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は　し　が　き

　食品中の成分が生体に対して多彩な生理作用を有し、その機能調節を行うことが、

近年の研究から明らかになってきた。中でも脂肪酸は、単なるエネルギーの貯蔵では

なく、個々の脂肪酸によってその生理作用が異なっている。アラキドン酸、エイコサ

ペンタエン酸、ドコサヘキサエン酸などはその生理作用が広く知られている。一方、

オレイン酸はこれまで生理機能への積極的な関与が証明されていなかったが、エネル

ギー代謝の調節や、神経・免疫系などできわめて重要な働きをすることが次第に明ら

かとなってきた。

　本研究代表者らはこれまでに、抗高脂血症薬であるクロフィブラートが月刊蔵におい

て△9不飽和化酵素を誘導することを明らかにしてきた。本研究では、この薬物が、

ホルモンであるインスリンやデヒドロエピアンドロステロンと、あるいは、グルコー

スやフルクトースなどの糖類とどのようなクロストークをして、オレイン酸の生合成

を調節しているかについて明らかにするとともに、一連のオレイン酸合成酵素がそれ

ぞれどのように調節されるかを解明することを試みた。本研究の結果から、クロフィ

ブラートなどの薬物は脂肪酸代謝を変動させるが、生理状態によってその影響が異な

ること、オレイン酸合成に関与する酵素は多様な調節を受けることなどが明らかと

なった。これらの知見は、オレイン酸合成には多彩な調節機構があり、これをうまく

制御すれば、薬物によってエネルギー代謝などの種々の生理機能を制御できる可能性

を示すものである。本研究に対する文部省からの科学研究補助金の交付に対して深く

感謝する次第である。
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Abbreviations：

The　fatty　acids　are　designated　by　the　number　of　carbon　atoms　and　double　bonds；

　16：0，　palmitic　acid1

16：1（n－7），　palmitoleic　acids

　18二〇　stearic　acid’
　　　　p　VVVMtiAV　VVV“4W）

　18：1（n－9），　oleic　acids

　18：1（n－7），　vaccenic　acid．

1－acly－GPC，　1一一aclyglycerophosphocholines

clofibric　acid，　2一（P－chlorophenoxy）一2－methylpropionic　acid；

PCE，　palmitoyl－CoA　chain　elongation3

POCE，　paimitoleoyl－CoA　chain　elongaiton3

PPARct，　peroxisome　proliferator－activated　receptor　or　；

SCD，　stearoyl－CoA　desaturase．
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ABSTRACT
　　　　’

　　　Regulation　of　palmitoyl－CoA　chain　elongation　（PCE）　and　its　contribution　to　oleic

acid　formation　was　investigated　in　rat　liver　in　comparison　with　stearoyl・一CoA　desaturase

（SCD）．　Hepatic　PCE　activity　was　induced　by　the　administration　of　200／e　wt／vol　glucose

or　fructose　for　drinking　in　normal　rats．　ln　streptozotocin－induced　diabetic　rats，　the

activities　of　both　PCE　and　SCD　were　suppressed　and　fructose，　but　not　glucose　feeding

caused　an　increase　in　the　activity　of　both　enzymes．　Treatment　of　normal　rats　with

clofibric　acid　in　combination　with　carbohydrate　further　increased　PCE　but　not　S　CD

activity．　Fatty　acid　analysis　of　hepatic　lipids　revealed　that　oleic　acid　（18：1（n－9））

proponion　was　increased　upon　carbohydrate　administration　or　clofibric　acid．　The

treatment　of　rats　with　clofibric　acid　in　combination　with　carbohydrate　greatly　increased

18：1（n－9）　proportion．　Significant　correlation　was　observed　between　PCE　activity　and

hepatic　proportion　of　18：1（n－9）（r2＝0。874，1）〈0，01），　while　the　relationship　between　SCD

activity　and　18：1（n－9）　proportion　was　not　significant　（T2＝＝O．552，　P＞O．05）．　Taken　together，

carbohydrate　induces　PCE　activity　as　well　as　S　CD　to　increase　hepatic　18：1　content　in

rat　liver，　and　the　increased　PCE　activity　seems　to　be　responsible　for　the　further　increase

in　18：1（n－9）　when　administered　with　carbohydrate　in　combination　with　clofibric　acid．
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gNTRoDwcTgoN
　　　　墜

