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論 文 内 容 要 旨

序 論

ドコサヘキサエン酸(DHA,22:6n-3)は 、広範囲の動物の脳や網膜の膜脂質に高濃度に

含まれ、長期間n-3系 脂肪酸を摂取 しなかった場合にはDHA濃 度の減少と神経機能の異常が

認められることから、その必須性が示唆されている。動物はアラキ ドン酸(20:4n-6)と

DHAに 代表されるn-6系 とn-3系 長鎖多価不飽和脂肪酸(polyunsaturatedfatty

acid,PUFA)を 合成するため、前駆体であるリノール酸(18:2n-6)、 α一リノレン酸

(18:3n-3)を 食餌から摂取する必要がある。PUFA合 成能は臓器や発達期の年齢によって

変化すると考えられる。本研究では、大脳皮質の発達が著 しい霊長類の例として幼若期と成熟 ・

期のマカク属サル、あるいはラッ トを使用 し、大脳皮質および脂質合成の主要器官である肝臓

の脂質組成の変化を明らかにし、n-3系 脂肪酸、特にDHAの 代謝機構の解明を試み1適 切な

乳児栄養について脂質の面から考察 した。

第1章 マカク属サルの大脳灰白質と肝臓の成長に伴う脂質組成の変化および

n-3系PUFA合 成

第1節 マカク属サルの大脳灰白質と肝臓の成長に伴う脂質組成の変化

2種 の マ カク属 サ ル 、 力 ニ ク イザ ル(〃 ∂o∂o∂ デ『∂50ブo乙ノ7a!ゴ ξ∋)と ニ ホ ンザ ル(〃 ∂0∂o∂

デα50∂ 亡∂ ヂαε0∂亡∂)の 大 脳 灰 白質 の脂 質組 成 を調 べ た結 果 、胎生 捻0日 か らの 脳 の成 長 に

伴 う脂 質 組 成 と脂 肪 酸 組 成 の著 しい変 化 を認 め た 。3歳 以上 で は成熟 動 物 と同様 の値 を示 し、大

きな変 動 は な か っ た 。大 脳 皮 質 で は 、幼 若動 物 よ り3歳 以上 の 動 物 で コ レス テ ロ ー ル/脂 質 態 リ

ン比 は有 意 に高 く、 ホ ス フ ァチ ジ ル コ リン/ホ ス フ ァチ ジ ル エ タ ノー ルア ミン(PC/PE)

比 は有 意 に低 か っ た(Table1)。 リン脂 質 の構 成 脂 肪酸 濃 度 で は 、22:6n-3濃 度 は幼 若 動

物 よ り成 熟 動物 で有 意 に高 い値 を示 したが 、20:4n-6を は じめ とす るn-6系PUFAは 幼若 動

物 の 方 が3歳 以 上 の 動 物 よ り有 意 に高 か った(Table2)。 肝臓 で は 、22:6n-3濃 度 に変化

を認 め ず 、20:4n-4濃 度 は3蔵 以上 の動 物 で有 意 に低 か った(Table3)。 こ れ らの 結 果 は 、

大 脳 皮 質 の 発達 に伴 い 、.22:6n-3が 特異 的 に蓄 積 す る こ とを示 して い る 。

第2節 ニホンザルの乳脂DHA濃 度

動物の乳汁の組成は母体の食餌内容の影響を受けるが、新生仔にとっての必須栄養素を含ん

でいると考えられ、特に初乳の栄養的意義は大きい。海洋動物を:除く多 くの動物の乳脂は比較

的高濃度の20:4n-6を 含むが、22:6n-3は 痕跡程度認められるか、まったく検出しないかの

いずれかである。ニホンザル初乳の脂質濃度、クラス組成、総脂肪酸中の22=6n-3濃 度
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(2・2%)は 、ヒトの初乳に極めて類似 しており、新生存期のヒトPUFA代 謝のモデルとし

