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緒論

1．研究の背景

1－1食分の保健的機能の研究

　食肉および臓器類などの副産物は、生命活動に必要としている成分（脂質、タンパク質、

ミネラル、ビタミン）や、生体機能（免疫学、内分泌系、神経系、循環系）を維持・調節す

るための成分を含有している。古来より疾病や外傷などの際、罹患している部位と同じ部位

の筋肉や臓器を食することで、その治癒を図ることができると考えられたり、臓器粉末が漢

方薬として利用されていることから、食肉レ3）、その副産物4）、加工品4）などが生体調節機能

を有することは十分に期待されることである。また、食肉は古くから、その栄養性が高く評

価されてきた。後に、嗜好性や保健的機能が食品の評価要因となるに至り、それぞれ一次～

三次機能と称されるようになった（表1）。

　　　　　　　　　　　　　　　　表1．食品の機能
一次機能　　　基本的栄養性

二次機能　　　嗜好性（味、香り、外観）

三次機能　　　保健的栄養性（生体調節機能）

近年、特にこの食品の保健的機能（三次機能）に対する関心が高まり、多くの研究が行わ

れるとともに、その成果を生かした食品が次々と登場してきた。農林水産省においても、2004

年8月に発表された「食品機能性研究の推進方針」5）の中で、患者数が多い生活習慣病（糖

尿病、高脂血症、高卑圧など）について、疾病リスクの高い者および患者を対象とした効果

の高い機能性食品の提供を重点化方向にすることを示している。現在では、三次機能を備え

た食品を「機能性食品」と呼んでいる。そのような生理機能を有する物質は、はじめ植物由

来のもの（緑黄色野菜のβ一カロチン、大豆インフラボン砺、ブルーベリーのアントシアニ

ン8））、次に牛乳・乳製品の分野で活発に行われ、ラクトトリペプチド（血圧降下作用）蜘）、

カゼインボスホペプチド（カルシウム吸収促進）などが開発された。一方、同じ畜産食品の

範疇でも、食肉分野での研究は最近になって食肉中に含まれる機能性物質の探索を仲心に活
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発に行われるようになった。その中で、牛骨格筋に多く含まれるカルノシン（抗酸化作用、

運動能力向上作用）11’12）、L一カルニチン13）、鶏骨格筋に多く含まれるアンセリン（運動能力

向上作用、抗酸化作用）11）、その他、グルタチオン（抗酸化作用）14）、タウリン（肝機能改

善作用）瑚、クレアチン（抗酸化作用）1の、共役リノール酸1ηなどの生理活性が発見された。

　この中でも特に、レカルニチン、共役リノール酸は注目を浴びている物質である。：L一カル

ニチンは、食肉には比較的多く含まれ、特に牛肉には多い（130mg！100g程度）。この物質は、

脂肪酸（fヒee　f雄y　acid，　FFA）の分解を促進することによりトリグリセリド（tdglyceride，　TG）

の蓄積を抑制し、脂肪肝の生成を予防するのに役立つとされている。また、スタミナ維持や

疲労回復にも効果があるため16’18’19）、スポーツ飲料の素材としても利用されている。欧米で

は、：L一包ルニチンを含むダイエット用サプリメントも市販されている。

　共役リノール酸は、リノール酸の幾何学異性体であり、反甥動物の脂肪に多く含まれる。

反歯胃に棲息する微生物は、リノール酸を共役リノール酸に変換し、生成した共役リノール

酸は乳房や筋肉に移行する。このため、牛乳や牛肉は共役リノール酸をもっとも多く含む食

品となっている。共役リノール酸は抗がん作用・抗動脈硬化作用切を持つことで注目され

ている。

　このように、食肉の分野では、近年になってようやく食肉の摂取と健康との関係に注目し

た研究が増えつつある状況である。

1－2特定保健用食品の現状20）

　特定保健用食品とは、食生活において特定の保健の目的で摂取する者に対し、その摂取に

よって当該保健の目的が期待できる旨の表示をする食品であり、栄養改善法第12条第1項

に基づき、厚生労働大臣の許可を受けなければならないものとして、平成3年9月1日から

スタートした。現在、許可されている特定保健用食品の内訳は、（1）お腹の調子を整える食

品、（2）コレステロール（cholestero1，　CH）が高めの方の食品、（3）CHが高めの方，お腹の

調子が気になる方の食品、（4）血圧が高めの方の食品、（5）ミネラルの吸収を助ける食品、
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（6）ミネラルの吸収を助け、お腹の調子が気になる方の食品、（7）むし歯の原因になりにく

い食品、（8）歯を丈夫で健康にする食品、（9）血糖値が気になりはじめた方の食品、（10）食

後の血中TGが上昇しにくく、身体に脂肪がつきにくい食品、（11）食後の血中TGが上昇

しにくい、またCHやTGが気になる方の食品、（12）食後の血清TGが上昇しにくい食品

の12項目に分類されている（厚生労働省ホームページ21）に記載）。このうち動脈硬化性疾

患と関連のある食品は、上記番号の2、3、9～12の6項目となっており、90食品が認めら

れている。この分野への注目がいかに大きいかが伺われる。

　こうした高脂血症の食事療法に関する特定保健用食品の多くが、大豆タンパク、リン脂質

（phospholipid，　PL）結合大豆ペプチドと水溶性食物繊維の低分子化アルギン酸ナトリウム、

サイリウム種皮由来の食物繊維、キトサンで、その他、植物ステロール（エステル）、ジアシ

ルグリセロール、グロビンタンパク分解物からなるものである。大豆タンパクによるCH低

下作用については多くの報告22）がある。その機序については、分解された大豆タンパクの

ペプチドが腸管内で胆汁酸を吸着し、胆汁酸の再吸収を抑制するためと、食事由来のCHの

腸管での吸収抑制などが考えられている。低分子化アルギン酸ナトリウム、サイリウム種皮、

キトサンなどの食物繊維のCH低下作用についても、大豆タンパクと同様の機序が考えられ

ている。植物ステロールのCH低下作用については、　Amedcan　He飢Association（AHA）のガ

イドラインで取り上げられていることもあり、注目を集めている。植物ステロールの作用は、

食事由来のCH：の腸管での吸収抑制である。一方、ジアシルグリセロールとグロビンタンパ

ク分解物の血清脂質に及ぼす影響は、食後の血中TGの上昇抑制である。近年、食後に見ら

れるカイロマイクロン（chyromicron，　CM）の増加を主体とした血中TGの増加を食後高脂血

症として、動脈硬化ゐ一因子と捉えるようになっている。ジアシルグリセ八一ルは腸管で吸

収されにくく、食後高脂血症を起こしにくい脂肪として注目されている。

　また、動脈硬化性疾患の発症には、酸化リポタンパクの関与が考えられていることから、

動脈硬化の予防にビタミンE、ビタミンC、カロチノイド、ポリフェノールなどの抗酸化物
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が注目を集めている。

　食後の血糖値を下げる食品としては、難消化性デキストリンを中心に小麦アルブミン、ギ

ャバ葉ポリフェノー・ル、豆鼓エキス、L一アラビノースの5種類が成分として、20品目が認

められている。また、血圧に関与するものとして、サーデンペプチド、カゼインデカペプチ

ド、ラクトトリペプチド、かつお節オリゴペプチドなどのペプチドがあり、これらは、アン

ジオテンシン変換酵素阻害による血圧低下を期待するものである。現在23品目が認められ

ている。

　このように、動脈硬化性疾患に関連する特定保健用食品として、多数の品目が認められて

いる。これらは、高脂血症、高血圧、糖尿病などの予防に密接に関連しているが、治療薬と

して認められているわけではなく、あくまでも各自の判断で利用する食品である。

1－3脂質代謝異常と虚血性心疾患（Ishemic　He紐rt：Disease，　Im）の関係

　わが国においては食生活の欧米化とモータリゼーションの発達により、高脂血症、高血圧、

糖尿病、痛風、肥満などに代表される生活習慣病が増加し、大きな社会問題となっている。

いずれの病態もIHDのリスクファクターと呼ばれ、心筋梗塞の発症率の上昇をもたらすこ

ととなる。疫学的に心筋梗塞の発症との因果関係が明らかなリスクファクターは、血中CH、

特に低比重リポタンパク（low　density　Iipoprotein：LDL）。CHである。　LDLが変性し、動脈硬

化促進的なリポタンパクとなるからである。様々な介入実験から、食事療法、運動療法や薬

物療法によりLDL－CH値を低下させると心疾患の発生を予防し得ることが明らかになって

いる符25）。動脈硬化症は、多くのリスクファクターにより発症・進展する。これまでの多く

の基礎やよび臨床研究から、脂質代謝と動脈硬化症とが密接に関連することは明らかである。

　主な血清脂質には6H、　T（気PL、　FFAがあり、それらの中で臨床的に問題となる脂質は、

血清CH、血清TGで、脂質代謝異常はそれらの脂質の量により高CH血症、高TG血症に

分類される。しかし、現在では脂質代謝異常を検討する際、リポタンパク中の脂質量や質の

変化を捉えることの重要性が提唱2のされている。
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　脂質は、それだけでは水に不溶であるため、血中ではタンパク質と結合し存在する。この

タンパク質をリポタンパクと言い、比重によりCM、超低比重リポタンパク（very　low　density

lipoprote㎞，　VLDL）、中間比重リポタンパク（inte㎜ediate　density　lipoprotein，　IDL）、LDL、そ

して高比重リポタンパク（high　density　lipoprotein，　HD：L）に分類される。その中でも前述した

LDLとともに、　HDLが多大な関心を集めるようになった。その理由として、臨床的あるい

は疫学的研究により血清HDL濃度と動脈硬化疾患発生率との間に強い負の相関があること

が明らかにされた面ことによる。この血清HD：L濃度が高いと動脈硬化が起こりにくく、そ

れが低いと動脈硬化が進展し易いという大変興味ある事実は、CH逆転送（hverse　CH

transport，　RCT）の概念の確立と、コレステリルエステル転送タンパク（cholesteryl　ester

transfbr　protein，　CETP）の発見により裏付けられている28）。すなわち、末梢細胞から遊離CH

（丘ee　cholestero1，　FC）の形で引き抜かれたCHはHDL上でレシチンーコレステロールアシルト

ランスフェラーゼ（1ecithhl　cholesterol　acyltransfbrase，　LCAr）の作用でエステル化され、コレ

ステリルエステル（cholesteryl　esteちCE）としてHDL内部に保持される。このようにして、

HDLはCE含量を増加しながら成熟し、最終的には肝臓へと転送される。その過程は3種類

あり、HDL粒子自身が全体として肝臓に取り込まれる過程と、　HDLのCEが選択的に肝臓

に取り込まれる過程と、HDLのCEがCETPの作用によってアポB含有リポタンパク（V：LDL，

IDL，　LDL）へと転送され、こうしてHDLからCEを受け取ったアポB含有リポタンパクが

LDL受容体やレムナント受容体を介して肝臓に取り込まれることによって、結果的にHD：し

のCEが肝臓に転送されることになる間接的な過程である。ヒトにおいてはこのCETPを介

するHD：L－CHの肝臓への転送過程がHD：L代謝およびCH：逆転送において重要であることが

明らかになっている（図1および図2）。

　一方、TGは主にグルコースから解糖系により代謝されて生成したグリセロール3一リン酸

（G3P）から、ホスファチジン酸経路で合成される。肝臓で合成されたTGのほとんどは

VLDLの形で分泌される。基質となるアシルーコエンザイムA（acyl　coenzyme　A，　acyl－CoA）の
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ボタンパクにリポプロテインリパーゼ（1ipoprotehl　lipase，　LPL）が作用して生成したFFA、③