　　　Biosynthesis　of　fatty　acids　plays　an　important　role　in　both　storing　energy　and

providing　the　components　of　biomembranes　in　mammalian　liver．　Maj　or　parts　of　fatty

acids　are　C　16一一C18　saturated　and　monounsaturated　fatty　acids　that　are　initially

synthesized　de　novo　by　fatty　acid　synthase　using　acetyl－CoA　and　malonyl－CoA．

However，　the　end　product　of　fatty　acid　synthase　usually　palmitic　acid　（16：0），　and　further

desaturation　and　chain　elongation　are　required　to　synthesize　maj　or　C　16－18　fatty　acids

such　as　stearic　acid　（18：0），　palmitoleic　acid　（16：1（R－7）），　oleic　acid　（18：1（n－9））　and

vaccenic　acid　（18：1（n－7））　（1，　2）．　Stearoyl－CoA　desaturase　（SCD）　was　identified　as　an

enzyme　responsible　for　desaturation　ef　both　16：0　and　18：0　to　form　16：1（n－7）　and

18：1（n－9），　respectively　in　1986　（3）．　lt　is　known　that　S　CD　activity　is　greatly　enhanced　in

response　to　feeding　a　fat－free　diet，　re－feeding　after　fasting　and　insulin，　whereas　it　is

suppressed　by　feeding　polyunsaturated　fatty　acid　or　starvation　（4－6）．　Recent　progress

has　revealed　molecular　mechanisms　responsible　for　the　regulation　of　SCD　（7－9）．　By

contrast　to　S　CD，　information　on　fatty　acid　chain　elongation　has　been　limited　although

several　1ines　of　indirect　evidence　have　suggested　that　endoplasmic　reticulum　contains　at

Ieast　three　different　eRzymes　catalyzing　elongation　of　fatty　acids　（1，　10－13）．　Among

them，　palmitoy1－CoA　chain　elongation（PCE）that　catalyzes　stearic　acid（18二〇）

formation　from　palmitic　acid　（16：0）　was　regulated　by　re－feeding　after　fasting，　insulin

and　PUFA　（le，　11，　14－16）．　In　addition，　various　xenobiotics　such　as　clofibric　acid　and

diethylhexylphthalate　induced　the　activities　ofboth　S　CD　and　P　CE　（10，　11，　17，　18）

although　the　mechanism　ofthe　induction　has　not　been　clarified　yet．　These　observations

suggest　PCE　is　regulated　by　the　mechanism　similar　to　S　CD．　At　the　same　time，　it　raised　a

question　of　how　these　enzymes　individually　contribute　to　18：1（n－9）　formatioR．　To
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answer　the　question，　in　the　present　work，　we　studied　whether　administration　of

　　　審

carbohydrate　increases　PCE　activity　in　rat　liver　in　combination　with　clofibric　acid　and

relative　contribution　ofPCE　and　SCD　to　18：1（n－9）　formation．　Physiological

significance　of　PCE　in　18：i（n－9）　formation　in　the　liver　is　discussed．
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MATE］gieeALS　AND　IMIwrHODS
　　　｝

MateR’iaRs　Stearoyl－CoA，　palmitoyl－CoA，　malonyl－CoA，2一一（P－chlorophenoxy）一

2－methylpropionic　acid　（clofibric　acid）　and　B　SA　were　purchased　from　Sigma　（St．　Louis，

MO）．　Triheptadecanoin　and　methyheptadecanoate　were　from　Nu－Chek　Prep　lnc．

（Elysian，　MN）；　1－acylglycerophosphocholine　（1－acyl－GPC，　from　egg

phosphatidylcholine）　were　from　Avanti　Polar　Lipids，　lnc．　（Alabaster，　AL）s　NADH，

NAD　and　CoA　were　from　Oriental　Yeast　Co．　（Tokyo，　Japan）s　［2－i4C］malonyl－CoA　was

from　Moravel〈　Biochemicals　lnc．　（Brea，　CA）；　［1－i4C］16：e　was　from　American

Radiolabeled　Chemicals　lnc．　（　St．　Louis，　MO）；　horse　radish　peroxidase　was　from

Boeringher－Mannheim　（Germany）．　All　other　chemicals　used　were　of　analytical　grade．

AitRgxsrelis　Male　Wistar　rats　aged　s　weeks　were　purchased　from　SLC（Hamamatsu，

Japan）．　After　acclimatization　for　1　week，　some　rats　were　given　drinking　water

containing　200／o　wt／vol　glucose　or　fructose　for　2－7　days．　ln　a　separate　experiment，　rats

were　given　drinking　water　containing　20e／o　wt／vol　glucose　or　fructose　for　4　days．　During

the　administration　with　glucose　or　fructose，　half　of　each　group　was　subcutaneously

inj　ected　with　clofibric　acid　at　a　dose　of　100　mg／kg　body　weight　twice　a　day　for　4　days．