てニホンザルが適 していることが示唆された。

第3節 ニホンザル大脳灰白'質ミクロソーム画分によるn-3系PUFA合 成

ヒ ト胎児 は 、n-3系 脂肪 酸 を、前 駆 脂 肪酸 で あ る18:3n-3よ りは む しろ22:6n-3と して母

体 か ら得 て い るが 、乳児 の場 合 には前 駆 脂 肪 酸 を摂 取 す る だ け で充 分 なの か あ ま り明 確 で な い 。

本 節 で は 、 ニ ホ ンザ ル新 生 仔 の 大 脳 皮 質 ミク ロ ソ」 ム で のn-3系PUFA誘 導 活 性 を成 熟 動 物

の場 合 と比 較 した。新 生 仔(2例)、2歳 、6.5歳 、10歳(各1例)の ニホ ンザ ルの 大 脳 皮 質 か

ら ミク ロ ソ ー ム を調製 し、[1」4C]18=3n-3ま た は[1」4C]20:5n-3と 反 応.させ 、HPLC

で 分 画 したPUFA画 分 の 放 射 活 性 を測 定 した ど ころ 、22:6n-3を は じめ とす るn-3系

PUFA誘 導 活 性 は2～10歳 の 動 物 よ り新 生 仔 で低 か っ た(Fig.1,2)。

第4節 力ニクイザル肝臓ミ・ク自ソーム画分によるn-3系PUFA合 成

肝 臓 は脂 質 合 成 の重 要 な場 で あ り、肝 臓 で合 成 され る脂 肪 酸 の 一 部 分 あ るい は大 部 分 が 発 達

期 の 脳 に供 給 され る と考 え られ る 。本 節 で 、 力 ニ ク イザ ル胎 生120B(3)`、 新 生仔(2)、 成

熟 動 物(2)の 肝臓 ミク ロ ソ ー ム を[1」4C]18:3n-3ま た は[1」4C]20:5n-3と 反 応 させ た

結 果 、新 生 仔 で18:3n-3か らの ペ ンタ ェ ン酸誘 導 が 速 や かで あ り、 △5不 飽 和 化反 応 の 充 進 が'

示 唆 さ れた が(【9・3)、20=5n-3か らの22:6n-3生 成 に葦 は な か った(Fig・4)。

小括

マカク属サルの大脳皮質 リン脂質中の22:6n-3濃 度は、成長に伴って増加 し、3歳 までに成

熟動物のレベルに達していた。鎖長伸長および不飽和化によるn-3系PUFA合 成能が大脳皮

質では新生仔で劣ることを示 した。また、肝臓では、新生仔でペンタエン酸誘導が速やがであ

り、△5不 飽和化反応の元進が示唆された。

第2章 発達期ラットの大脳皮質における脂質代謝の冗進

第1節 発達期ラッ トの脳と肝臓でのPUFA活 性化

脂肪酸はアシルCoAシ ンセターゼによって活性型となり、β一酸化、鎖長伸長、不飽和化、

アシル基転移などの各反応の基質 となる。そこで、成長 に伴うPUFA代 謝活性の変動につい

て調べるため、新生仔期、授乳期、離乳後の幼若ラッ ト、成熟ラットの全脳および肝臓ホモジ
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ネ ー トの ア シ ルCoAシ ンセ タ ー ゼ活 性 を[i-14C]PUFAを 基 質 と して測 定 し、授乳 期 に