脂肪組織の貯蔵TGがホルモン感受性リパーゼ（ho㎜one　sensitive　lipase，　HSL）により分解さ

れて生成したFFA、ヒトでは②と③が主である。血液中に入ったTGの分解は、　LP：しと洞性

TGリパーゼ（hepatic　tdglyceride　lipase，　HTG：L）によって行われる。

　LPLの最も重要な役割は、小腸から消化吸収された食事由来のTGを運搬するCMおよび

肝臓で合成分泌されたTGを運搬するVLDLのTG水解である。小腸から胸管を経て循環血

中に流入したアポタンパクB48を含むCMは、　LP：しの活性発現に必要な因子であるアポタ

ンパクC－IIをHD：L粒子から受け取り、成熟CMとなる。このTGは、：LPLによって大部分

FFAとグリセロールに水解され、表層のアポタンパク（A，C，Eなど）やPLはHDL粒子に転

送され、粒子サイズの小さいCEに富むカイロマイクロンレムナントになる。カイロマイク

ロンレムナントは、肝臓のアポタンパクEを認識するレムナントリセプ穴山によって取り

込まれ処理される。肝臓から分泌されたVLD：しの大部分もLPLによってFFAとグリセロー

ルに水解され、表層のアポタンパク（C，Eなど）やリン脂質はHDL粒子に転送され、粒子

サイズが小型化したIDL粒子となる。　IDL粒子はアポタンパクC－II含量が低いためLPLの

基質となりにくく、IDLのTGはHTGLによって水解され、　LD：L粒子になる。　CMやVLDL

のTGがLPLにより水解されて生じたFFAは脂肪細胞に取り込まれ、再び内因性のTGへ

再合成されて貯蔵される。このTGは必要に応じてHSLの作用を受け、　FFAとなり、循環

血中に放出されアルブミンと複合体を形成して肝臓に取り込まれ、FFAはβ一酸化でエネル

ギー源として利用され再びTGに注意成され、　VLDL粒子の成分として分泌される。　CMや

VLDLがLPLの作用を受け、　TGを失い粒子サイズが小さくなるとき、余剰のアポタンパク

やPLは円…盤状の原始HDLに転送され、　HDL粒子形成が促進される。原始HDLは細胞の余

剰のCHや各リポタンパクのCHを引き抜き、表面のCH：はHDL粒子中に存在するLCAr

の作用によってCEに変換され粒子の中心部に移行する。　CEに富むHDLはCMやVLDL

と接触し、HDL粒子に存在するCETPの作用によってHDL粒子はTGを受け取るとともに
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CEをCMやVLDLに転送する。これらの過程でHDL粒子形態は次第に球状になり、TGと

cEに富むHDL　3へと成長していく。HD：L　3はさらにLcArやcETP作用によりHDL　2へと変

換し、最終的には肝臓のHDLリセプターに認識されて処理される。これらHDL粒子によ

るCHの転送はLDL粒子とは逆で、末梢組織から肝臓へと転送されているのでCHの逆転

送と呼ばれている。HTGLは、　HDL代謝においてHDL2→HDL3への変換を促進してHDL　3

量を増加させ、結果的に末梢組織から肝臓へのCH逆転送を促進する働きをしている29）。

　このように、IHDのリスクファクターである脂質代謝異常、特に高脂血症、高：LD：L血症

ならびに低m：L血症を可能な限り早期に発見し対処することは、虚血性心疾患を予防する

上で非常に重要なことと言える。

　わが国における脳卒中、皿）および循環器疾患のリスクファクターの現状を把握する目的

で、2000年1L月に第5次循環器疾患基礎調査30）が全国の30歳以上の男女計8，357人を対

象に実施された。これによると、血清CH値は、1980年から1990年にかけて、各面、年齢

層で10～15mg／d1の上昇が観察されたが、1990年から2000年忌かけては、男性でほぼ横ば

いから、30～50歳代では若干（3～4mg／dl）の増加傾向、女性ではむしろ低下傾向にあった。

このことから、日本人成人のCH値の上昇傾向は止まりつつあると思われる。医師より高脂

血症といわれた者の1／3以上が食事や運動の指導を受けており、脂肪やCHの多い食べ物を

控えたり、体重を減らすようにしている者も多い。医療機関や地域保健などで行われるこの

ような非薬物的な介入も、集団でのCH値の低下に貢献していると述べている。しかし、食

生活などの世代間の差を考えると、これらの介入のない小児期、青春期における「食育」の

必要性が考えられる。これについては、国民が健全な心身を培い豊かな人間性を育む心許を

推進するため、施策を総合的かつ計画的に推進することを目的とし「食育基本法」が平成

17年6’月10日に成立し、7月15日に施行された。内閣府31）、農林水産省32）、厚生労働省

21）、文部科学省33）が、生活習慣病を防ぐため小児期、青春期より、食込活動を家庭、地域、

行政の三位一体で推進することを提唱している。
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2．研究の目的

24パントテン酸研究の歴史

　パントテン酸（pantothenic　acid，　PaA）に関する初；期の研究は、他の多くのビタミンと同様

に微生物を含めて各種の生物の生育因子あるいはヒトにおける欠乏症治癒効果などを対象

として行われてきた。PaAの生体内での機能の解明は1947年、：Lipmannらのアセチル化を

行う酵素の補酵素coellzyme　A（CoA）にPaAが含まれているという発見34）により急速に発

展した。彼らは、この物質をハト肝臓より分離・精製し、その構造を決定した罰。さらに、

Mof鰍とKhoranaは、CoAの全化学合成に成功し、その構造を確定的なものにした絢。　Lynen

とReichert（1951）によって、アセチルCoA（acetyl　CoA）．が発見されるに及び、　PaAの生理作

用がほとんどCoAの機能との関連で解釈されるようになった鈎。その後、　FFAの生合成に

必要なアシルキャリアプロテイン（acyl　carder　protein，　ACP）の活性基として、4’一ホスホパン

テテイン（4’一phospho－pantetheine，　P－PaSH）の形で含まれていることが、　M句erusらによって

明らかにされ38）、PaAの生体内での役割はいっそう注目されるようになった。

天然においてPaAは、　CoAやACP以外にも、PaAからCoAまでの生合成の中間体などの

誘導体として見出されている。古くはSnellらが、乳酸菌の一種である加。励αc∫11π3わ〃1gα7∫oπ3

やしαo∫o肋。∫〃π訥θ1vθ∫∫o〃5の生育因子、すなわ，ち、加。励αo’11π訪〃1gα7’o〃5　factor（LBF）がパン

テテイン（pantetheine，　PaS耳）であることを見出している39）。乳酸菌中に存在するPaAの形

態について、『 fem廿narioら40）のし．　plo漁ア〃〃2中の結合型PaAの研究によれば、大部分が4’一

ボスホパントテン酸（4’一phosphopantothe㎡c　acid，　P－PaA）であるという。動物では、　PaAは生

合成されないが、植物、酵母、大腸菌などにおいては諭、α一ケトイソ吉草酸より、ケトパ

ントイン酸、さらにパントイン酔へと合成される（図3）。パントイン酸はリン酸化され
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パントイルATPが生成され、酵素反応でβ一アラニンと縮合してPaAが生成される。

すべての動物組織では、食物から得たPaAからCoAを合成する能力をもっている。

それぞれの組織でCoA合成の律速段階になっている反応は、PaAからP－PaAに進むリン酸

化の反応であり、これを司るのはパントテン酸キナーゼである41）。1分子のPaAから1分

子のCoAを合成するために4分子のArPを必要とする。　ACPは、　P－PaSH：残基を持ってい

るが、これは4’一ホスホパンテテインーアポACP一トランスフェラーゼの作用で、　CoAから転

移されたものである（図4）42）。

動物におけるCoAの分解については、まだその機構が解明されていない点もあるが、原則

的には、CoA生合成の逆反応をたどると考えられている。

PaAの代謝機i能として第一にあげられることは、アシル基の転移である。　CoA、　ACPとも、

PaSHを含む酵素はすべて、アシル基転移反応の活性部位としてP－PaSHの遊離のSH基を用

い、その機能は、結局アシルグループのキャリアとして働いていることになる。CoAは、

アシルグループと高エネルギー結合で、チ亀甲スチル型をしている。これらのアシル誘導体

は、縮合・添加反応、アシル基転移反応、電子論核反応など多くの代謝反応に関与している。

これらの中で最も重要なものはacetyl　CoAであり、この物質は、　FFA、アミノ酸および炭

水化物の代謝によって生成し、TCAサイクルに入ることができるので、3大栄養素からのエ

ネルギー生産にとって重要な働きをしている。FFAがミトコンドリア膜を通過するには、acyI

CoAのままでは通過できないので、膜間腔において、いったん、カルニチンーアシルCoAト

ランスフェラーゼ（camitine　acy1－CoA　trans免rase，　CAr）の作用でアシルーカルニチンエステル

となり、この形ではじめて膜を通過することができる（図4）43）。β一酸化がなされているミト

コンドリア・マトリックス内部で再びFFAはacyl　CoAとなり、β一酸化を受ける。このよう

に、CoAは脂肪の代謝との関連は深く、この他にも、　FFA生合成、　TGの合成時には、　FFA

がCoAで活性化される必要があり、FFAのβ一酸化では主役的役割を果たしている（図4）。

CoAは、　CHの合成、ステロイド系ホルモンの代謝にも関わっている。
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PaAの欠乏では、外観的症状として成長停止、体重減少、皮膚炎、脱毛などが見られる。