Male　Wistar　rats　of　4　weeks　old　were　intravenously　inj　ected　with　streptozotocin

dissolved　in　citrate　buflrer　（pH　4．5）　at　a　dose　of　60　mg／kg　body　weight．　Three　weeks

after　streptozotocin　injection，　these　rats　were　fed　a　fat－free　diet　（modified　AIN93M　of

which　carbohydrate　and　oil　were　substituted　by　glucose　or倉uctose）fbr　4　days．　Blood

samples　were　collected　under　light　ether　anesthesia　and　then　rats　were　killed　by

decapitation．　Livers　were　quickiy　excised，　perfused　with　ice－cold　O．90／o　wt／vol　NaCl　and
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rinsed　in　O．25　M　sucrose／1　mM　EDTA／10　mM　Tris一一HCI　（pH　7．4）．　Then　livers　were

　　　　塵

homogenized　with　4　volumes　ofthe　same　soiution　in　a　Potter　glass－Tefion　homogenizer．

An　aliquot　of　the　homegenates　was　frozen　in　liquid　nitrogen　and　stored　at　一800C　for

lipid　analysis　and　assay　of　peroxisomal　B－oxidation．　The　other　part　of　homogenates

were　centrifuged　at　18000　x　g　for　20　min，　the　supernatant　was　recentrifuged　under　the

same　conditions．　The　resulting　supernatant　was　centrifuged　at　105000　x　g　for　60　min．

The　pellet　was　resuspended　in　O．25　M　sucrose　／O．1　mM　EDTA／10　mM　Tris－HCI　（pH

7．4）　and　recentrifuged　under　the　same　condition．　The　resulting　pellet　（microsomes）　was

resuspended　in　a　small　volume　of　O．25　M　sucrose／O．1　imh4　EDTA／10　inkl　Tris－HCI　（pE｛

7．4）　and　used　as　an　enzyme　source．　All　the　operations　mentioned　above　were　carried　out

at　O－40C．　Protein　concentrations　were　determined　by　the　method　ofLowry　et　al．　（19）

using　B　SA　as　a　standard．

Eitzyitae　assays　Acyl－CoA　oxidase　was　assayed　by　measuring　palmitoyl－CoA

dependent　H202　production　according　to　the　method　of　Small　et　al．　（20），　employing

homogenates　as　an　enzyme　source．　Briefly，　1　mL　ofthe　reaction　mixture　contained　50

nmol　leuco－dichlorofiuorescein，　O．2　mg　horse　radish　peroxidase，　4　ptmol　aminotriazole，

50　nmol　p　almitoyl－CoA，　O．02e／o　Triton　X－100，　20　mM　potassium　pho　sphate　buffer　（pH

7．4）　and　20　FLg　protein　of　liver　homogenates．　After　preincubation　in　the　absence　of

palmitoyl－CoA　at　300C，　the　reaction　was　started　by　adding　50　nmol　palmitoyl－CoA　and

the　change　in　the　absorbance　at　502　nm　was　monitored．　The　activity　was　calculated

assuming　absorption　coefficient　for　leuco－dichlorofiuorescein　is　1．42　x　105　M－icm－i．

　　　SCD　activity　was　assayed　spectrophotometrically　by　the　method　of　Oshino　et　al．

（21）　as　the　stearoyl－CoA　stimulated　re－oxidation　ofNADH－reduced　cytochrome　bs．　The
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垂

rate　of　cytochrome　bs　oxidation　was　measured　by　recording　the　changes　in　absorbance

　　　　，

between　424　and　409　nm　at　300C．　The　initial　incubation　mixture　contains　1．2　mg

microsomal　protein　and　100　iniN（｛　Tris－HCI　（pH　7．4）．　Cytochrome　bs　was　reduced　by

adding　2　nmol　NADH　and　the　re－oxidation　was　recorded．　When　the　re－oxidation　was

completed，　20　nmol　stearoyl－CoA　was　added，　and　cytochrome　bs　was　reduced　again　by

2　nmol　ofNADH．　The　first　order　rate　constant　for　the　re－oxidation　ofNADH一一reduced

cytochrome　bs　was　calculated　as　described　by　Oshino　and　S　ato　（22）．　The　rate　constant

for　the　re－oxidation　of　cytochrome　bs　was　measured　in　the　presence　（k）　and　in　the

absence（k一）of　stearoy1－CoA；the　rate　constant　fbr　SCD　was　given　byん＋＝＝k－k（11，23）．

Microsomal　activities　ofNADH一一cytochrome　c　reductase，　NADH－ferricyanide　reductase，

and　the　content　of　cytochrome　bs　were　determined　as　described　previously　（24）．

　　　Fatty　acid　chain　elengation　was　assayed　as　previously　described　（14）．　IRcubation

mixture　contained　15　nmol　palmitoyl－CoA，　100　nmol　［2－i‘C］malonyl一一CoA，　O．5　Ltmol

NADH，　O．5　ymol　NADPH，　O．S　Ftmol　1〈CN　and　250－500　LLg　microsomal　pretein　in　O．5

ml　of　l　OO　mM　Tris－HCI　buffer　（pH　7．4）．　The　mixture　was　incubated　at　37　OC　for　4　min

under　nitrogen．　The　incubation　mixture　without　palmitoyl－CoA　was　run　simultaneously．

