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論 文 内 容 要 旨

第 一 章 緒 言

ブロイ ラーの成長速度 の著 しい増進 に伴 って、脂肪肝 や脂肪 の過剰蓄積 などの脂 質代謝

異常が多発 している。脂肪肝 や過剰 の脂肪蓄積 は鶏肉生産上 のエ ネルギー的 ・経済的 ロス

であるばか りでな く、種 々の代謝障害 を起 こす要因になっている との観点か ら、 それ らの

発生 を制御 す る試みが多面的 に行 われてきた。

動物の脂質代 謝 には多様性がみ られる。鶏 の脂質代謝では、肝臓 が脂肪酸合成 の主部位

であ り、脂肪組織 ぽ主 に脂 質の貯蔵部位 として機能 している点 で特異 的である。 このよう

な鶏の脂 質代謝特性 か ら脂肪 の過剰蓄積制御 の方策 を考 える と、肝臓 での脂肪酸合成 を抑

制す る手法が有効 である。 これ まで、鶏肝臓 における脂肪酸合成能の栄養的調節が検討 さ

れて きた。油脂 は飼料 中の必須成分 であ り、 しか も調節効果が大 きいな どの点で、油脂 に

よる脂肪 過剰蓄積抑制 は実用的な手法 である と考 え られ る。η一3系列の多価不飽和脂肪酸

(Polyunsaturatedfattyacid,PUFA)を ラッ トに給与す る と、η一9系列脂肪酸給与時 に比べ体脂

肪 や肝臓脂 質が減少 するこ と、そ して肝臓 と脂肪組織 における脂肪酸合成 能が低下 するな

どが報告 されている。 しか し、鶏の脂肪酸合成能 に対 するη一3系列PUFAの 作用 とその作用

機作 は十分 には解明 されていない。

脂肪酸合成 能 に対するη一3系列PUFAの 作用機作 についてはその代謝産物である

EPA(Eicosapentaenoicacid,20:5@一3))やDHA(Docosahexaenoicacid,22:6@一3))に 注 目 した検 討

が多 く、炭素鎖長18のPUFAで ある α一リノレン酸(18:3@一3))の脂肪酸合成能調節作用 と作

用機作 その ものに着 目した報告 は少 ない。生体膜 リン脂質中では炭素鎖長16-18の 脂肪酸

が主要 な構成成分 である との理解 をもとに、 α一リノ レン酸 の脂肪酸合成能調節 の作用機

作 を考 える と、細胞内での長鎖化 ・不飽和化 反応 によ り産生 される高度不飽和脂肪酸

(EPAやDHA)を 介 する作用 や、PUFAの 酸化 に よる細胞活性の調節作用 よ りも、細胞膜 中

に存在 するホルモ ンレセプターなどの生体膜機能変化 を介 した調節作用 の可能性が より大

きい と考 え られる。そ して、細胞膜 ではη一3系列PUFAは 脂肪酸合成 能の促 進作用 を持つイ

ンス リンの応答性 な どを調節 してい る可能性が推察で きる。

そこで、本研 究では鶏肝臓 におけるPUFA(特 に炭素鎖長18の α一リノレン酸)の脂質合成

能調節作用 を明 らかに した。 さらに、PUFAの 作用機作 を肝細胞膜機能の点 か ら明 らかに

する方向で、PUFAが 肝細胞膜 の脂 質成分 に与 える変化 と、それに起 因する細胞 内脂 質代

謝変化 の関連 をイ ンス リン応答 の側面 か ら示す ことを試みた。

第 二 章 鶏 脂 質 代 鮒 に対 す る多 価 不 飽 和 脂 肪 酸 給 与 の 影 響

鶏 にη一3とη一6系列PUFAを 給与 した場合 の脂質代謝 の変動 を調べ た報告 がい くつかある。

しか し、 これ らの研究 では、Linseedoil,Fishoi1,Safnoweroi1,Cornoilな どを飼料 油脂源 と

して用 いているため、複数の脂肪酸が同時 に変化 してお り、単一の脂肪酸 の影響 を明確 に

示 した例 はない。

そ こで、本実験では単一の脂肪酸 のみが異なる試験飼料 をニワ トリに給与 した場合 の脂

質代謝応 答 を、脂肪酸合成の主部位 である肝臓 を中心 に検討 するとともに、肝臓plasma

membraneの 脂肪酸組成 を測定 し、単一脂肪酸 の作用機作 の一端 を考察す ることを試 みた。
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試 験 区 は単 一 の脂 肪酸 のみ を高 めたパ ル ミチ ン酸 区(16:0)、 オ レイ ン酸 区(18:1(η一9))、