特に、皮膚は一般にCoA需要が高く、皮膚炎患者では血中PaA含量が低下している44）。　PaA

欠乏によるアセチルコリン（acetylcholine，　Ach）生成能の低下、ステロール性ホルモン生産

能の低下、副腎の障害などが皮膚炎の理由として考えられている。病理解剖的所見としては、

十二指腸潰瘍などの消化管の障害、脂肪肝、副腎の壊死などが見られる。脂質代謝に及ぼす

影響として、必須FFAを含む長峡FFAの酋長延長（chain　elongation）に障害が見られたり紛、

また脂質過酸化が増大することが知られている伺。その他、PaA欠乏マウスでは、動作が

粗暴化し、脚の式場を思わせる痙攣を伴った失調歩行など神経系の障害が見られる。これは、

神経刺激のchemical　mediatorとしてのAchの再合成にCoAが必要なことから、　Achの欠乏

が原因と考えられている粉。

副腎は肝臓についでPaA含量が高く、PaAの欠乏は、副腎の肥大、壊死あるいは出血を起

こすことが古くから知られている。これらの症状は、副腎におけるステロイドホルモンの生

成・分泌の障害による鋤。Greenberg49）、　GlickとTwedt50）らは、シロネズミの副腎における

CoA分布に対するPaAおよびACTH（adrenoco質icotropic　ho㎜one，副腎皮質ホルモン）投与

の影響を検討し、ACTH：投与はステロイドホルモンの産生部位である副腎皮質のすべての層

（球状層、索状層、網状層）で遊離型PaAを減少させるが、索状層における結合型PaA（CoA）

を選択的にかっ顕著に増加させることを明らかにした。索状層はPaAを欠乏させたとき、

最も急速にCHの消失の起こる場所であり、また出血性壊死の最も起こりやすい場所でもあ

る。このことから、副腎皮質の索状層はACTHの刺激に対して最も感受性の高い活発な機

能を持つ部位であることが伺える。PaA欠乏動物が各種のストレス、例えば寒冷、低酸素圧、

遊泳、薬物（ホルマリン）に対する抵抗力の弱いことは副腎機能を通して解釈され、また、

PaA欠乏動物における塩類および水分代謝の障害も脳下垂体一副腎系の障害を介するとされ

ている51）。

近年・アルコール症が世界的に増加し、これらの患者についての栄養学的研究も増えてい
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る。急性アルコール症の血液あるいは血清中のPaA関連物質のレベルが低いことがよく知

られており52）、しばしば脂肪肝と付随して発見されることがある。また慢性のアルコール

症でも、肝臓中PaA関連物質の低下がみられ53）、極端な脂肪肝が伴うことが多い。アルコ

ール症では肝臓へのPaA関連物質の貯蔵が妨げられている可能性が示唆される。アルコー

ル症では、血流中のPaAレベルが正常者の数倍もあるにも関わらず、肝臓中のそれは低下

していることが観察されている54）。

2－2パンチテインーS一スルホン酸カルシウムの化学的性質および生理作用

新しい機能性食品となりうる物質を生み出すため、著者は食肉あるいは食品中に含まれる

成分あるいはその誘導体について調査を行い、牛、豚、鶏の肝臓中に多く含まれるPaAの

誘導体であるパンチテインーS一スルホン酸（D－Pantetheine－S－sulfbnic　acid，　PaSSO3H）に注目し

た。PaSSO3Hは図5に構造式を示すように分子内にスルホン酸基を含有する分子量358。4の

PaA誘導体である。　PaSSO3HのCa塩であるパンチテインーS一スルホン酸カルシウム（calci㎜

D－pantetheine－S－sulfbnate，　PaSSO3Ca）は、白色～微黄色の粉末で水に溶けやすくエタノール

には極めて溶けにくく、クロロホルムにはほとんど溶けない化合物である。工業的にもPaA

とブンテ塩より収率よく一段階の反応で生産する方法が確立している。

　　　　　　CH3　0H
　　　　　　l　I

HOCH2－C－C－CONHCH2CH2CONHCH2CH2SSO3・C3112
　　　　　　1　1

　　　　　CH3　H

図5．パンチテインーS一スルホン酸Caの構造式
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　乳幼児の下痢症治療法の1つとして、古くから欧米、特にヨーロッパでは、ニンジン、リ

ンゴ、バナナ、いなご豆などが使用されており、特殊な妙味のある効果を発揮することが経

験的に認められている。これらが日本でも太田らにより広く乳幼児の下痢症に使用され、サ

ルファ剤や抗生物質とは全く異なる治療法であることが確認54）されている。それらの野菜

や果物を下痢症の患者に与えると、まもなく容積の多い有形便を排泄することから、その作

用機序の主役はペクチンとリグニンの膨化作用、吸着作用、コロイド粒子による腸管上皮細

胞の保護収敏作用ならびに緩衝作用であろうと言われていた罰。しかし、1908年「モロー

のリンゴ療法」で有名なモローは、ニンジンスープが有効な原因の1つは腸内細菌叢の変動

であるとし、消化不良症と腸内細菌との関係は大腸菌の腸内増殖が重要な意義を持っている

ことを示唆した狗。黒宮は、ニンジン、リンゴ、バナナなどがヒトの腸内ビフィズス菌を

旺盛に増殖させることを確認している勃。ニンジンをはじめとする野菜や果物中のビフィ

ズス菌増殖促進物質の検索は、東京医科歯科大学小児科と東京大学薬学部とが数10年にわ

たる共同研究の結果、人参からPaSH類縁物質をビフィズス因子として見出している。それ

は、4’一ホスホパンテテインーS一スルホン酸（4’一phosphopantetheine－S－sulfbllic　acid，　P－PaSSO3：H）、

P－PaSH、　PaSH、ボスホパンテチン（phosphopantethine，　P－PaSS）、パンチチン（pantethine，　PaSS）、

PaSSO3H、3’一デポスホーCoA－S一スルホン酸（3’一dephospho－coenzylne　A－S－sulfb㎡¢acid，

Dp－CoASSO3H）などである58）。ビフィズス菌の中には、　PaAを利用するものとPaSH類縁物

質を要求するものとがあり、後者はPaAからCoAに至る段階で作られる物質であり、それ

らがビタミンとして利用されるものであることが知られている59）。

　このようにPaSSO3：Hは、はじめビフィズス菌の生育を加v’か。で促進すること60）、’乳幼

児のミルクに添加することにより、小腸内のビフィズス菌数を増加させることが61）が明ら

かとなり、ニンジンのビフィズス因子中のビタミン活性物質としてその構造が確定した鋤。こ

また、PaSSO3Hは、　B卵40ゐαo∫θ7∫〃励哲4〃〃2　N4株を用いた実験により、図6に示すような経

路で、PaSHとなり、P－PaSHを経て58）、エネルギー代謝62）、アセチル化作用63）、また、　FFA
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Membrane
Medium Cell

@PaSS→　　P－PaSHPaSS

o－PaSII

PaSSO311

@　SO3か

　　　　　　　　　〆↑脚一も㎜

@　　　　　　　　　　　　，一@　　　　　　　　　　SO3溜

1）P－CoA

　↓

　CoA　
↓

ACP

　　　　　図6．ビフィズス菌におけるPaSSO3H：の代謝経路

PaSS：pantethine　P－PaSH：4Lphosph◎pantetheine　PaSH：pantetheine
Dp－CoA：dephospho－CoA　CoA：coenzymeA　ACP：acyl　cam’er　protein

のβ一酸化桝）に重要な役割を有するCoAおよびACPを生成することが明らかにされた笏。

　動物細胞には多くのPaA誘導体が存在しており62）、PaAからCoAが合成される64）。また、

今回の実験において対照物質として用いたパンチチン（PaSS）は、　PaAにシステアミン

（H2NCH2CH2SH）が結合した化合物であるPaSHが2分子ジスルフィド結合した化合物で

ある。現在、臨床的に高脂血症や、それを伴う糖尿病、冠動脈硬化症などに広く用いられ、

血清CHやTGの降下作用が報告されている爾。また、田Dの危険因子であるHDL－CHの

低下を抑制あるいは上昇させることにより、動脈硬化を起こりにくくするということ碕で

も注目を浴びている化合物である。PaSSの脂質低下作用機序についても多くの報告があり、

HDLの増加については、　LPLおよびLCAr活性増強に基づくVLDL－HDL経路の促進砺、ア

ポタンパクA－1（ApoproteinA－1，ApoA－1）合成の促進65）によることがわかっている。　TGの

低下については、PaS　Sより合成されたCoAによるFFAのβ一酸化の充進68）、　LPLの活性化

69）に起因していると言われている。そして、実際、高CH飼料飼育ウサギに投与した場合、

動脈硬化を抑制することがCarraraら70）によって示されている。
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2－3研究の目的

　PaSSについては上述のように多くの報告が見られるが、　PaSSO3Hの脂質代謝に影響を及

ぼすという知見は、現在全く得られていない。しかし、前述した図6のβ哲40加。∫θ吻〃狛哲ぬ〃2

N4株を用いた実験結果で明らかなようにPaSSO3Hは、　P－PaSH以降PaSSと同様の変化を

たどっている。

　PaSSO3Hが、動物においてもビフィズス菌での経路と同様な代謝でCoAを生じる可能性

や、これと構造類似のPaSSが、ヒトの高脂血症治療のため臨床的に使用されている点を考

えると、脂質代謝に対して影響を及ぼすことが充分推定される。また、スルホン酸基を含有

することにより、PaSSとは異なった効果が期待できる。

　以上の見地から、PaSSO3Hの脂質代謝に及ぼす影響について以下の検討を行った。

PaSSO3Hは粘稠性が高く結晶化が困難なので、検討にはそのカルシウム塩であるPaSSO3Ca

を用いた。

　第1章では、PaSSO3Caのマウス、、ラット、ハムスター、ウズラの血清・肝脂質への影響

を検討した。第2章では、高CH飼料で飼育したマウス、ラット、ハムスター、ウズラ、ウ

サギの血清・肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響を検討した。ウズラ、ウサギについては動脈

硬化に及ぼす影響についても検討を行った。第3章では、卵黄投与、PTU投与による甲状

腺機能低下、トライトン高脂血症ラットの脂質代謝に及ぼすPaSSO3Caの影響を検討した。

第4章では、イントラリポス、オリーブオイル、フルクトース、アロキサン、エタノール（急

性的・慢性的）、エチオニン、オロチン酸、テトラサイクリン処置により実験的高TG血症・

脂肪肝ラットを作成し、これらのモデルでのPaSSO3Caの作用を検討した。第5章では、ラ

ットを用いPaSSO3Caが血清CH低下作用を示した1％CH：（0．5％コール酸ナトリウム、sodi㎜

cholate、　CA）含有飼料飼育条件でCH低下の作用機序を、　CH低下作用を示さなかった市販

飼料で飼育した条件でなぜ血清CH低下を示さなかったか、またTG低下の作用機序につい

ても検討を行った。
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　動物実験は、東京薬科大学実験動物倫理規定により、動物の苦痛を極力考慮した状態で実

施した。
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第1章　各種動物の血中・肝脂質に及ぼすPaSSO3C3の影響