After　stopping　the　enzymatic　reaction　by　the　addition　of　1　mi．　of　l　OO／o　KOH7900／o

methanol，　the　mixture　was　heated　at　80　OC　for　30　min　under　nitrogen　and　then　acidified

by　adding　2　mL　of　6　M　HCI，　Fatty　acids　were　extracted　with　3　mL　ofn－hexane　four

times．　The　combined　n－hexane　extract　was　washed　with　4　mL　of　acidic　water
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7

transferred　to　a　counting　vial，　and　taken　to　dryness．　The　remaining　fatty　acids　were

dissolved　in　toluene　sointillator　and　the　radioactivity　was　measured　by　a　liquid

scintillation　counter．

　　　　1－Acylglycerophosphocholine　（1一一acly－GPC）　acyltransferase　was　assayed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　轟
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essentially　according　to　Lands　and　Heart　（25）．　The　reaction　mixture　contained　20－30

　　　　膨

nmol　oleoyl－CoA，　150　nmol　1－acyl一一GPC，　1　ptmol　DT］Nl13，　and　50－75　ug　microsomai

proteinin　a　final　volume　of　1　ml　of　l　OO　mM　Tris－HCI　buffer　（pH　7．4）．　After

preincubation　in　the　absence　of　oleoyl－CoA　at　30　OC，　the　incubatioR　was　initiated　by

adding　eleoyl－CoA　and　the　increase　in　the　absorbance　at　412　nm　was　monitored．　The

value　deterrnined　in　the　absence　of　1－acyl－GPC　was　subtracted　as　a　background　to

provide　a　net　acyl　transfer　rate．

　　　Acyl－CoA　synthetase　was　assayed　using　［i4C］palmitic　acid　as　a　substrate　according

to　Tanaka，　et　al．　（26）．

Ass盆y　fb璽4　b震ood　g璽脳cose麟d亘職s麟it

Serum　levels　of　glucose　and　insulin　were　determined　using　Glucose一一test　Wako　（Wako

Pure　Chemicals　lnc，　Osaka，　Japan）　and　Rat　insulin　ELISA　kit　（Mercodia，　Uppsala，

Sweden），　respectively．

Lipidi‘kitafiyses　Total　lipids　were　extracted　from　liver　homogenates　by　the　method

ofBligh　and　Dyer　（27）．　For　quantification　of　fatty　acids，　a　known　amount　of

triheptadecanoin　was　added　to　the　homogenates　as　an　internal　standard．　After　solvent

was　evaporated，　total　lipids　were　added　with　1　mL　10e／o　KOH／900／o　methanol　and　then

heated　at　80　OC　for　60　min　for　saponification．　Non－saponified　lipids　were　removed　by

the　extraction　three　times　with　3　ml　of　hexane．　After　the　addition　of　1　mL　6M　HCI．　free
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

fatty　acids　were　extraoted　three　times　with　3　ml　of　hexane．　The　extract　was　taken　to

dryness，　and　to　the　residue　was　added　methanolic　BF3　and　heated　at　100　OC　for　10　min．

Fatty　acid　methyl　esters　forfned　were　extracted　with　hexane　and　subj　ected　to　GLC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム
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analysis　（Simadzu　GC－14A，　equipped　with　a　flammable　ionization　detector　and

　　　　I

Supelcowax　10　（O．32　mm　ID　x　30　m））．

Statistics　Analysis　ofvariance　was　used　to　test　the　significance　of　differences

between　control　rats，　giucose一　or　fructose－administered　rats．　Where　differences　were

significant，　the　statistical　significance　between　any　two　means　were　determined　using

Sheffe’s　multiple　range　test．　Statistical　significance　between　clofibric　acid－treated　and

untreated　rats　was　analyzed　by　Student’s　1－test　or　Welch’s　test　after　F－test　for　two

means．

ム
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亙醗duct藍。瞼（》f？CE翻翻d　SCI》by　g盈腿cose　ascd簸弓uctose