リノー ル酸 区(18:2(η一6))、α一リノ レン酸 区(18:3⑦.3))の4区 を設定 した 。試験 飼 料 はME

3500kcal/kg、CP23%、CFat8%の 精 製飼 料 と し、10日 齢 の ブ ロイ ラ ー に14日 間給 与 した。

飼 料 組 成 をτα漉2-1に 示 した。 飼料 中脂 肪 酸 組成(計 算値)はTα わ1θ2-2に示 した よ うに、 そ

れぞ れ単 一 の脂 肪 酸 を多 く含 むが 、 そ の他 の組 成 はほ ぼ一定 で あ る。

肝 臓 脂 質含 量 お よび トリグ リセ リ ド含 量 はパ ル ミチ ン酸 区 に比べ て オ レイ ン酸 、 リノー

ル酸 お よび α一リノ レ ン酸 区で減 少 し、 リノール酸 と α.リ ノ レ ン酸 区 での減 少 は25%以 上

と顕 著 で あ った㊨8,2-1)。 単位 体 重あ た りの腹 腔 内脂 肪 重量 は α一リノ レン酸 区 で他 の区

と比較 して約2/3と 有 意 に低 下 した(F∫8.2-2)。 肝 臓 での脂肪 酸 合成 酵 素(FAS)お よび クエ ン

酸 開裂 酵 素(CCE)の 活性 はパ ル ミチ ン酸 、 オ レイ ン酸 区 に対 して リ ノー ル酸 、 α一リ ノ レン

酸 区 で は有 意 に低 下 した(F∫8,2-3)。 肝臓 アセチ ルCoAカ ル ボキ シ ラー一ゼ(ACC)活 性 もパ ル

ミチ ン酸 に比べ オ レイ ン酸 、 リ ノール酸 お よび α一リノ レ ン酸 区で減 少 す る傾 向 が見 られ

た。

肝 臓 のplasmamembraneリ ン脂 質 中の脂肪 酸 組成 で は、全 て の試 験 区 にお い て給 与 した

単 一脂 肪 酸 の含 量 が 大 き く上昇 した。一 方、 リノール酸 お よび α一リノ レン酸 区 で は そ れ

ぞれ の代 謝 産物 で あ る脂 肪 酸 の顕 著 な増加 はみ られな か った(rαわ1θ2-3)。

以 上 の結 果 か ら、 鶏 へ の リノー ル酸 お よ、び α一リノ レン酸 給 与 に よ り脂 質代 謝 が変 動 す

るこ と、特 に α一リ ノ レン酸 給 与 で は脂 肪 蓄積 が 減少 し、 しか も肝 臓 に おけ る脂 肪 酸 合 成

能が有 意 に低 下 す る こ とが確 認 され た。 また、肝 細胞 膜 リン脂 質 中 で は給 与 した脂 肪 酸 の

濃度 が特 異 的 に上 昇 し、肝 細胞plasmamembraneの 脂肪 酸 組成 が変 動 す る こ とが 明 らか に

な った。

第 三 章 脂 肪 酸 給 与 時 の 肝 臓p量asm訊membraneの 脂 肪 酸 組 成 を

再 現 す る 鶏 初 代 培 養 肝 細 胞 系 の 確 立

前章で、plasmamembrane中 の脂肪酸組成が異 なる肝細胞で は脂肪酸合成 能が大 きく変

動 することを示 した。肝細胞 においてplasmamembraneリ ン脂 質中の脂肪酸組成 の変化 自

体が脂肪酸合成 能に影響する可能性 を検討するためには、培養細胞系 を用 いて進 めるのが

有効である。そ こで本章では、本研 究の遂行 に適 した鶏初代培養 肝細胞系 を確立す ること

を試み た。

'η∫枷 灌流 法 に よ り調 製 した鶏初 代 培 養肝細 胞 を用 い た。 培 養 開始24時 間 の単層 形成 後 、

α一リ ノ レン酸 を500μMの 濃度 で添 加 して24時 間培養 した とこ ろ、plasmamembraneリ ン脂

質 中 の α一リノ レ ン酸含 量 は約15%と 著 し く上 昇 した(Table3-1)。 また・ この ときのPlasma

membrane脂 質画 分 の ほぼ全 て は リン脂 質 で あ り、 その リ ン脂 質組 成 の変 動 は小 さい こ と

が示 され たの8.3-1)。

次 に、 オ レイ ン酸 ・リノー ル酸 ・α一リノ レン酸 の脂 肪酸 の添加 培 養 を行 った。 そ の結

果 、肝細 胞plasmamembraneリ ン脂 質 中 にお いて、 それ ぞれ の添加 した脂 肪 酸 のみが 著 し
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く上昇 したが(Table3-2)・Plasmamembraneリ ン脂 質 中の リ ン脂 質 緯 成 の変 化 は わず か で あ っ