PUFA活 性 化 が充 進 して い る こ とを認 め た 。

第2節 発達期ラッ トの大脳皮質での多価不飽和脂肪酸の活性化 とCoA、A'rP

依存型アシル トランスフェラーゼ活性の変動

本 節 で は 、PUFAに 富 む大 脳 灰 臼質部 分 で のPUFA活 性 化 と リ ン脂 質 再 構 成 に関 与 す る

ρoAぐATP依 存 型 ア シ ル基 転 移 反 応 にっ いて検 討 した 。新 生仔 期 、授 乳 期 、離乳 後 の幼 若

ラ ッ 民 成 熟 ラ ッ トの大 脳 皮 質 ホモ ジネ ー トを使 用 し、[1-14C]PUFAを 基 質 と した時 の ア.、

シルCoA生 成 量 と、20:4n-6CoAと リゾ リン脂 質 ま た はCoAとATP共 存 下 で22:6n-3

と リゾ リ ン脂 質 を基 質 と し、CoA、ATP依 存 型 ア シ ル基 転移 活性 を測 定 した。、ア シ ルCoA

シ ンセ タ ーゼ 活 性 は 、授 乳 期 に最 大 とな り、成熟 期 に著 し く減 少 した(Table4)。 また 、

20:4n-6CoA:リ ゾ リ ン脂 質 ア シ ル トラ ンス フ 土 ラ ー ゼ活 性 は新 生 仔 で 最 も高 く、次 第 に減

少 した(Table5)。.22:6n-3を ア シ ル供与 体 と した場 合 も同様 で あ った(Frg.5)。

第3節 発達期ラットの大脳皮質でのジアシルグ リセロールキナーゼ活性の変動

ジ ア シ ルグ リセ ロー ル キ ナ ーゼ は 、 ジグ リセ リ ド(DG)か らボ ス フ ァチ ジ ン酸 を合 成 し、

グ ・リセ ロ脂 質denovo合 成 の 制 御 とボ ス フ ァチ ジ ル イ ノ シ トー ル(P工)代 謝 回 転 に関 与 す る

が 、 コ リン含 有 脂 質 の代 謝 、 ア シル基 転 移 反 応 への 関 与 も示 唆 され て い る 。本 節 で は 、新 生 仔

期 、授 乳期 、離 乳 後 の幼 若 ラ ッ ト、成 熟 ラ ッ トの 大 脳 皮 質 ホモ ジネ ー トを1,2一 ジオ レイ ン ま た

は1一 ス テ ア ロ イル ー2一ア ラ キ ドノイ ル ー5r}一グ リセ ロ ー ル と[γ 一32P]ATPを 反 応 させ 、 ホ

ス フ ァチ ジン酸 の生 成 量 を測 定 した 。1,2一 ジオ レイ ンを基 質 と した 場 合 、新 生 仔 で 最大 を示 し、

次 第 に減少 したが 、PIか ら産 生 す る分 子 種 の代 表 的 な もの で あ る1一 ス テ ア ロ イル ー2一

ア ラ キ ドノ.イル ー5η一グ リセ ロ ー ル を基質 と した場 合 に は発 達 期 に.よる活 性 の 変 動 を認 め な か っ

た ・』(Table6)。

小括

大脳皮質でのPUFA活 性化の変動は全脳で見た場合 より顕著であり、脳の発達期に相当す

る授乳期に特に活発であった大暉皮質でのPUFAの 利用が、成熟期 にはか蓼り低下 している

ことが示唆された。また、PUFAを 含むリン脂質分子種の形成に関与するアシルCoA:リ ゾ

1ノン脂質アシル ト.ラシス7エ ラーゼ活性は、新生仔で最も高 くs成 長とともに徐々に低下 し、

30日 齢で成熟ラッ、トと同様の値 を示 し.た。ジオレインを基質どした峙のホスフ.アチジン酸生成

においても同様の変化を認めた、ラツ トの大脳皮質におけるワン脂質合成系は出生前後に最も

一278一



Table4

Activationsofn-3andn-6fattyacidsbycerebral

development一.

corticalhomogenatesofratsduringpostnatal
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冗進 し、脳重量の増加が落ち着 く30日 齢に信成熟動物のレベルまで低下すると思われた。しか