1．目的

　PaSSO3Caについては、動物・ヒトに対して脂質低下作用を有するという知見は現在まで

に全く報告されていない。しかし、同族化合物であるPaSSに関しては、　clo飾rate71）、

pravastatin72）、　probuco173）などのCH合成阻害剤、　cholestylamine74）のようなCH異化促進剤と

異なり、作用が非常に緩和で市販飼料で飼育した（正常飼料）ラット（正常ラット）に投与

しても血清CH、　TGの低下作用は弱いという報告局がなされている。その作用の緩和さか

ら脂質低下剤というよりも脂質代謝改善剤という分類がなされている。また、PaSSには脂

質低下作用に関し種差が存在し、高CH飼料飼育ラットに対する作用は緩和であり⑬、高

CH飼料飼育ウサギ70）、高脂血症ヒト碕に対しては脂質低下作用を有することが知られてい

る。他にもいくつかの脂質低下剤において種差、性差の存在が報告されている7←78）。

　そこで、本章ではPaSSO3Caの血中、肝脂質に及ぼす影響について、マウス、ラット、ハ

ムスターおよびウズラの4種の動物を用い種差の存在の有無を検討し、特にラットに関して

は性差についても検討した。ハムスター、ウズラについては血清リポタンパクを分離し、各

分画に対するPaSSO3Caの影響をPaSSと比較検討した。

2．材料および方法

2－1．供試動物および飼育方法

脂質代謝の正常な鮒ddY系マウス（体重約3・9）・鮒W・t孫ラッ．ト（体重約12・9）、

雄性Golden系ハムスター（体重約80g）、雄性日本ウズラ（体重約80g）’を使用した。性差

の実験では・雌雄Sprague－Dawley系ラット（体重約1609）を使用した。動物はすべて㈱埼

玉実験動物供給所（葛飾・：埼玉）より入手し、東京薬科大学実験動物飼育施設にて飼育した。

飼料は日本クレア㈱（目黒、東京）製CE－2、飲料水は水道水を使用し、それぞれ自由摂取

19



させた。ウズラは、ウズラ飼育用粉末飼料を1日10g制限摂取させた。これらの飼料を正常

飼料とし、これらの飼料で飼育した動物を正常動物とした。飼育室は温度25±2℃、湿度無

量5％前後に調節され、照明の点灯は7：00から19：00まで行った。

2－2．試薬

　PaSSとPaSSO3Caは相互薬工㈱（相模原、神奈川）製、他の試薬は特級品を使用した。

2－3．PaA誘導体投与

　マウスとラットには、PaSSO3Caおよび対照化合物のPaSSをそれぞれ、　PaA量として同

量になるように1，361および1，000mg，生g／BW、1日1回、2週間経口投与した。ハムスター

とウズラの実験では、食餌中にPaSSO3CaまたはPaSSを1．36％と1％の割合で添加し、バム

スターで4および8週間、ウズラで7週間投与した。

2－4．血液・肝臓の採取および脂質の測定

　マウスはエーテル麻酔下、ヘパリン・生理食塩水で洗浄した注射器で心臓採血した。ラッ

ト、ハムスターはエーテル麻酔下、断頭採血した。ウズラはエーテル麻酔下、翼下静脈より

定期的に採血し、最終採血は心臓より行った。採取した血液から遠心分離により、血清ある

いは血漿を得た。すべての動物で開腹後、眼科バサミで肝臓を摘出採取した。肝臓から0．25M

ショ糖液で調製した肝臓の10％ホモジネートを調製し、脂質測定に供した。血清（血漿）中

コレステロール（CH）は酵素法79）、トリグリセリド（TG）はGPOrρ一クロルフェノール法

80）、リン脂質（PL）は酵素法81）、脂肪酸（FFA）はDoncombe法82）およびHigh　Density：Lipoproteh1

（HDL）一CH：はヘパリン・マンガン結合沈殿法83）を用い定量した。以下に簡略に測定法の

原理を示す。

　CHの酵素法では、試料中のCEをコレステロールエステラーゼでFCに分解し、もとも

と試料中に存在するFCと分解で生じたFCをコレステロールオキシダーゼで酸化すると∠

4一コレスチノンと過酸化水素が生成する。この過酸化水素に4一アミノアンチピリンとフェ

ノールを反応させ、生成した赤色キノン色素の505㎜の吸光度を潰掟することにより、CH
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を比色定量した。

　TGのGPOrρ一クロルフェノール法は、試料中のTGにしP：Lを作用させ、グリセリンとFFA

に分解し、生成したグリセリンを、ATPおよびグリセロキナーゼの作用でグリセロールー3一

リン酸とし、さらにグリ争乱ールー3一リン酸オキシダーゼの作用で酸化させ、ジヒドロキシ

アセトンリン酸と過酸化水素を生成させる。この過酸化水素からCHの酵素法と同様に赤色

キノンを生成させ、505㎜の吸光度を潰回した。

　Pしの酵素法（コリンオキシダーゼ・フェノール法）は、　PしにホスホリパーゼDを反応さ

せ、生成したコリンをコリンオキシダーゼでベタインと過酸化水素に分解する。この過酸化

水素からCHの酵素法と同様に赤色キノンを生成させ、505㎜の吸光度を測定した。

　FFAは、試料に硫酸銅試薬と抽出液を加え振とうすると、試料中のFFAはタンパク質と

の結合が切れると同時に銅塩となって抽出陣中に移行分離される。これに発色試液（バンク

プロイン）を加えると、銅はバンクプロインと特異的に結合し、キレート化合物を生成し、

黄褐色を呈するので、480㎜の吸光度を測定した。

　HDレCHのヘパリン・マンガン結合沈殿法は、試料にヘパリンとマンガンを含む沈殿試液

を加え、HDL以外のリポタンパクを選択的に沈殿させ、上清中のCH：を酵素法により測定

した。

2－5．統計処理

　データは平均値士標準偏差で表示し、student’sのか検定で有意差検定を行った。

3．結果

　マウスに2週間投与した時の血漿および肝脂質に及ぼす両PaA誘導体の影響を表1．1に示

した。PaSSO3Ca投与群はマウスの血漿CH、　TG、　Pしの各量を有意に低下させた。　PaSS投

与群では変化はなかった。一方、肝臓中の脂質については、CHに影響せず、　TGが上昇傾

向を示した。PaSS投与でも同様の結果が得られた。
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表1－1．正常マウスの血漿・肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響（2週間投与後）

群
　　CH　　　　　　　　　　　　　PL，
116．6士10．8　　　141．7土29．9　　205．6土23．1　　　　2．6土0．6

　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　　（100）

　　　　　　　　　　　　　　　　ホゆホホ　　　　ホゆゆゆ　　　　　　　　　　ゆゆ84．2士11．8　　　　97．3士30．0　　　150．0土23．6　　　　　　2．6土0．3

　（72）　　　　　　　　（69）　　　　　　　　（73）　　　　　　　　（100）

114．5土6．2　　　127．0±19．8　　　189．6土14．7　　　　2．2土0．5

　（98）　　　　　　　（90）　　　　　　　（92）　　　　　　　　（85）

日　mgldl
TG

肝脂質（m　・1iver）

　CH　　　　　TG

正吊

PaSSO3Ca

PaSS

4．0±2・0

（100）

5．4±1．5

（135）

5．1±1．8

（128）

　　　正吊　に対　る　忌　　り．p＜0．05＊＊，p＜0．01＊＊＊＊．

　　　（）：正常群の値を100とした場合の割合．

　次にWistar系ラットに2週間投与した実験では、両PaA誘導体でTGのみ有意に低下し

た（表1－2）。肝臓では、PaSSO3Ca投与群はCH，TGの有意な低下、　FFAの低下傾向、　Pしの

有意な上昇を示した（表1－2）。PaSS投与群ではPしがPaSSO3Ca投与群と同様に有意な上昇

を示し、CH：に変化なく、TGは上昇傾向を、　FFAは低下傾向を示した（表1－2）。

表1－2．正常ラットの血清脂質および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響（2週間投与後）

　　　　　　　　　血清脂質　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肝脂質

群

正吊

PaSSO3Ca

PaSS

CH　　　　　TG　　　　　PL　　　　FFA　　HDL一α｛　　　　CH　　　　　TG　　　　　PL　　　　　FFA
（m創dD　　（mg〆dl）　　　（mg〆dl）　　（mEq加　　（mg！dl）　　（m　　・Iiver）（m　　・1iver）（m　　・1iver）（mEq／9・1重ver）

93．1ま：1．9　　210．8士25．2　　　108．5±3．0　　0．60±0．08　　62．7±8．8

（100）　　　（100）　　　　（100）　　　（100）　　（100）

99．3±7．9　131．7土34，0艸．　107。5土10．6　　0．61士0．16　　62．6土8．6

（107）　　　　　　（62）　　　　　　　（99）　　　　　　（102）　　　　（100＞

103．8士9．6　　142．1±63．8　　　108．9±7．1　　0．53士0．09　　63．3±9．3

（111）　　　　　　（67）　　　　　　　（100）　　　　　　（88）　　　　　（101）

4。2±0．3　　　　　6．0±0．8　　　　31．1±3．0　　　　5．5士1．8

（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）

3．7士0．5．●． @　　5．3士0．6帥◎　　39．1±3．0傘．．・　　　4．0圭0．5

　（88）　　　　　　　（88）　　　　　　（126）　　　　　　（73）

4．6圭0．4　　　　　7．2土L3　　　　41．9土2．3謬　　　　4．5±1．0

（110）　　　　　　（120）　　　　　　（135）・　　　　　（82）

正吊　に対る　、、　り．p＜0．02＊＊＊，p＜0．Ol＊＊＊＊，p＜0．001　．

（）：正常群の値を100とした場合の割合．

　表1－3にハムスターの血清・肝脂質に対するPaSSO3Ca投与の影響を示した。血清Tbtal

（T）一CHがPaSSO3Caの4週投与により、有意に低下した。これはHD：L－CHおよびT－HD：し

で求めた（V：LDL＋LDL）一CH両分画のCHの低下による。　HDL－C：Hも減少したが、　T・CHに

対するHDL－CHの比率であるHD：L／T（％）は上昇した。よって、（VLDL＋LDL）．CH／HDL．CH：

で求められる動脈硬化指数（Atherogenic　Index、　AI）は有意な改善を示した。　PaSSO3Caは

Tq　Pしも有意に低下させた。　PaSSでも同様な傾向を示した。　PaSSO3Caは肝臓中のCH：を

有意に低下させ、TGも低下させる傾向を示した。両PaA誘導体の8週投与では、血清中の
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各測定パラメーターに対する低下作用が多少強まる傾向にあった。肝臓ではPaSSO3Caで4

週投与と同様の傾向を示し、また、PaSSはCHを有意に低下させ、　TGを上昇させる傾向に

あった。

　　　　　　　　表1－3．正常ハムスターの血清脂質・リボ蛋白および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肝脂質群辮早漏・囎w・・講塁・’AI TG
（md1）

PL

（mdD
　CH　　　　TG
m●1ive「m．1iver

正常

　　156．3±49．2　　62．9；と14．1　　41．3土5．8
4
　　　（100）　　　（100）　　　（100）

93．5土37．1　　　　1．46士0．34　　　285．5土79．8　　　241．7ま65．5　　　　　7．6：と2．1　　　　5．3士0．9

（100）　　　　（100）　　　（100）　　　　（100）　　　　　（100）　　　（100）

　　203．5士17．58
　　　（100）

64．9±6．3　　　32．2士4．8　　　　138．5土20．7　　　2．17」圭0．48　　356．0＝と14α6　　307．6士47．6　　　　　4．4ま0．4　　　5．4ま0．8