　　　Administration　of　glucose　caused　a　significant　increase　in　PCE　activity　in　rat　liver．

It　was　required　at　least　four　days　to　reach　the　maximum　activity　（Fig．　1）．　Fructose

induced　PCE　as　was　observed　with　glucose．　There　was　no　significant　difference　in　the

potency　to　induce　PCE　between　glucose　and　fructose．　Next，　we　examined　whether

clofibric　acid，　a　known　drug　to　induce　P　CE　（11），　further　increase　PCE　activity　in　rats

administered　glucose　or　fructose．　Clofibric　acid　treatment　caused　a　significant　increase

in　PCE　activity　1．9，　1．8　and　1．4　times，　respectively，　over　untreated　control　in　normal，

glucose一，　and　fructose一一administered　rats　（Fig．　2A）．　The　administration　of　glucose　and

fructose　increased　hepatic　terminal　desaturase　activity　in　S　CD　system　4．2　and　4．8　times，

respectively　（Fig．　2B）．　Nevertheless，　clofibric　acid　did　not　cause　an　additional　increase

in　terminal　desaturase　activity　in　glucose一　or　fructose－administered　rats　（Fig．　2B）．　ln

other　components　of　S　CD　system，　NADH－ferricyanide　reductase　activity　and　the

content　of　cytochrome　bs　were　not　altered　by　carbohydrate　administration　or　clofibric

acid　treatment　while　NADH－cytochrome　c　reductase　activity　was　reduced　by　clofibric

acid　in　both　normal　and　carbohydrate－administered　rats　（data　not　shown）．

　　　Clofibric　acid　is　known　as　a　peroxisome　proliferator　and　causes　the　induction　of

both　acyl－CoA　oxidase　and　acyl－CoA　synthetase　via　peroxisome　proliferator－activated

receptor　ct　（PPARct）　activation　（28）．　The　drug　also　induces　1－acyl－GPC　acyltransferases

the　induction　was　positively　correlated　to　peroxisomal　Bh－oxidation　or　acyl－CoA　oxidase

activity　（29）．　Glucose　or　fructose　administration　did　not　significantly　affect　the　activities

of　these　enzymes　（Table　1）．　ln　addition，　clofibric　acid－induced　activities　ofthese　three

enzymes　were　not　different　between　control，　glucose一　and　fructose－administered　rats

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム
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（Table　1）．

　　　I

　　　In　streptozotocin－induced　diabetic　rats，　the　activities　ofboth　PCE　and　SCD　were

reduced　by　70　O／o　（Fig．　3）．　ln　diabetic　rats，　fructose　feeding　increased　the　activities　of

both　PCE　and　S　CD，　while　glucose　feeding　did　not　change　the　activities　（Fig．　3）．

Ef艶cts　of　do簸br蓋。　acid　o蹴se職m盈eveRs　of蓋nsu量in　astd　g盈髄cose　　Serum　levels　of

glucose　were　not　significantly　different　between　control，　glucose一　and

fructose－administered　normal　rats　（153．2　±　12．0，　173．7　±14．0　and　144．9　±　3．5　mg／dL，

respectively）．　Clofibric　acid　treatment　did　not　altered　serum　glucose　level　in　control　and

glucose－administered　rats　（146．4　±　5．5　and　169．5　±　6．8　mg／dL，　respectively），　and

slightly　increased　it　in　fructose－administered　rats　（152．3　±　4．2　mg／dL）．　ln　diabetic

groups，　seiMm　levels　of　glucose　in　control，　glucose一　and　fructose－fed　rats　were　497．2　±

22．9，　657．5　±　97．5　and　750．6　±　i　45．9　mg／dL，　respectively．　There　was　no　significant

difference　in　serum　insulin　level　between　six　experimental　groups　（average　value　of　all

rats　was　O．785　＋　O．456　ng／mL）．　ln　all　diabetic　rats，　serum　insulin　level　was　below　the

detection　limit　（O．07　ng／mL）．

Effects　of　gRucose　aRd　fructose　admiRistration　and　cgofibric　ftcid　treatment　eR　She

cewapositieR　ef　hepatie　fatty　acid　Fig．4shows　effects　of　carbohydrate

administration　in　combination　with　clofibric　acid　treatment　on　the　proportion　of

18：1（n－9）　in　liver　lipids．　The　amounts　of　total　fatty　acids　were　not　different　between　six

experimental　groups．　The　proportion　of　18：1（n一一9）　in　hepatic　lipids　of　clofibric

acid－treated　rats　was　1．7　times　higher　than　that　in　untreated　rats．　Glucose　and　fructose

administration　caused　1．9一　and　1．8－times　increase　in　18：1（n一一9），　respectively　（Fig．　4）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．k
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Treatment　with　clofibric　acid　of　glucose一　and　fructose－administered　rats　further