し、プロテンキナーゼCの 活性化に関与する1一ステアロイルー2一アラキ ドノイルー5所 グリセ

ロールを基質とした時のボスファチジン酸生成量には有意な変化を認めず、生理活性に関与す

るリン脂質代謝系の年齢による変動 は小さいと思われた。以上の結果は、脳が発達する時期に

長鎖PUFAが 十分供給されることの重要性を示唆 した。

第3葦 ラット乳仔へのDH〈 強化栄養が肝臓および大脳皮質脂質組成に与える

影響

乳仔にn-3系 脂肪酸として、18:3ま たは22:6を 与えた場合、大脳皮質への22:6n-3

の蓄積に差が生 じるかを本節で検討 した。大豆油を含む試駐試料で飼育したラットを交配させ

て仔ラッ トを得、引き続き大豆油食で維持 した場貧 と出産当日からDHAエ チルエステル添加

食に切り替えた場合とで肝臓と大脳皮質の脂質組成および22:6n-3濃 度を比較 した。仔 ラット

の胃から採取 した乳の22:6n-3濃 度は、大豆油食群では初乳で最大値を示 した後に次第 に減少

したが、DHA食 群の乳では次第に増加 し、飼料の影響が示 された(Table7)。 また、生後

10日 まで、貯蔵脂質である肝臓 トリグ リセ リド濃度は減少 し、リン脂質濃度は増加 した

(Table8)。 肝臓 トリグリセ リドとリン脂質中の22=6n-3濃 度は、両食餌群とも5日齢で

最大値を示 し(Fig.6)、 肝臓重量および脂質含量が増加するに従い減少 した。食餌群の比

較ではDHA食 群で高い値 を示 した。大脳皮質リン脂質中の22:6n-3濃 度は成長に伴って増加

し、両食餌群とも成熟ラットでの値が最も高 く、乳仔期には大豆油食群よりDHA食 群が高値

を示 したが、成熟ラットでの差はわずかであった(Fig.6)。

小括

食餌性DHAの 肝臓および大脳皮質脂質への影響は乳仔において最も顕著であった。肝臓へ

の22:6n-3の 蓄積は離乳後も明 らかだが、成熟した大脳皮質への影響は小 さいことが示され

た。

第4章 ラッ ト肝臓におけるDHA代 謝の特異性

第1節 乳仔肝臓でのDHA合 成能

新生 仔 か ら30Ei齢 の仔 ラ ッ トの 肝臓 ミク ロ ソ ーム に よる20=5n-3か らの22:§n-3合 成 能 は、

生 後10日 か ら30日 に対 して新 生 仔 が有 意 に低 い値 を示 した(τable9)。
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第2節 食 餌 性n-3/n-6比 の 肝 臓 で のDHA含 成 へ め影 響

n-3/n-6比 の異 な る油 脂(
.PS群 、O.01;PPS群 、6.39.;PP群 、2.70)を 含 む 試.

験食で3群 のラ・ トを4週間飼育 した・膿 ・ク・ソーム脂質の・会・6n一・濃度はPP群 で鯨 .

だ った が ・ ミク ・ ソー ム1こよる12。・5n-3か らの22・6n-3合 成 能1こ食 雛n-3/h7砒 あ纏

を認 め な か った(臼g.7)』

第3節 糖尿病ラツトの肝臓および赤血球脂質におけるd20多 佃不飽知脂肪酸濃

度の減少とOHA濃 度への影響
} .

脂肪酸不飽和化酵素はイ.ンスリン依存型であり、工.型糖尿病で血中の20:4.n-6濃 度減少か認

められるが、22:6n一$濃 度への影響は明確でない。そこで.、n一き/n-6比 の異なる油脂. .
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Table8

Lipidcompositionsof.liversofratsduringpostnataldevelopment.
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Productsformedfrom20:5rr3 invitrobylivermicrosomesofrateduringpostnataldevelopment.
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Activationsofn-3andn-6fattyacidsbyliverhomogenatesofrats

feddifferentfats.
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(SAF群 、O.01;PER群 、2.92)を 含 む 試 験 試 料 を健 常 な 対 照 ラ ッ トとス トレプ トゾ ト