（100）　　　（1∞）　　　　（100）　　　　（100）　　　（100）　　　　（100）　　　　　（100）　　　（100）

PaSSO3Ca

　　　　　ゆゆ　　　　　　　　　　　　ゆホ　　　　　　　　　　　　　　な
　　1藍6．8土畳0．9　　　56．7±6．8　　　48．6＝と4．4
4
　　　（75）　　　　（90）　　　（118）

　　　　　　　ゆゆ　　　　　　　　　　　　　　　ゆゆ　　　　　　　　　　　　　　　　のゆ
66．！：上85　　　　1．07土0．19　　490．7士38．1　　214．1±24．9

（？D　　　　　　　　（73）　　　　　　　（67）　　　　　　　　（89）

　　ゆのゆの3．6士0．5　　　　　4．1士0．7

　（47）　　　　　　（77）

　　91．0士31．6響　　39．6±10．！　　445±4．5器　　　514逗1．9謬　　L27士023．脚．　150．8±33．3摺　　1635」：45．9謬
8
　　　（45）　　　　　　（61）　　　　　（138）　　　　　　　（37）　　　　　　　（59）　　　　　　（42）　　　　　　　（53）

　　ゆゆのゆ3．6士0．4　　　　　4．8士0．4

　（82）　　　　　　（89）

PaSS

　　　　　ののらの　　　　　　　　　　　　　　ほの
　　92．1±11．4　　　　45．7土5．5　　　49．8土5．14
　　　（59）　　　　　　　（73）　　　　　　（121）

命　　　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　のゆ　　　　　　　　　　　　　　　ゆゆ
　　465＝上9。2　　　　　1．03士0．21　　　178．0＝と43．3　　　　189．5±25．7

　　　（50）　　　　　　　（71）　　　　　　（62）　　　　　　　（78）

　　らのなゆ3．9士0．9　　　　4．0圭0．4

　（51）　　　　　　（75）

　　114．8土19．6響　　44．3±6．7　　38．9土5．3紳　　　705：と15．2潔　　　1．6（廷0．30ゆ・　3304±94．8　　212。2圭39．7．．．．
8
　　　（56）　　　　　　　（68）　　　　　（121）　　　　　　　（51）　　　　　　　　（74）　　　　　　　（93）　　　　　　　　（69）

2．6土0．1繹　　7．1」」2．0

（59）　　　　　（131）

　　正吊　に対する　、、　り．p＜0．05聯，pく0．01率紳＊，pく0．001（角．

　　（）：正常群の値を100とした場合の割合．

　ウズラへの3週投与では、PaSSO3Caで血清CHが有意な低下を示した以外大きな変化は

なかった（表1－4！。7週では、両PaA誘導体で血清TGが上昇傾向を示し、他の脂質に影響

を示さなかった（表1－4）。11週まで投与を行ったが、同様の結果であった（データ省略）。

表1－4．正常日本ウズラの血清脂質・リボ蛋白に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　投与期間Total　T－CH　HDL・CH　　HDLπ　（T－HDL）一CH　　AI群
　　　（週間）　　（mg！d1）　　（mg！d1）　　　（％）　　　（mg！d1）

TG
（mg！dD

　PL
（mg！dD

正常

3
242．7士16．3　　　136．4土31．3　　55．9±10．0　　　　106．3土21．7　　　0．84士0．32

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N．T．　（100）　　　（100）　　　（100）　　　　（100）　　　（100）
lN．T．

7

PaSSO3Ca
3

217．9圭21．7　　　147．5±32．5　　67．5土12．3　　　　70．4土25．5　　　0．53土0．30　　96．9土12．6　　403．2士37．6

　（韮00）　　　（100）　　（100）　　　（100）　　　（100）　　（100）　　　（100）

　　　　ネ204．8ま：43．5　　　111．8±39．1　　53．9土10．1

　（84）　　　　　　　（82）　　　　　　（96）

98．1土23．2　　　0．91土0．35

　　　　　　　　　　　N．T．　（92）　　　　　　　（韮08）
N．T．

7
198．8士21．8　　138．3土42．8　　65．9士11．9　　　68．5土20．6　　　0．55±0．24　112．5±28．8　　402．2土11．2

　（91）　　　　　　　（94）　　　　　　（98）　　　　　　　（97）　　　　　　（104）　　　　　（116）　　　　　（100）

　　　　　　　　　240．5士32．l　　l41．1土32．3　　58．4士8．5
　　　　　　3　　　　　　　　　　（99）　　　　　　　（103）　　　　　（104）
PaSS

　　　　　　72聯91糊496器2
正吊　に対　る　忌　　り．　p＜0．10＊．

（）：正常群の値を100とし準吐合の割合．NT．：Not　tested．

99．4土20．4　　　　0．74土0．25

（94）　　（88）　NT・　NT・
81．9土21．5　　　0．57土0．19　　140．1土45．9　　401．8土12．9

　（116）　　　　　．（108）　　　　　（145）　　　　　（100）

SD系ラットを用いた性差の実験では、雄で両PaA誘導体投与により、血清FFAが有意に
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上昇し、PaSS投与群でTGが有意に上昇した（表1－5）。一方、雌ではPaSSO3Caは血清Tq

pL，　HDL－CHを有意に上昇させ、血清CHとFFAを上昇させる傾向を示した。　PaSSでも同

様の傾向を示した。雄の肝臓では、PaSSO3Ca投与によりTGが有意に低下し、　PLは有意に

上昇した（表1－5）。一方、雌ではPしが有意に上昇し、　CHは上昇傾向を、　TGは低下傾向を

示した。PaSSではTGが上昇傾向を示した以外、　PaSSO3Caと同様な結果となった。

表1－5．雌雄SD系ラットの血清脂質および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響（2週間投与後）

　　　　　　　　　　　　　　月月
群　　　　　　CH　　　　　TG　　　　　PL
　　　　（mg／dl）　（mg！d1）　　（m｛ヅd董）

　　　　　　　　　　　　　　　月
FFA

（mEψ）

HDL－CH　　　　　　CH　　　　　TG　　　　　　PL

（mg！ω　　（m・hver）（m・liver）（m・11ver）

正常　　　　　45，8±4．7　　52．2±17．5　　92．1±10．6　　0．43±0．17　　　36．6±5．1

　　　　　（100）　　　　　（100）

PaSSO3Ca　　　　43，9士6．7　　　57．3士19．7

　　　　　（96）　　　　　　　（110）

　　　　　　　　　　　　■■PaSS　　　　　　　　52。4土7．2　　　89．7土36．1

　　　　　（114）　　　　　　（172）

（100）　　　　　　（100）　　　　　　（100）

　　　　　　　ゆホゆホ100．2±19．9　　　　0．74圭0，13　　　　　　38．7土5．2

（109）　　　　　　　　（172）　　　　　　　　（106）

　　　　　　　ゆホホホ109．2±18．2　　　　0．98±0．29　　　　　　　39．6±5．9

（119）　　　　　　　（228）　　　　　　　（108）

5．9圭1．1　　　　4．4±L1

（100）　　　　（100）

　　　　　　●■86．7士1．0　　　2．6圭LO

（114）　　　　　　（58）

　　のゆ7．3±0．7　　　　　3．1土LO

（124）　　　　　　（70）

40．9土7．7

　（100）

52．4土4．9鱒．

　（128）

51．7土6．2軸

　（126）

正常　　　　　5L1±6．4　　50，1±6．6　　98．3±11．3　　0．6肚0．08　　　37．9土6．2

　　　　　（100）　　　　　（100）

　　　　　　　　　　　ゆ●PaSSO3Ca　　　　56．8±10．9　　72．5±14．6

　　　　　（111）　　　　　　（145）

　　　　　　　　　　　●■PaSS　　　　　　　　51．8±8，4　　71．5士14，3

　　　　　（101）　　　　　　（143）

　（100）　　　　　　（100）　　　　　　（100）

　　　ののゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆゆ
120．2±16．9　　　　　0．68士0，11　　　　　47．3±8．6

　（122）　　　　　　　　（113）　　　　　　　　（125）

109．9土9．1　　　　　0．71士0．11　　　　　42．9±4．3

　（112）　　　　　　　（118）　　　　　　　（113）

6．5土1．0　　　　4．8土1．5

（100）　　　　（100）

7．9士1．5　　　　4．1±15

（122）　　　　　　（85）

7．6±0．8　　　　6．7土1．8

（117）　　　　　　（140）

42．8土4．2

　（100）

53．0士6．9。纏。

　（124）

53．6士3．8＃

　（125）

正目　に・る，、　り．p＜0．05＊＊，p＜0．02＊＊＊，p＜0．01＊＊＊＊，p＜0．001＃．

0：正常群の値を100％とした場合の割合．

4．考察

　今回、PaSSO3Caの脂質低下作用の有無に関し、各種動物を使用し検討した。血清CH：の

低下作用がマウス、ハムスター、ウズラで、また、血清TG低下作用がマウス、ラシト（雄

性Wistar系）、ハムスターで確認された。これらの作用はハムスターで最も強力に現れた。

このように、PaSSO3Caには脂質低下作用があることが初めて示された。また、種差が見ら

れた理由としては、第一に動物種たよる脂質代謝の違い8側①、例えば、脂質吸収能、コレス

テロール合成能、胆汁酸合成能の差、脂質代謝関連酵素活性などが各動物種間で相違するこ

と、第二にリノレン酸8力、ビタミンE誘導体88）あるいはセサミン89）に見られるように、薬

物自体に対する種による感受性の違いが考えられる。Spadyらgo）はハムスターの脂質代謝が
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ヒトに似ていることを報告しているが、著者の結果もハムスターの正常飼料飼育時の血清脂

質値が比較的高い点、また、リポタンパク組成がヒトに類似している点において、ハムスタ

ーが脂質代謝に影響する化合物のスクリーニングに適していることを示している。

　また、性差の影響という点で、雌雄Sprague－Dawley系ラットを使用し検討した。女性の

閉経後に血清CH、　TGの上昇およびHDL－CHの低下を伴う脂質代謝異常が多発することが

知られており91）、これは女性ホルモンであるエストラジオール（estradio1，　ED）分泌の減少

によることが知られている91）。性差の実験では、PaSSO3Caがこのような高脂血症に対し何

らかの影響を及ぼす可能性があるかを検討した。雄の血清脂質に対する両PaA誘導体の影

響は少なく、雌の脂質に大きな影響を与えた。女性ホルモンであるEDには脂質上昇の抑制

効果が知られており92）、PaSSO3CaにED分泌を経由した脂質代謝への影響が示唆される結

果となった。

　対照化合物として使用したPaS　Sについては、その脂質低下の作用機序は、　FFAのβ一酸化

の充進による93）と言われている。今回の実験において、マウス、ラット、ハムスターへの

PaSSO3Ca投与でPaSS投与よりも強力なTG低下作用を示していた。これはPaSSO3Caがβ一

酸化充進以外の、TG合成阻害、　TG分解充進などの脂質低下作用点にも働きかけているこ

とを示唆する結果である。

　飼猫、犬などペット動物の食餌の高カロリー化により、ヒトの成人病と同様に、脂質上

昇による動脈硬化や脳梗塞が発生している。家畜では、牛の周産期に脂肪肝が多発し、繁殖

障害や乳房炎発症の引き金になると言われている9燗。これらの課題を解決するために、

PaSSO3CaのようなTGに対する低下作用が強力な化合物の適用が必要と思われる。

5．要約

PaA誘導体であるPaSSO3Caの脂質低下作用をPaSSと比較検討した。　PaSSO3Caは各種動

物に対し・脂質低下作用を有していた。また脂質低下作用に関し、種差が存在するかをマウ
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ス、ラット、ハムスターおよびウズラを用いて検討した結果、血清CH低下作用は、マウス、