　　　　蓄

increased　18：1（n－9）　2．1　and　1．6　times，　respectively　（Fig．　4）．

　　　To　estimate　relative　contribution　of　S　CD　and　PCE　to　18：1（n－9）　formation，　linear

regression　analyses　were　performed　on　the　proportion　of　18：1（n－9）　vs．　the　activity　of

PCE　or　S　CD　in　the　liver　（Fig．　5）．　There　was　a　highly　significant　correlation　between

18：1（n－9）proportion　and　PCE　activity（ノ＝0．8743，、P〈0．01），　while　the　correlation

between　the　proportion　of　18：1（n一一9）　and　S　CD　activity　was　not　statistically　significant

（fr・2－o．s521i　P＞O．05）．
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　　　In　the　present　study，　we　demonstrated　that　both　glucose　and　fructose　induced　PCE　in

the　liver　of　rats　as　well　as　S　CD　（5）．　The　effects　ofthe　carbohydrates　were　not　mediated

by　insulin，　a　known　inducer　ofboth　PCE　and　SCD，　because　serum　insulin　level　was　not

altered　by　the　administration　of　carbohydrates　in　normal　and　diabetic　rats．　Differed　from

normal　rats，　only　fructose　but　not　glucose　could　increase　the　activities　of　PCE　and　SCD

in　diabetic　rats　（Fig．　3）．　Although　the　mechanism　by　which　fructose　induces　PCE　and

SCD　in　diabetic　animals　has　not　yet　clarified．　lt　is　plausible　that　intermediates　of

glycolytic　pathway　plays　a　pivotal　role　because　fructokinase　is　not　affected　while

glucokinase　was　greatly　depressed　in　diabetic　state　（30）．

Comp躍養so竈of眺e蓋xdasct蓋。賎betweeft　SC］D細d：PCE　　The　early　studies　showed

that　PCE　activity　concomitantly　increased　with　an　increase　in　S　CD　activity　by

administration　of　clofibric　acid　（11，　24，　31），　diethylhexylphthalate　（IO），　re－feeding　of

fat－free　diet　after　fasting　and　treatment　of　diab　etic　rats　with　insulin　（10，　11），　and，　on　the

contrary，　diabetic　state　and　starvation　reduced　the　activities　ofboth　S　CD　and　PCE　（5，　I　O，

15）．　These　findings　suggestthat　both　PCE　and　S　CD　are　regulated　by　the　similar

mechanisms．　Recent　studies　have　revealed　that　SCD　is　trasncriptionally　regulated　by

insulin，　carb　ohydrate　and　p　oiyunsaturated　fatty　acids　via　sterol　regulatory　element－

binding　protein　（7－9，　32）．　ln　contrastto　S　CD，　littie　attention　has　been　paid　to　the

regulation　of　PCE　except　for　the　early　studies　on　the　changes　in　the　activity　in　various

physiological　conditions　（10，　11，　15）．　More　recent　studies　showed　the　possibility　that

the　mRNA　expression　of　fatty　acid　chain　elongase　is　regulated　by　sterol　regulatory

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム
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eiement　binding　protein－1　（33，　34）．　Therefore，　there　is　a　possibility　that　the　induction　of

　　　，

PCE　by　carbohydrates　is　mediated　by　sterol　regulatory　eiement　binding　protein，

Induction　ofPCE　and　S　CD　by　carbohydrate　was　independent　of　PPARct　because

carbohydrate　did　not　induce　acyl－CoA　synthetase，　acyl－CoA　oxidase　and　1－acyl－GPC

acyltransferase　and　did　not　modify　the　induction　of　them　with　ciofibric　acid　（Table　1）．

　　　　Both　PCE　and　SCD　are　known　to　be　induced　by　peroxisome　proliferators，　such　as

clofibric　acid　and　diethylhexylphthalate　（10，　11，　24，　31）．　Peroxisome　proliferators

induce　various　enzymes　and　proteins　that　are　responsible　for　fatty　acid　transport　and

oxidation　by　transcriptional　activation　via　PPARct　binding　to　peroxi＄ome　proliferator

responsive　element　in　their　promoter　region　（27，　35）．　Treatment　of　mice　with　clofibrate

（ethyl　ester　of　clofibric　acid）　increased　mRNA　level　of　S　CD　only　2・一fold　（36），　which　was

far　less　than　the　increase　in　mRNA　levels　of　fatty　acid　oxidizing　enzymes　（28）．　lt　is，

therefore，　unclear　whether　clofibric　acid　induces　PCE　and　S　CD　by　direct　activation　of