シ ン誘 発 性 糖 尿 病 ラ ッ トに4週 間 与 え 、肝 臓 リン脂 質 と赤 血 球 脂 質 のPUFA濃 度 を比 較 した。L

SAF群 で は、 従 来 の知 見 通 り肝 臓 リ)1脂 質 の20:4n-6の 減少 を認 めた が 、PER群 で は

20:4n-6濃 度 は変 化 せ ず 、20:5n73濃 度 の減 少 を認 め た(table10)。 両 食 餌 群 で 、対 照

と糖 尿 病 ラ ッ トの 肝 臓 リン脂 質22:6n-3濃 度 に有 意 な変 化 を認 め なか っ た。赤 血 球 脂 質 の

22:6n-3濃 度 変 化 もわ ずか だ っ た 。

第4節 .食 餌性DHAに よるC18お よびC20多 価不飽和脂肪酸活性化の冗進と

DHA活 性化への影響

食餌 の 内容 に よ り肝臓 脂 質 中 の22:6n-3濃 度 は増 加 す るが 、 その 増加 には限 度 が あ る。 そ こ

で 、過 剰 に摂 取 され た22:6n-3が どの よ う'に代 謝 され るか を考 察 す るた め に 、本 節 で は 活 性化

に与 え る影 響 を調 べ た 。 サ フ ラ ワ ー油 、大 豆 油 、DHAエ チ ル エス テ ル添 加 油 を含 む 試験 食 で

12週 齢 ま で飼 育 した ラ ッ トの 肝 臓 ホ モ ジ ネ ー トを使 用 し、放 射 標 識 され たPUFAを 基 質 と し

た 時 の ア シ ル・CoAの 生 成量 を測 定 した 。C18、C20PUFAの 活 性 化 はDHA食 群 で 冗 進 し

た が 、22:6n-3の 場 合 は 変化 しな か っ た(table11)。

小括

ラツ ト肝臓での20:5n。3か らの22:6n-3誘 導活性が、新生仔期から離乳後の幼若期 にかけ

て徐々に増加することを認めた。肝臓 ミクロソームの22:6n-3濃 度が最大に達 した状態におい

ても、22:6n-3合 成の抑制は認め られなかった。脂肪酸の鎖長伸長 と不飽和化はインスリン依

存型反応であるが、糖尿病ラッ トの肝臓での22:6n噂3濃 度の減少を認めなかった』また、

一284一



DHAエ チ ル エ ス テ ルの 摂 取 に よっ てC18お よびC20PUFAの 活性 化 冗 進が 誘 導 され た が 、

22:6n-3CoA生 成 に はi奪化 が な く、22:6n-3の β 一酸 化 は元 進 しな いの か、 グ リセ ロ脂 質 合

成 の 場 へ の 供給 が 抑 制 され て い る可 能性 が示 唆 され た 。

総括

マカク属サル新生仔の大脳皮質でのPUFA合 成能は低 く、肝臓では△5不飽和化反応が元進

していることを認めた。また、CoA、ATP依 存型アシルトランスフェラーゼおよびジオレイ

ンを基質 とした時のジアシルグリセロールキナーゼ活性が新生仔期に高 く、次第に減少するこ

とから、ラッ トの大脳皮質での リン脂質合成系が最も活発なのは乳仔期の前半であると考えら

れた。アシルCoAシ ンセターゼ活性の変動から、大脳皮質におけるPUFA利 用が乳仔、幼仔

期に活発であると思われた。また、大脳皮質の脂肪酸組成改変 という意味では、DHAの 積極

的摂取は乳仔期の始めには効果的であったが、生後30日 以後は大豆油食群 との差が小さく、離

乳以後も継続的に摂取する意味は小さいと思われた。肝臓でのDHA合 成および活性化が食餌

性脂質の影響を受けにくいこと、インスリン欠乏状態である糖尿病ラットの肝臓のDHAが 他

のPUFAよ り減少 しにくいことか ら、DHAを 保持する何らかの機構が存在すると考えられ

る。従って、膜脂質のDHAを 維持するという狭い意味では、成熟動物の場合には、特にn-3

系長鎖PUFAを 積極的に摂取する必要は少ないと言える。
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論 文 審 査 の 要 旨

n-3系 多価不飽和脂肪酸め ドコサヘキサエン酸は,高 等動物では脳神経系の膜に高濃度に局

在 しており,そ ②濃度は極めて効率 よく恒常性が保たれているが,極 度のn-3系 脂肪酸欠乏の

際には神経機能の異常が観察 され,こ れらの組織の機能維持に必須な成分と考えられている。 ド

コサヘキサエン酸は,同 じn-3系 のα一リノレン酸から生体内で誘導されるが,こ の活性は,

発達や老化などとともに変化することが示唆されているが詳細は不明である。本研究は,脳 の発

達期に当たることから,ド コサヘキサエン酸の要求性がとくに高い新生仔期における多価不飽和

脂肪酸代謝について検討 したものである。

第1章 において!ま,Mρ6ασα属サルの発達に伴 う大脳皮質および肝臓の脂肪酸組成 と多価不飽

和酸生合成活性の変動を調べ,胎 仔および新生仔ではアラキ ドン酸(20:4n-6)含 量が高 ぐ三脳

の発達に伴って ドコサヘキサエン酸が増加することを認めた。また,脳 における長鎖多価不飽和

脂肪酸誘導活性は新生仔では成長した個体 より著 しく低 く,一 方」母乳にこれら長鎖不飽和脂肪

酸が含まれ,母 親から供給されていることを明らかに した。

第2章 に零いては,発 達期ラットの大脳皮質における多価不飽和脂肪代謝を関連する薩素活性

から評価 し,と くに新生仔においてはリン脂質合成系の代謝が充進していることを見出した。こ

のことは,新 生仔に十分な長鎖多価不飽和脂肪酸を供給することの重要性を示唆している。

第3章 においては,ラ ヅトを用いて食餌性 ドコサヘキサエン酸が大脳皮質および肝臓の ドコサ

ヘキサエン酸濃度の与える影響を検討 し,授 乳期に与えた ドコサヘキサエン酸は脳への蓄積を促

進するが,成 熟 した動物では リノレン酸投与 と変わらないことを明らかにした。

第4章 においては,ラ ヅトを用いて ドコサヘキサエン酸と他の多価不飽和脂肪代謝を比較 し,

ドコサヘキサエン酸代謝は食餌脂肪酸,イ ンスリンレベルなどの因子の影響を受けにくいことを

認めた。

このように,本 研究は発達に伴 うドコサヘキサエン酸代謝の変化を検討 し,脳 の発達期に当た

る乳仔期における栄養成分としての ド・コサヘキサエン酸の意義を明らかにしたもので,乳 児期に

おける脂肪酸栄養について大 きな示唆をあたえるものとして,著 者は博士(農 学)の 学位を授与

されるに十分な資格があると判定 した。

一zss一