ハムスターおよびウズラで観察され、ラットでは見られなかった。そのCH低下作用はハム

スターで最も強かった。血清TG低下作用は、マウス、ラットおよびハムスターで観察され、

ウズラでは観察されなかった。作用の強さはハムスターで最も強力であった。血清中のリポ

タンパク組成についても検討を行った。両PaA誘導体はハムスターの（T－HDL）一CHを減少

させ、AIを改善した。このように、　PaSSO3Caの脂質低下作用には種差が存在することが示

された。性差については、Sprague－Dawley系ラットで検討し、雄の血清脂質に対するPaA

誘導体の影響は少なく、雌の血清脂質およびリポタンパク中の脂質に大きな影響を与えてい

た。したがってPaSSO3Caの脂質への作用には性差が存在することが示された。
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第2章　高コレステロール飼料飼育動物の脂質動態に及ぼすP認SO3Caの影響

1．目的

　前章で、PaSSO3Caの各種動物に対する脂質低下作用を検討し、　PaSSO3Caがマウス、ハム

スターおよびウズラに対し、脂質低下作用を有することを明らかにした。

　脂質低下作用を検討する場合、正常動物を対象とするばかりでなく、ヒトの場合と同様に、

食餌中からCHを過剰に摂取したときの、化合物の影響を検討しなければならない。

　そこで今回は、高CH飼料飼育動物の脂質動態に及ぼすPaSSO3Caの影響を調べるため、

マウス、ラット、ハムスター、ウズラおよびウサギを実験動物として用い、動物の週齢、飼

育期間、食餌中のCH含量、　CA添加量を変化させ、高CH飼料飼育動物の脂質動態に及ぼ

すそれらの影響を検討し、同時にそれらの条件下でのPaSSO3Caの脂質動態に及ぼす影響を

検討した。

　血中のCH、　TGを減少させる最終的な目的は、動脈硬化を防ぎ、虚血性心疾患の発症を

抑制することにある。そこで本章では、ウズラ、ウサギについては動脈硬化に及ぼす

PaSSO3Caの影響について合わせて検討した。

2．材料および方法

2－1．供試動物および飼育方法

　供試動物は㈱；埼玉実験動物供給所から購入し、温度25±2℃、湿度50±5％、照明は12時

間毎の明暗サイクル（明時7：00～9：00）に調節された動物室で飼育した。

1）マウス：雄性ddY系マウス、体重209前後および329前後のものを1群5匹ずつ使用し

た。飼料は正常群では日本クレア㈱製、CE－2、高CH群ではCE－2をベースに1％CHおよ

び0・5％CAを添加した食餌（高CH飼料）で2週間自由摂取させた。飲料水としては水道水

を用い自由摂取させた。
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2）ラット：雄性Wistar系ラット、体重120g前後のものを1群5匹ずつ使用した。飼料は正

常群ではCE－2、高CH群ではCE－2をベースに1％CHを添加した飼料（高CH飼料）で2

および4週間、1％CHおよび0．5％CAを添加した飼料（高CH飼料）で1および2週間飼育

した。その他の飼育条件はマウスと同様に行った。

3）ハムスター：雄性Golden系ハムスター、体重80g前後のものを1群5判ずつ使用した。

飼料は正常群ではCE－2、高CH群ではCE－2をベースに1％CHおよび0．5％CAを添加した飼

料（高CH飼料）で1週間、1％CHおよび0．2％CAを添加した飼料（高CH飼料）で3週間

飼育した。他の飼育条件はマウスと同様に行った。

4）ウズラ：雄性日本ウズラ、体重80gを使用した。飼料はウズラ産卵用粉末飼料（日本ク

レア製）で飼育したものを正常群とし、高CH：群では正常群の飼料に0．5％CHおよび0．1％CA

を添加した飼料（高CH飼料）を1日109制限摂取させ18週間飼育した。その他の飼育条

件はマウスと同様に行った。

5）ウサギ：雄性New　Zealand種、体重約2－3kgを1群5匹ずつ使用した。飼料は正常群には

オリエンタル酵母工業㈱（板橋、東京）製、CR－4、高CH群にはCR－4をベースに0．5％C：H

を添加した飼料（高CH飼料）で30日間飼育した。その他の条件はマウスと同様に行った。

2－2．試薬

　PaSSとPaSSO3Caは相互三野㈱製、他の試薬は特級品を使用した。脂質測定用キットは

和光純薬工業㈱（大阪）製を用いた。

2・3．PaA誘導体の投与

　マウス、ラットでは、PaSS（400mg／m1）、　PaSSO3Ca（544mg！血）をそれぞれ1，000』および

1，361mg’生9／BWの投与量で1日1回、高CH飼料飼育開始と同時に終了するまで、連続投与

した。正常群にはPaA誘導体の代わりに水を投与した。但し、1％CHおよび0．2％Na・CA添

加飼料で飼育したハムスターの実験およびウズラを用いた実験では食餌中にPaSSおよび

PaSSO3Caをそれぞれ1％、1・36％の割合で添加し、ウサギでは0．5％CH：飼料に両PaA誘導体
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を1％添加し、高CH飼料飼育開始と同時に終了するまで投与した。

2－4．血液・肝臓の採取

　マウスはヘパリン・生理食塩水溶液で洗った注射器で心臓採血し、3，000回転で20分間遠

心して血漿を得た。ラット、ハムスターは断頭採血し、ウズラは翼下静脈、ウサギは耳静脈

よりヘパリン処理した注射器を用い、必要量採血し、3，000回転で20分間遠心して血清ある

いは血漿を得た。肝臓は採取後ただちに氷冷した0．25Mショ糖溶液あるいは0．9％NaCl液で

洗浄後、細切し、Potter・Elv句hem　typeホモジナイザーを用いて、0．25Mショ糖あるいは

0．9％NaCl液にて10％ホモジネートを調製し、脂質の測定に供した。

2－5．動脈の採取および染色

　ウズラ、ウサギの実験ではすべての大動脈は大動脈弓より腸骨動脈の分岐部まで採取し、

外膜をていねいに剥離し、切開後、SudanlIIにて染色後、トレーシングペーパーで脂質沈着

した部分をトレースし、林らの方法90により、脂質沈着の度合いにより5段階に分け（grade

一，±，＋，＋＋，＋＋＋）肉眼的に判定（表24）した。

　　　　　　　　　表2－1．脂質沈着の判定基準

Grade ± 十 十十 十十十

脂質の沈着度合い（％） 0－5 5－10 10－30 30－50 50－100

2－6．脂質の測定

　血清（血漿）および肝臓中脂質は第1章の方法を用い測定した。

2－7．統計処理

　データは平均値±標準偏差で表示し、student’sのか検定で有意差検定を行った。

3．結　果

1）1％CH＋0．5％CA含有飼料飼育マウスの血漿CHに及ぼすPaSSO3Caの影響

　結果を表2－2に示した。血漿および肝臓中C：Hは、高CH飼料飼育により209のマウスで

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29



3．4倍および0．7倍、32gのマウスでは1．4倍および2．9倍に上昇していた。両体重のマウス

とも血漿CHは両PaA投与により高CH群より上昇していた。

表2－2．1％CH（0．5％CA）含有飼料飼育マウスの血漿・肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響（2週間投与後）

　　　　　　　　　　　CH　mg！dl　　　　　　　　　　　　　　　　　CH　mglg・1iver

群　　　2。9・・　　329・　　　2・9・・　　329・
正日

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

45．5士16．9

152．5士47．6

　（100）

　　　＃297．6土46．8

　（195）

324．0士47．8＃

　（212）

　99．2±6．9

140．2±12．5

　（100）

　　　中ゆ申■203．4ま＝49．4

　（145）

173．4土15．7

　（124）

4．7士0．6

ヨ　ヨ　しむ

（100）c）

9．4士1．4＃

（290）

6．9±1．0＃

（213）

10．3±1．4

30．0±8．2

（董00）

42．6±3．6

（142）

37．9±4．8

（126）

a）　　　・の　　．
（）：高CH群を100とした場合のパーセント

高CH群に対する有意差有り：p＜0．Ol（＊＊＊＊），　p＜0．001（＃）．

2）1％CH含有飼料飼育ラットの血清、肝CHおよび1ipoproteinに及ぼすPaSSO3Caの影響

　結果を表2－3に示した。体重120g前後のラットを1％CH含有飼料で2週間飼育すると、

1btal－CH、（VLDL＋LDL）一CH、　AIは正常群に対し上昇し、　HDL－CH、　HDLITは低下した。

4週間の高CH：飼料飼育により、これらの値に対する影響は少なくなった。　PaSS投与群で

は、2、4週間ともこれらの値に対し低下作用を示さなかったが、PaSSO3Ca投与群では4週

間で有意な低下を示した。PaSSO3Caは2週でHDL－CHを上昇し、4週で有意な上昇を示し

た。VLD：L＋LD：L分画中のCH：は、高CH群で2，4週間とも正常群に対し、顕著な上昇を示

し、4週間ではPaSSO3Caは上昇を有意に抑制していた。HDL／Tは高CH群で顕著に低下し、

PaA誘導体群で上昇したが、　PaSSO3Caの4週投与で顕著な上昇を示した。　AIについても

HDLITと同様の結果となった。

　肝CHは正常群に対し、高CH飼料2，4週間の飼育でそれぞれ3．3倍、4．7倍に上昇して

おり、2週間ではPaA誘導体による影響はないが、4週間では、両化合物とも有意な低下作

用を示した。
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表2．3．1％CH含有飼料飼育ラットの血清脂質・リポタンパクおよび肝CHに及ぼすPaSSO3Caの影響（2および4週投与後）

　　　　処置　　　　　　　　　　　～CH（mg〆d1）

　　　投与期間　　Tota1
群
　　　（weeks）　（A）

　　　　2
　　　　4

HDL　　　VLDL＋LDL
（B）　　　　　（A－B）

正常
66．0土7．0　　　55．4圭4．8　　　　10．6土13．3　　　　83．9±13．3　　　　　0．2士0．0

89．4±8．9　　　48．9圭3．9　　　　39．0圭10．0　　　　　54。7土6．8　　　　　　0．8圭0．1

　　　　動脈硬化指数　　肝CH
HDI／T（％）
　　　　　（AI）　　　（mg！91iver）
　　　　　【（A・B）ノB］

　　　　　　　　　　5．1士0．4
　　　　　　　　　　6．5±0．4

2　　　　232．9±37．2　　40．4士3．8　　　192．5圭26．2　　　　17．3圭2．6　　　　　4．8圭0．5　　　　　16．9士2．4

高CH 　　141．2±13．2　　48．9±2．7　　　　93．8±9．5　　　　34．6±3．2
4
　　　（100）　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）