たr」F∫8.3-2)。

次 い で、 単 一脂 肪酸 の添加 中止後 におけ る肝 細 胞plasmamembrane中 の脂 肪 酸 組成 の推

移 につ い て検 討 した。plasmamembraneリ ン脂 質 中 に取 り込 まれ た α一リノ レン酸(約15%)

は、脂 肪 酸 無 添加 で培養 を継続 す る こ とに よって徐 々 に減 少 し、 そ の半 減期 は約24時 間 で

あ る こ とが明 らか とな ったのg.3・3)。 また、各種 脂 肪 酸添 加 培 養 にお い て、 α一リ ノ レン

酸 添加 区 の肝細 胞 中脂 肪 酸 合成 酵 素活 性 は他 の脂 肪 酸 添加 区 や脂 肪 酸 無 添加 区 に比 べ て低

下 す る傾 向 に あ った㊨g.3-4)。

・以 上 の よ うに、鶏 初代 培 養肝 細胞 を用 いた本 実験 系 を用 い る こ とに よ り、前 章 の∫η卿o

実 験 で確 認 したPUFA給 与 に よるplasmaInembraneリ ン脂 質 中 の脂 肪 酸 組成 変 化 と脂肪 酸 合

成 能 の変化 を加v妙o条 件 下 で再現 す る こ とに成 功 した。

第 四 章Plasmamembraneリ ン脂 質 中 に α ・リ ノ レ ン酸 を 多 く含 む

鶏 初 代 培 養 肝 細 胞 に お け る脂 肪 酸 合 成 能 と イ ン ス リ ン応 答

第二 お よび第三章 において、PUFAを 給与 した鶏の肝臓 、そ してplasmamembraneリ ン脂

質中に α一リノレン酸 を特異的に多 く含む鶏初代培養肝細胞 で脂肪酸合成酵素活性 の低下

を確認 した。 これまでPUFA給 与鶏 においては、脂肪酸合成刺激作用 を持つ インス リンの

血漿 中濃度 は変化 しないこ とが報告 されている。 これ らのことか ら、 α一リノ レン酸 の作

用機作 の一つ として、細胞膜 リン脂質中の α・リノレン酸含 量の上昇 を介 して細胞膜 の機

能(特 にホルモ ンレセプターな ど)が変化 し、細胞 内FAS活 性の変化 を導 いている可能性が

考 えられる。そ こで本章では、 α一リノ レン酸含量 の高い肝細胞 を用いて、 その脂肪酸合

成能のイ ンス リン応 答 について検討 した。

鶏初 代 培 養肝 細胞 をho㎜onefree培 地 で1時 間前 培 養 した後 に培 養系 にイ ンス リン(0,0.1,

0.5,1.Opg/ml)を 添 加 した ところ、 イ ンス リン添加 濃 度0.1μg/ml以 上 でFAS活 性 が 大 き く上

昇 す る こ とが 示 され たの8.4-1)。 す な わち、 本培 養系 の肝細 胞 は イ ンス リ ンに応 答 して

FAS活 性 の上 昇 が起 こる実 験系 で あ るこ とを確 認 した。 さ らに この条件 下 で オ レイ ン酸 お

よび α一リノ レ ン酸 添 加 を行 った ところ、 α一リノ レン酸 添 加 区 で は他 の試験 区 に比ベ イ ン

ス リン に よるFAS活 性 上昇作 用 が顕 著 に抑制 され た(F∫g.4-2)。

次 に、 イ ンス リン応 答 の第 一段 階 で あ る肝細 胞 の イ ンス リン結 合 能 を125Hnsulinを 用 い

たbindingassayに よ り検 討 した(F'g,4-3)。 α一リノ レン酸 お よびオ レイ ン酸 の脂 肪 酸 添 加 区

で は高 親 和 性 受容 体 の親和 性 が脂 肪 酸 無添 加 区 に比 べ非 常 に小 さい伽 わ1θ4-1)。 さらに、

α一リノ レン酸 添加 区 で はオ レイ ン酸 添 加 区 に比 べ て高 親和 性受 容体 の親 和 性 が約1/3に 低

下 す る こ とが 認 め られ た。 また、低 親和性 受 容体 数 は脂 肪 酸 無添 加 区 お よび オ レイ ン酸 添

加 区 に比べ α一リノ レン酸 添 加 区 で1/2以 下 に減 少 して い る こ とが 示 され た。

次 に、 イ ンス リン レセ プ ター で のチ ロシ ン リ ン酸 化 を行 うIRS-1のmRNA発 現 をRT-PCR
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に よ り確 認 した ところ、GAPDHあ た りのIRS-1の 発現 には脂 肪酸 添 加 区 の 間 に差 は見 られ