PPARct　although　Miller　et　al．　found　PPRE－like　sequence　in　the　promoter　regien　of

mouse　SCD　1　（37）．　We　observed　that　clofibric　acid　did　not　further　increase　S　CD　activity

in　carbohydrate－administered　rats　（Fig．　2）．　lt　is　plausible　that　clofibric　acid　indirectly

induces　S　CD　by　altering　fatty　acid　metabolism．　Even　though　the　induction　by　clofibric

acid　is　dependent　on　PPARct，　physiological　significance　seems　to　be　low　compared　to

the　regulation　by　carbohydrate．　By　contrast　to　SCD，　PCE　was　additively　induced　by

clofibric　acid　and　carbohydrate．　The　question　whether　PPAR　directly　promote　PCE

expression　remains　to　be　elucidated．

RoRe　of　PCE　in　18：i（n－9）　fornaation　The　similarity　in　the　regulation　ofPCE　and

SCD　raised　a　question　of　which　enzyme　is　more　important　in　the　regulation　of　oleic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム
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formation．　Our　present　study　demonstrated　a　difference　in　the　induction　between　S　CD

　　　　，

and　PCE　upon　clofibric　acid　treatment　in　combination　with　carbohydrate．　Namely，

clofibric　acid　treatment　additionally　increased　PCE　activity　in　carbohydrate－treated　rats，

whereas　no　additional　increase　with　clofibric　acid　treatment　was　observed　in　S　CD

activity　（Figs．　2　and　3）．　These　results　imply　that　S　CD　and　PCE　differently　contribute　to

oleic　acid　formation　in　response　to　various　stimuli．　ln　fact，　hepatic　content　of　oleic　acid

was　significantly　increased　where　oniy　PCE　activity　was　increased　by　the　treatment　of

carb　ohydrate－administered　rats　with　clofibric　acid　（Table　3）．　Highly　significant

correlation　between　the　proportion　of　oleic　acid　and　PCE　activity（ノ＝O，8743，P＜0。01），

but　not　SCD　activity（ノ＝0．5521，P＞0．05）clearly　indicates　physiological　importance　of

PCE　in　oleic　acid　formation．　To　our　knowledge，　this　is　the　first　report　that　demonstrated

the　importance　ofPCE　in　comparison　with　S　CD　in　oleic　acid　formation．

　　　The　resent　study　indicates　that　carbohydrate　can　induce　not　only　S　CD　but　also　PCE

and　that　PCE　plays　a　crucial　role　in　the　changes　in　the　formation　of　18二1（n－9）．
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TABLE　g　Effects　of　Glucose，　Fructose　and　Clofibric　acid　on　the　Activites　of　Acyl－CoA　Synthetase，

　　　　　　　　Acyl－CoA　Oxidase　and　1－Acyl－GP　C　Acyltransferase　in　the　Liver　ofRats

Acyl－CoA　synthetase Acyl－CoA　oxidase 1－Acyl－GP　C　acyltransferase

Control

Control　＋　clofibric　acid

Glucose

Glucose　＋　clofibric　acid

Fructose

Fructose　＋　clofibric　acid

（nmol／min！mg　pretein）

73．9

143．8

87．5

147．5

65．5

128，8

6．2　ab

7．5　＊

9．5　b

113　＊

7．4　a＊

l15　“

（mnoYmin／mg　protein）

　4．58　＋　O．28　a

31．78　＋　3．98　“

　4．53　＋　O．66　a

31．10　＋　2．10　＊

　5．63　＋　OA3　b

29．10　＋　O．47　＊

（rmol／min／mg　protein）

　96．3　＋　　9．4

1842　＋　12．4　＊

100．0　＋　8．4

188．6　＋　11．5　＊

　86．0　＋　7．0

197．8　＋　16．9　＊

　Rat　s　were　given　20e／e　wt／vol　giucose　or　fructose　solution　for　drinking　for　4　days．　Haif　of　them　were

subcutanously　inj　ected　with　clofibric　acid　（lOO　mg／kg　body　weight）　twice　a　day．　Values　are　meaRs　±　SD　for

3－5　rats．　＊，　Significantly　different　from　clofibric　acid一一untreated　rats　（P　〈O．OOI）．　a’b，　Difference　between

control，　glucose一，　and　fructose－administered　rats　are　statistically　significant　without　a　common　superscript．　lf

no　superscript　appears，　differences　between　three　groups　are　not　statistically　significant．
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glieecose　tsitdi　frectose．　Mver　microsomes　were　prepared　from　the　rats　that　were　given　a