1．9士0．2　　　　　30．3±2。9

（100）　　　　（100）

PaSSO3Ca

　　240．0士19．8　　49．2±5．12
　　　（103）　　　　　（122）

　　　　　　　ゆゆゆ190．8±20．0　　　20．5土2．7　　　　　　3。9±0．5

　（99）　　　　　　　（118）　　　　　　　（81）

　　　　　　　　　串喰　　　　　ゆゆ　　97．9±5．2　　　54．5±5．04
　　　（69）　　　　　　（111）

　　　　　　　　　　　■■車■　　　　　　　ゆゆ45．2：上8．1　　　　　55．7±7．2　　　　　0．8土0．1

　（48）　　　　　　　（161）　　　　　　　（42）

16．2士1．0

（96）

　　一一冨9．
20．9土3．0

　（69）

PaSS

　　216．5±44．7　　49．6±44　　　　166．9±44．3　　　22．9土3．8　　　　　　3．4±0．7　　　　　15．0土0．6
2
　　　（93）　　　　　　（123）　　　　　　　（87）　　　　　　　　（132）　　　　　　　　（71）　　　　　　　　（89）

　　142．1±12．7　　51．9士6．0　　　　90．5士13．8　　　　36．5土5．1
4
　　　（101）　　　　　（106）　　　　　　　（96）　　　　　　　（105）

　　　　　　　o■1．7士0．4　　　　　23．5士2．1

（89）　　　　　　　　（78）

a）（VLDL＋LDL）一CHは湾．CH　からHDLgCH　　　し引いこ　　しこ．

（）：高CH群を100とした場合のパーセント
高CH群に対する有意差有り：p＜0．05（＊＊），　p＜0．02（ホホ＊），　p＜0．Ol（＊＊ホ＊）．

3）1％CH＋（L5％CA含有飼料飼育ラットの血清CHおよび1ipoproteinに及ぼすPaSSO3Ca

　の影響

　結果を表2－4に示した。1％CH＋0．5％CA含有飼料の1週間負荷によりTbta1－CHは正常群

の4．4倍まで、2週間では4．7倍まで上昇していた。PaSSの1週間投与では高CH：群の145％

と有意な上昇を示したが、PaSSO3Ca投与群では65％と有意な低下作用を示した。2週間で

も1週間と同様、PaSSで上昇傾向、　PaSSO3Caでは65．3％と有意な低下を示した。　HDL－CH

およびHD：L／Tは1，2週間とも正常群に比べ高CH：群で顕著な減少を示した。　mL－CHに両

PaA誘導体投与による影響は見られなかったが、　HDLITは、　PaSSO3Caの1、2週間投与に

より上昇する傾向にあり、PaSSの1週間投与により低下した。（VLDL＋：LDL）一CHおよび

AIは1、2週間とも高CH飼料飼育により正常群に対し顕著な上昇を示した。この上昇に対

しPaS　SO3Caは1週目の（VLDL＋LDL）一CHを有意に低下し、1、2週目のAIを改善していた。

PaSSではこれら2つの値を改善しなかった。肝CHは1、2週間とも正常群に比較し高CH

群で3・8～6．8倍高い値を示した。両PaA誘導体の1週間投与により高CH群より上昇した

が、2週間の投与で高CH群レベルまで低下した。
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表2－4．1％CH（0．5％CA）含有飼料飼育ラットの血清脂質・リポタンパクおよび肝CHに及ぼすPaSSO3Caの影響（1及び2週間投与）

　　　　処置　　　　　　　　　　　　　　　　CH（mg／d1）

群
投与期間
（weeks）

　1
　2
　1
　2

Tota1

（A）

HDL　　　VLDL＋LDLa）
（B）　　　　　　（A騨B）

正常
87．6＝と6．9　　　　58．6±6．8　　　　29．0±6．9

106．9士3．4　　　　69．1圭2．4　　　　37．6土13．9　　　　64．6土3．9

389．7土87．6　　　　35．4土6．5　　　　354。3土84．7　　　　　9．1土2．7

　　　　動脈硬化指数　　肝CH
HDL！r　　　　　（AI）　　　　（mg／g　liver）

　（％）　　　　　【（A・ByB】

66．9圭6．7　　　　　0，5±0．1　　　　　　6．1：上0．6

　　　　　0．5土0．2　　　　　　4．2：と0．4

　　　　　10．0±2．2　　　　　22．9土1。0

高CH
498．9圭108．4　　　34．9」：7．0　　　464．0」：109．9　　　　7，1±2．5

　（100）　　　　　（100）　　　　　（100）　　　　　（100）

133土3．6

（100）

25．1±0．8

（100）

PaSSO3Ca

1 　　　　ゆゆ274，6±37．8　　　　32．4土9．7

　（70）．　　　　　　　（92）

　　　　　ゆ242．2土50．0　　　　　11．8士2．1

　（68）　　　　　　　　（130）

7．5士1．9牌　　　　　26．4」・1．9．。

　（75）　　　　　　　　（115）

2 325．2土154．5鱒　　　36，3」：2．8　　　288．9土158．6　　　　1L2±5．0　　　　　8．（足3．6鱒

　（65）　　　　　　　（104）　　　　　　　（62）　　　　　　　　（160）　　　　　　　（60）

23．0士6．2

　（92）

PaSS

1 　　　　　　　　　　　　　　●事◎　　　　ゆゆホ566．5圭79．0　　　　30．5圭11．3　　　536，0」：90．3

　（145）　　　　　　　（86）　　　　　　　（151）

　　　　　　　　　　　　　　■参　　　　　　　　ゆゆゆ　　のゆの　5，4」弍）．9　　　　　　17．6土4．7　　　　　　27，8土1．5

　（59）　　　　　　（176）　　　　　　　（121）

2 638．3土206．5　　　31．1圭3．4　　　　607．2圭199．0　　　　4．9±2．0

　（128）　　　　　　　（89）　　　　　　　（131）　　　　　　　（70）

19．5±5．5

（147）

24．8土52

　（99）

a）（VLDL＋LDL）一CHは窓CH【巨か　HDL・く⊃H　　　　し　いこ　としこ．

（）：高CH群を100とした場合のパーセント
高CH群に対する有意差有り：p＜0．05（＊＊），　p〈0．02（桝），　p＜0．01（＊桝）．

4）1％CH：＋0．5％CA含有飼料飼育ハムスターの血清CHおよび1ipoproteinに及ぼす

　　PaSSO3Caの影響

　結果を表2－5に示した。ハムスターを1％CH＋0．5％CA含有飼料で1週間飼育すると、正

常群に対し、Tbta1－CHおよび（VLDL＋LD£）一CHはそれぞれ1．4および1．7倍に上昇し、両化

合物投与により、低下傾向を示した。HDL－CHは高CH群で約10％低下し、　PaSS投与によ

る変化はなかったが、PaSSO3Caで低下傾向を示した。　HDLITは高CH：群により低下し、

両化合物投与で上昇傾向にありPaSSでその作用は強かった。　AIは高CH群で正常群に比

較し、L5倍に上昇し、これに対し、両化合物とも改善傾向を示したがPaSSでその作用が

強力であった。肝CHはラットを同じ組成の高CH飼料で同；期間飼育した時（表2－3）より蜂

く上昇した。これに対し両化合物とも有意な低下を示したが、PaSSO3Caで顕著であった。

　表2。5．1％CH（0．5％CA）含有飼育ハムスターの血清脂質・リポプロテインおよび肝CHに及ぼすPaSSO3Caの影響（1週間投与後）

群
Tota1

（A）

HDL
（B）

VLDL＋LDLa）

　（A－B）

HDL1r

（％）

動脈硬化指数　　　　肝CH

　　（AI）　　　　　（mg191iver）

　1（A・ByB】

正吊

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

126．0；と46．1　　　　　42．8±7．6

175．8±34．3　　　　38．4±4．0

　（100）　　　　　（100）

139．1出34．4　　　　34．3土6．8

　（79）　　　　　　　　　（89）

130．8」：40．4　　　　’38．6±14．0

　（74）　　　　　　　　　（101）

83．2」：45．9

137．3±33．3

　（100）

104．8土33．7

　（76）

92．2±31．2

　（67）

34．0ま：13．5

21．8±3．6

　（100）

24。7土6．0

　（113）

29．5土8．2

　（135）

1．9±0．5

3．6圭0．8

（100）

3．1±1．0

（85）

2．4±1．0

（67）

a）（VLDL＋LDL）一CHは翁CH　か　HDL・CH
（）：高CH群を100とした場合のパーセント

3．9±0．4

21．4土1．3

　（100）

6．5士0．プ

　（30）

　　　ゆゆ■013．3土5．1

　（62）
し弓いた　とした．

高CH群に対する有意差有り：pく0，01（＊榊），　pく0．001（＃）．
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5）1％CH＋0．2％CA含有飼料飼育ハムスターの血清CHおよび1ipoproteinに及ぼす

　P3SSO3Caの影響

結果を表2－6に示した。1％CH＋0．2％CA含有飼料で3週間飼育することによりTbta1－CHお

よび（VLDL＋：LDL）一CHはそれぞれ正常群の2．3および2．8倍まで上昇した。両化合物はこの

上昇を抑制した。　HDL－CHは高CH飼料給与群で正常群に比較し上昇したが、　HDLITは顕

著に低下した。両化合物投与によりHDL－CHは更に低下し、　PaSS投与群では、　HDLITも減

少する傾向を示した。AIは高CH群で正常群の2．0倍に上昇し、両化合物による改善は見ら

れなかった。肝CHは高CH群で正常群の10．0倍に上昇し、両化合物で顕著な低下を示し

ていた。

表2・6．1％CH（0．2％CA）含有飼料飼育ハムスターの血清脂質・リポプロテインおよび肝CHに及ぼすPaSSO3Caの影響（3週間投与後）

　　　　　　　　　　　　　　清CH（mg！dD

群
量器i HDL　　　　VLDL＋LDLa）

（B）　　　　　　（A・B）

　　　動脈硬化指数　　肝CHHDLT
　　　　　（AI）　　　　（mg♂91iver）

（％）　　　　　［（A・B）お】

正常

高CH

Passq3Ca

PaSS

105．3±13．5　　　　　45．2土4．2

238，3±25．2　　　　67．5圭14．8

　（100）　　　　　（100）

190．2士22．6　　　　52，1土5．5

　（80）　　　　（77）
　　　ほホゆホ　　　　　　　　　　　　　　　のけ
196．3±10．9　　　　　44．4±7．4

　（82）　　　　（66）

60．0圭10．1　　　　　42．9±2．9

170．1±16．8　　　　28．3±4．1

　（100）　　　　　（100）

138．1」：17．4　　　　　27．4ま0．0

　（81）　　　　　　　　　（97）

15L9土11．6　　　　　22．6±3．7

　（89）　　　　　　（80）

L3±0．2

2．5到）．6

（100）

2．7」｛）．1

（108）

3．4ま0．7

（136）

4．1ま0．7

40．8圭5．0

（100）

25．3±6．2灘

（62）

23．6士1．8禦

（58）

a）（VLDL＋LDL＞CHは’ミCH　からHDL・CH　　　　し弓いこ　　しこ．

（）：高CH群を1∞とした場合のパーセント
高CH群に対する有意差有り：p＜0，05C＊），　p＜0．01（＊ホホホ），　p〈0．001（＃），

6）0．5％CH：＋0．1％CA含有飼料飼育ウズラの血漿・肝CH：およびhpoproteinに及ぼす

　PおSO3Caの影響

　0．5％CH＋0．1％CA含有飼料にて飼育したウズラの血漿・肝CHおよびリポタンパクの経時

的変化とそれに対する両PaA誘導体の影響を図2－1～図2－6に示した。血漿CHは高CH群の

4週間目で正常群の6．0倍まで上昇し、以降16週間まで徐々に上昇を続け、18週間目で低

下した。この血漿CH上昇に対し、両化合物とも常に有意な低下を示した（図2－1）。
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　HDL．CH（図2－2）に対しては高CH飼料飼育による影響は少なく、両化合物群で低下傾