な か っ た(F∫g.4-4,4-5)。

この こ とか ら、 イ ンス リン刺 激 に よるFAS活 性 の上昇 を α一リノ レン酸 が抑 制 す るメ カ

涛 ズム の一 つ と して 、 α一リノ レン酸 が イ ンス リン と細 胞 表面 レセ プ ター との結合 を調 節

して い る可 能性 が 示 され た。 一方 、 α一リノ レン酸 はIRS-1の 発 現 に は大 き くは 関与 して い

ない可 能性 が推 察 され た。

第 五 章 総 合 考 察

本研 究 は、 鶏(ブ ロイ ラー)に α一リノ レン酸 を給 与 す る と、肝 臓 に おけ る脂肪 酸 合 成 能 が

低 下 し、 脂 肪 蓄積 が 減 少 す る こ とを明確 に示 した。 また、 この 時 に、肝 細 胞plasma

membraneの α一リノ レン酸 含 量 が特 異 的 に上昇 してい る こ とを確 か め、細 胞膜 の脂 肪酸 組

成 変化 が脂肪 酸 合 成 の低 下 に関与 して い る可 能性 を示 した。

一般 にPUFAに よる脂 肪 酸 合成 能 調節 機 構 として
、 代 謝産 物 として のEPAやDHAを 介 し

た調節 、細 胞膜 の酸 化 を介 した調節 、 そ して細 胞膜 機 能 の変 化 を介 した調節 が予想 され る。

そ こで 、鶏 初代 培 養 肝 細胞 を用 い て、 α一リノ レン酸 の脂肪 酸 合成 能 に対 す る作 用 と作 用

機 作 を端 的 に観 察 しうる実 験系 の作 成 を試 み、plasmamembraneリ ン脂 質 中 に α一リノ レ ン

酸 を多量 に含 む 鶏初 代 肝 細胞 培 養系 の作成 に成 功 した。 しか も、 この条 件 下 で はplasma

membrane中 のEPAの 上昇 や リ ン脂 質構 成 の変動 は小 さい こ とか ら、EPAを 介 した作用 機 作

や リ ン脂 質構 成 の変 化 を介 した生体 膜 機 能変 化 の可 能性 を除外 した、 す な わ ち、plasma

membraneリ ン脂 質 中の脂 肪酸 組 成 のみ が変動 す る状 態 で、 α一リノ レン酸 の作 用 機 作 を検

討 で きる こ とを明 らか に した。

上記 の鶏肝 細 胞 培 養系 で は イ ンス リン刺 激 に よって脂 肪 酸 合成 能(FAS活 性)が 上昇 す る

こ と、・しか し α一リノ レン酸 を添 加 す る とイ ンス リン刺激 に よるFAS活 性 の上 昇 が抑 制 さ

れ る こ とを確 認 した。 そ こで、 α一リノ レン酸 に よるFAS活 性 の抑 制 機構 を肝 細胞 にお け

るイ ンス リ ン応 答 の点 か ら検 討 した。 α一リノ レン酸 の添加 で は オ レイ ン酸 添 加 と比べ て

肝細 胞 の イ ンス リ ン結合 能 が低 下 し、 高親 和性 受 容体 の親和 性 と低 親 和性 受 容体 の数 が 減

少 す る結 果 を得 た。 一 方 、 イ ンス リ ン応 答 に関与 す るIRS.1mRNAの 発 現 をRT-PCRで 検 討

した ところ、 α一リ ノ レ ン酸 に よる有 意 の変 動 は観 察 され なか っ た。

これ らの こ とか ら、 α一リノ レ ン酸 は細 胞 膜 リン脂 質 の脂 肪 酸 組 成 の変 化 を介 した膜 機

能 の変化 に よ りイ ンス リ ン結 合 能 を変 化 させ 、脂 肪 酸合 成 能 を抑 制 して い る可 能性 が 示 さ

れ た。

本 研 究 は α一リノ レン酸 あ るい は α一リノ レン酸 に富 む 油脂 の給 与 に よ り、 ブ ロイ ラー産

業上 の大 きな 問題 点 で あ る過剰 脂 肪 蓄積 を抑 制 で きる こ とを明示 した。 また、 そ の作用 機

作 と して、肝 細 胞膜 中 α.リ ノ レン酸含:量 の上昇 に伴 う膜 機 能(特 にイ ンス リ ン結 合 能)の 変

化 を介 した作 用 機 作 が あ り得 る こ とを示 した もので あ る。
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Table2.3.Fattyacidcomposition(wtgo)ofplasmamembranephospholipidinhepatictissue
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論 文 審 査 結 果 要 旨