20　e／o　wt／vol　solution　of　glucose　（closed　circle）　or　ffuctose　（open　circle）　for　drinkiRg．

Values　are　means　±　SD　for　3一一8　rats．　＊，　Significantly　different　from　control　（P〈O．05）．
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］F貢geqre　2　　　E艶cts　of　g藍ucose　a取d　fr縦ctose　i賑co貰麺蓋）i狼at蓋on　w誌b　dofibric　acid　o翻

曲e舞。額v漏es　of　PCE鋤d　SC］D量般radive監　Rats　were　given　a　20％wt／vol　solution　of

glucose　or　fructose　for　drinking　for　four　days　with　（closed　bar）　or　without　（hatched　bar）

subcutaneous　inj　ection　of　clofibric　acid　twice　a　day　at　a　dose　of　100　mg　／kg　body

weight．　Values　are　means　±　SD　for　4－8　rats．　A，　PCE3　B，　S　CD．　a’b，　Differences　b　etween

contrel，　glucose一　and　fructose－administered　rats　are　statistically　significant　without　a

common　superscript　（P〈O．05）．　X’Y，　Differences　betweeft　control，　glucose一　and

fructose－administered　rats　with　clofibric　acid　treatment　are　statistically　significant

without　a　common　superscript（1）く0．05）．＊，＊＊，　Significantly　different　from　the　value　of

clofibric　acid－untreated　ra‡s（1）く0，05　and　1）＜Os　OO1，　respectively）．
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］F蓋gewe　3　E艶。建s　of　c蹴bo翫ydr蹴e　o虚he・act蓋v脆童es　of　PCE裂廟d　SCD貢m蝕e駈ver　of

sgxeptozotodim一叢簸d髄ced　d蚤油et蓋。　r説s。　Rats　were　intravenously　ir舜ected　with

streRtozotocin（60　mg／kg　body　weight）．　Three　weeks　after　the　i切ection，重hese　rats　were

fbd　a　fat一：εヒee　diet　containing　91ucose　or：fructose　as　a　carbohydrate　fbr　fbur　days　and

　　　　じ
simultaneously　received　subcutaneous面ection　of　clofibric　acid（100　mg／kg　body

weight）twice　a　da￥Microsomes　were　prepared丘om　the　rats　and　the　activities　ofPCE

（A）and　S　CD（B）were　determined．＊，　Significantly　different　from　normal　rats（P＜0．05）．

a’b

CDifferences　between　control，　glucose－and　fh王ctose－administered　diabetic　rats　are

statistically　signi且cant　without　a　co㎜on　superscript（P＜0．05）．
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F藍gthsce　4　　　Effects創『9畏髄cose段鍛d　ffructose量簸com蓋）蓋nat蓋。賊w蓋t】b　cRofibr蓋。　acid　o願

kegeatgc　gerogeortieit　off　18：i（n－9）．　Rats　were　given　a　200／o　wt／vol　solution　of　glucose

or　fructose　for　drinking　for　four　days　with　（ciosed　bar）　or　without　（hatohed　bar）

subcutaneous　inj　ection　of　clefibric　acid　twice　a　day　at　a　dose　of　100　mg　／kg　body

weight．　Fatty　acid　composition　oftotal　lipids　was　analyzed　in　the　liver．　Values　are

xneans　±　SD　for　3－4　rats．　a’b，　Differences　betweeR　control，　glucose一　and

fructose一一administered　rats　are　statistically　significant　without　a　commen　superscript

（P〈O．05）．　X’Y，　Differences　between　control，　glucose一　and　fructose－adMinistered　rats　with

clofibric　acid　treatment　are　statistically　significant　without　a　common　superscript

（Pく0．05）．＊，＊＊，Significantly　di：〔Terent：庁om　the　value　of　clo：fibric　acid－untreated　rats

（1）く0．05and！）＜O．01，　respectively）．
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：騒g響es　　Re盈at孟。搬sb、藍p　betWeen　the　act重v蓋ty　of　PCE　or　SCD蹴d　proport蓋。簸of

oXeEc　acfid　ik　the　fiiver．　A，　The　relationship　b　etween　the　activity　ofPCE　（data　from　Fig．

2A）　and　oleic　acid　proportion　（data　frorn　Fig．　4）　is　determined　as　Y＝13．955X　＋　2．152

（i2　＝O．8743，　P〈O．01）．　B，　The　relationship　b　etween　the　activity　of　S　CD　（data　from　Fig．

2B）　and　oleic　acid　proportiop　is　calculated　as　Y：1．934X　＋　4．294　（T2＝＝O．5521，　P＞O．05）．
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