し、肝臓組織を約 0.1g

入れ、ホモジナイズした。そこにクロロホルムを 1.375mL 加え撹拌し、さらに 0.1M KCL:

メタノール(1:2.5)混液を 0.75mL加え撹拌後、室温で 3 時間静置した。その後、遠心分離(4℃、
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3000rpm、15 分間)し、下層をスピッツ管に回収した。残った上層に再び、0.1M KCL:メタノ

ール(1:2.5)混液を 0.875mL、クロロホルム 1.425mL 加え、良く撹拌した後 10 分間室温で静

置した。その後、遠心分離(4℃、3000rpm、15 分間)し、下層を先ほどのスピッツ管に回収

した。このスピッツ管に超純水を 0.25mL 加え、良く撹拌し、エマルジョン状態にした。10

分間の室温静置後、遠心分離(4℃、3000rpm、15 分間)し、下層を褐色瓶に回収し、これを

肝臓脂質抽出液とし、冷暗条件下で保存した。 

肝臓トリグリセリドおよび総コレステロール値の測定は、マイクロチューブに肝臓脂質抽

出液を 0.05mL 分注し、蒸発乾固させた後、t-ブチルアルコール：トライトン X-100：メタ

ノール混液(3:1:1)を 0.05mL 加え、良く撹拌したものを試料とし、血中脂質と同様に、トリ

グリセリドE-テストワコーおよびコレステロールE-テストワコー((株)和光純薬工業)を用い

た。 

 

 

肝臓および空腸の mRNA 量の測定 

 

RNA 抽出 

13mL チューブに Trizol (Invitrogen Co.)液を 1mL 分注し、肝臓組織約 0.05g あるいは空腸

組織 0.1g を加え、ホモジナイズした。そのホモジネイトを室温で 5 分間静置した後、マイ

クロチューブに全量移し、クロロルムを 200μL 加え、撹拌後に遠心(4℃、15000rpm、15 分

間)した。上清を新しいマイクロチューブに移し、イソプロパノールを 650μL 加え、撹拌後

に遠心(4℃、15000rpm、15 分間)した。上清を除き、RNA ペレットを室温でドライアップし、

DEPC(Diethylpyrocarbonate)処理水を 50μL 加え-80℃で保存した。 

 

Quantitative Real-time PCR 

  Quantitative Real-time PCR 測定は、ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems Co.)を用いて行い、50℃、30 min、1 cycle、95℃、15 min、1 cycle、94℃、15 sec

、55℃、30 sec、72℃、1 min、40 cycle の条件で増幅を行った。プライマーは Table 12 に示

したセットを用いた。また、ハウスキーピング遺伝子である glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)を内部標準として使用した。 
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Table 12. Primer for RT-PCR amplification of indicated genes 

Gene Forward primer(5'-3') Reverse primer(5'-3')

SREBP-1c GGAGCCATGGATTGCACATT GGCCCGGGAAGTCACTGT

SREBP-2 GCGTTCTGGAGACCATGGA ACAAAGTTGCTCTGAAAACAAATCA

Insig-1 TCACAGTGACTGAGCTTCAGCA TCATCTTCATCACACCCAGGAC

FAS TCACCACTGTGGGCTCTGCAGAGAAGCGAG TGTCATTGGCCTCCTCAAAAAGGGCGTCCA

SCD-1 CCGGAGACCCCTTAGATCGA TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC

HMG-CoA Reductase CTTGTGGAATGCCTTGTGATTG AGCCGAAGCAGCACATGAT

LDL-Receptor AGGCTGTGGGCTCCATAGG TGCGGTCCAGGGTCATCT

ABCG5 TCTCCGCGTCCAGAACAAC CATTGAGCATGCCGGTGTAT

ABCG8 CCCTCCGATTGCTTCTTTCAG CTGAGAAATGCCCCCAGATAAA

PPARα GTGGCTGCTATAATTTGCTGTG GAAGGTGTCATCTGGATGGTT

AOX TCAACAGCCCAACTGTGACTTCCATTA TCAGGTAGCCATTATCCATCTCTTCA

UCP-2 GTTCCTCTGTCTCGTCTTGC GGCCTTGAAACCAACCA

CPT-1 CCAGGCTACAGTGGGACATT GAACTTGCCCATGTCCTTGT

CYP7A1 CTGTGTTCACTTTCTGAAGCCATG CCCAGGCATTGCTCTTTGAT

CYP8B1 TTCGACTTCAAGCTGGTCGA CAAAGCCCCAGCGCCT

ABCA1 ACCAGCTTCCATCCTCCTTG GGCCACATCCACAACTGTCT

NPC1L1 ATCCTCATCCTGGGCTTTGC GCAAGGTGATCAGGAGGTTGA

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT  

 

 

Western Blotting 

 

Shengらの方法に従って96)、肝臓から膜タンパク質を抽出し、SDS-PAGEを行った。SCD-1

タンパク質は、ヤギ抗SCD-1抗体(S-15,SANTA CRUZ)を一次抗体として、HRP標識抗ヤギIgG

抗体を二次抗体として用い、CPT-1タンパク質は、ラビット抗CPT-1(H-20,SANTA CRUZ) を

一次抗体として、HRP標識抗ラビットIgG抗体を二次抗体として用いWestern Blottingを行っ

た。 

 

 

血漿中酸化ストレス度の測定 

 

 酸化ストレス度は、d-ROMs(Reactive Oxygen Metabolites)キットを用いて、血中のヒドロ

キシペルオキシド値を指標として測定した。実験食を与える直前、実験食開始 1 週間後、4

週間後、8 週間後に、それぞれマウスの尾静脈から血液をヘパリンで採取し、遠心(4℃、

3000rpm、10 分間)処理により血漿を得た。得られた血漿は、d-ROMs テストキットを用いて、

フリーラジカル解析装置(FREE : Free Radical Elective Evaluator )にて測定した。 
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統計処理 

 

数値は全て平均値±標準偏差にて表した。統計解析には、statview5.0 を用い、一元配置分

散分析(ANOVA)を行った。Fisher’s protected least significant difference (PLSD)test で比較検定

を行い、有意水準は P<0.05 とした。 
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