家畜(特 に肉用鶏であるブロイラー)で は,成 長速度 の著 しい増進 に伴 って脂 肪の過剰蓄積 を含 めて種 々

の代謝異常 の発生が多発 してい る現状 にある。過剰脂肪蓄積の制御 は食 肉の生産性 と品質を高め,飼 料

資源の有効利用 を図 る観 点で畜産動物 共通の重要課題 である。本研究 では,鶏 では肝臓 にお ける脂 質合

成 を制御 する手法が有効であ るとの視点 に立 ち,多 価不飽和脂肪酸(Poly㎜saturatedfattyacids,PUFA)

給与に よる制御 を試みた。 さらに,脂 質代謝 に対す るPUFAの 作用機作 として,α 一リノ レン酸(18:3,

n-3)な どのPUFAが 肝臓 の生体膜 に組 み込 まれて生体膜機能を調節す ることによ り発現 する との作業仮

説 を立 て,鶏 初代肝細胞培養系 を駆使 して仮 説 を実証 した。

まず,ブ ロイラーの脂質代謝 に対す るPUFAの 作用 を明 らかにす るため に,パ ル ミチ ン酸(16:0),オ

レイン酸(18:1,準 一9),リ ノール酸(18:2,n-6),α 一リノ レン酸(18:2,n-3)を それぞれ特異的 に多 く含 む

飼料 を2週 間給与 して脂質代 謝の変化 を詳細 に検討 した。その結果か ら,ブ ロイラー にPUFA,特 に α一

リノレン酸 の給与 に より肝臓 での脂肪酸合成能(Fattyacidsynthetase活 性,FAS活 性)が 低下 して,体

内脂肪蓄積量が減少す ること,そ して肝臓の細胞膜で は給与 した脂 肪酸含量が上昇 して,plasmamem-

brane脂 肪酸組成 が変動す ることを明 らか に した。

次いで,α 一リノ レン酸 の作用機作 を肝細胞膜脂肪酸組成の変化 を介 した調節の観点か ら証明するため

に,初 代肝 細胞培養系の確立 を試みた。その結果,α 一リノ レン酸 を500μM添 加 して24時 間培養す るこ

とによ り,plasmamembrane中 の α一リノレン酸含量が著 しく高 く,し か も細胞FAS活 性が低下す る初

代肝細胞培養系の作成 に成功 した。

上記の培養系 を駆使 して,α 一リノ レン酸 の脂肪酸合成能抑 制作用機作 を細胞膜の インス リン応答か ら

検討 した。培地 にインス リンを0.1-1.0μg!ml添 加 した ところ細胞FAS活 性が著.しく上昇 し,そ の上昇

は α一リノ レン酸添加 によ りほぼ完全 に抑制 される ことか ら,α 一リノレン酸 は細胞 のイ ンス リン応 答性

を調節す ることを明示 した。 さらに肝細胞の インス リン結合能 を検討 した ところ,α 一リノレン酸添加 に

より高親和性受容体の親和性が低下す る結果 を得 た。 しか し,イ ンス リンレセプターでのチロシ ンリン

酸化 に関与す るIRS-1のmRNA発 現の変動 は認 め られなかった。 これ らの結果か ら,α 一リノ レン酸は

細胞表面 レセプター とインス リンの結合を調節す ることに より肝細胞のイ ンス リン応答性 を抑 え,脂 肪

酸合成能 を抑制す ることを提示 した。

本研 究の成果は,α 一リノレン酸あ るいは α一リノレン酸 に富む油脂 の給与 に より,ブ ロイラー産業上

の緊急課題 であ る過剰脂肪蓄積 を制御 で きることを明示 した。 さらに,そ の作用機作 を新 たな視点か ら

追究 して実証 した本成果 は,脂 質代謝研究 に新たな観点 を拓 くもの と して,審 査 員一同は本研究者が博

士(農 学)の 学位 を受 けるに値す るもの と認定 した。
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