向および有意な低下を示した。HD：LITはTbtal－CHの大幅な減少により両化合物群で改善し

た（図2－3）。

1bta1．CHの減少は、主にVLDL＋LDL分画のCHの減少によった（図2－4）。また、　AI（図

2，5）は高CH群で上昇し、両化合物投与で改善した。18週間目における肝CH（図2・6）は、

高CH群で正常群の3．0倍まで上昇し、　PaSSでは低下傾向、　PaSSO3Caでは有意な低下を示

した。

7）0．5％CH：飼料飼育ウサギの血漿・肝CHおよびhpoproteinに及ぼすPおSO3Caの影響

0．5％CH含有飼料で飼育したウサギの血漿、肝CH：およびリポタンパクの経時的変化とそ

れに対する化合物の影響を図2－7～図2－12に示した。血漿CH（図2－7）は、高CH飼料飼育

10日目で、すでに正常群の22．8倍と顕著な上昇を示し、以降30日目まで上昇し続けた。こ

のCH上昇に対し、　PaSS投与群は常に有意な低下を示した。一方PaSSO3Ca投与群では常に

低下傾向は示しているものの、有意差が見られたのは21日目のみであった。HDレCH（図

2・8）は高CH飼料飼育による大きな影響はなく、30日目で正常群の2．5倍程度の上昇であっ

た。PaSS投与群の21日、30日目でHDL－CHの有意な低下が見られた。　Tota1－CHの両化合

物による低下はV：LD：L＋：LDL分画のCHの減少によることがわかるが、その作用の強さは

PaSS投与群で強力であった（図2－10）。　AIは高CH群で正常群の33．7～64．1倍と顕著に上昇

し、これに対し、PaSSO3Ca投与群の冷常に有意な低下を示した（図2・11）。高CH飼料の30

日負荷1こより肝CHは正常群の5．3倍に上昇し、両化合物投与群とも有意な低下を示したが、

PaSS投与群の方が強力であった（図2－12）。
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8）ウズラ・ウサギの動脈硬化に及ぼすPaSSO3Caの影響

　α5％CH（（M％CA）含有飼料で、18週間飼育したウズラの大動脈弓より腸骨下動脈分岐

部までへの脂質沈着に及ぼすPaA誘導体投与の影響を肉眼的に観察した。正常群では、動
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旅への脂質沈着は全く見られなかった。高CH群では、大動脈弓より胸部大動脈部分への脂

質沈着が観察された・PaSS投与群では2例中1例にわずかな脂質沈着が、　PaSSO3Ca群で

は大動脈弓部へのわずかな脂質沈着が4例中2例で観察された（表2－7）。

　0．5％CH含有飼料で30日間飼育したウサギの大動脈弓、胸部大動脈への脂質沈着に及ぼ

すPaA誘導体投与の影響を肉眼的に観察した。大動脈弓では、正常群では、すべてGrade

（一）であったのに対し、高CH群ではGrade（＋什）が3例、　Grade（＋＋）が1例と、脂質

沈着が進んでいた。これに対し、PaSS投与群ではGrade（＋＋＋）1例、（＋＋）1例、（＋）2

例、（一）1例となった。1％PaSSO3Ca投与群では、　Grade（＋＋）が2例、　Grade（＋）が2

例、Grade（±）が1例と、全く改善を示さない例は見られなかった。1．36％PaSSO3Ca投与

群でもGrade（軒）が2例、　Grade（＋）が3例と、脂質の沈着を少なからず改善していた（表

2，8）。胸部大動脈では、正常群はすべてGrade（一）であり、高CH群で、　Grade（朴）が2

例、Grade（＋）が2例となった。　PaSS投与群ではすべてのGradeで1例ずっとなり、悪化

している例が見られたが、PaSSO3Ca　1％、　i．36％ではそれぞれGrade（＋）が3例、3例、　Grade

（＋）が2例、0例、Grade（一）が0例、2例と改善傾向もしくは顕著な改善を示している

ものが見られた（表2－9）。

　　　　　　　　表2－7．ウズラ胸部大動脈への脂質沈着に及ぼすPaSSO3Caの影響

Group
Grade

± 十 十十　　　十十十

正常群9
高CH群
PaSSO3Ca（1β6％）群
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表2－8．ウサギ大動脈弓への脂質沈着に及ぼすPaSSO3Caの影響
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表2．g．ウサギ胸部大動脈への脂質沈着に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　GradeGroup ± 十 十十　　十十十

正常番　　　　　　　5
高CH群　　　　　　　O
PaSSO3Ca（1％）零羊　　　　　　O

PaSSO3Ca（136％）君羊　　　　2

PaSS（196）君羊　　　　　　　　　1

0
0
う
白
（
U
1

0
《
∠
丙
」
（
j
1

0
う
ん
O
A
U
－

0
0
0
A
U
14．考察

　幼若マウスの方がCHに対する反応性が高かった（表2－2）。この結果は、幼弱動物ほど血清

脂質上昇が高いというラットにおける天正らの結果絢と一致するものであった。両PaA誘

導体はマウスに対し脂質低下作用はなく、血漿CH：は、高CH群よりも更に有意な上昇を示

していた。この理由としては、第1にPaSSO3Ca自体による腸管からのCH吸収の促進、第

2に化合物によりCH：の異化が充虚し、胆汁酸が増加したため、二次的に腸管からのCH吸

収が増加した可能性が考えられる。

　1％CH含有飼料で2週間飼育したラットは、血清CHの顕著な上昇を示し、4週間目で低

下していた（表2・3）。ラット、マウスなどはCHを含む食餌では容易に高CH：血症を生じ難い

吻と言われているが、体重120g以下の若いラットを用いれば、　CA98）、チオウラシル鋤など

の添加なしでも高CH：血症を生成できることが示された。また、4週間目での血清CHの低

下は吸収量の限界によるCH：吸収率の低下絢、　C：H生合成抑制100）、　CH排泄の促進鋤など、

ラットの高C：H飼料飼育に対する防禦機構の活性化によると考えられる。PaSSO3Caは、4

遍問の同時投与で血清CHを低下させた。これはHDL－CHの軽度の上昇と（VLDL＋LDL）

一CHの有意な低下によるものであった。これはPaSSO3Caにラットの脂質上昇に対する防御

機構を更に活発化する作用のあることを示唆している。また、HDL－CHの高CH：群での減少

は、腸管に於いて吸収されたCHが肝臓においてapoproteinと結合し、　VLD1やHDLを形

成する際の共有の孕poproteinであるapoCが、　VLDL形成に多量に使用されたためと考えら
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れる101）。PaSSO3Caはリポタンパク形成時のapoCをHDL形成に利用の乱れを改善させる

ことにより、HDL℃H：を上昇することが考えられる。

　次に1％CH＋0．5％CA含有飼料で1，2週間の飼育（表2－4）では1週間で血清CHが4．4倍，

2週間で4．6倍となり、CA添加により、C：日吸収が上昇していることが考えられる。この上

昇は（V：LD：L＋：LD：L）一CHの顕著な上昇による（表2－4）。これに対しPaSSではCH負荷群より

更に血清CHが上昇し、　PaSSO3Caで有意な低下を示している。この低下は（V：LDL＋LD：L）

．CHの低下によるものであった。　HDL－CHはCH吸収が1％CH飼育時より更に上昇したた

め、apoprotein利用が悪化し101）、顕著な低下を示した。これに対し、両PaA誘導体投与群

とも上昇は示さなかったが、HDL／T，　AIはPaSSO3Caで顕著に改善しており（表2－4）、この

結果はPaSSO3Caにリポタンパク代謝改善効果の存在することを示している。

　1％CH＋0．5％CA含有飼料で1週間飼育したハムスターでは血清CHが1．4倍までしか上昇

せず（表2－5）、これはラットを同条件下で飼育した時（表2－4）に比較し、低いものであった。

それに対し、肝CHの蓄積度合は5．6倍と同条件下のラットより高値を示した。また、この

結果と、ハムスターでは体内CH：プールがラットよりも大きいこと84）、異化排泄の過程がラ

ットと異なっていること102’1①4）を考え合わせると、両動物はCHの吸収能では大差ないがCH

の体内組織への分布、血中からのCH消失、　CHの異化の点で差があり、ハムスターでは肝

臓へCHが蓄積されやすく、血中からのCH消失が早く、そしてCHの胆汁酸への変i換が遅

いことを示している。また、PaA誘導体投与により血清、肝C：Hは低下しており、両化合物

の作用機序としてCH吸収抑制あるいは異化排泄の促進が示唆された。

　1％CH＋0．2％CA含有飼料3週間飼育ハムスターにおいても血清CHおよび肝CHは上昇し

ており（表2－6）、これは前条件よりも顕著なものであった（表2－5）。PaSSO3Caの球果は血清お

よび肝CHに観察され、　PaSSO3Ca、　PaSSとも有意な低下を示していた。この結果は前条件

と同様の傾向でありぐ作用機序としても同様のことが示唆された。

　データには示さなかったが、ウズラを0．5％CHのみの食餌で3週間飼育した時の血漿CH：
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値は正常ウズラの1・4倍にしか上昇しなかった。この反応性の悪さは老齢ラットをCHのみ

添加した飼料で飼育した時と類似しており、脂質負荷に対し抵抗性1㈲を示すことが考えら

れる。しかし、食餌中へのCA添加により血漿CHは顕著な上昇を示し（図2－1）、ウサギ

を高CH飼料で飼育した時と同等の血漿CH：値を得るこ．とができた（図2－7）。両PaA誘導

体投与群における血漿CH値の顕著な低下（図2－1）は、（VLDL＋LD：L）分画のCHの大幅な

低下（図24）とHDL－CHの軽度の低下（図2－2）に起因する。また、肝中CHでは両PaA誘

導体群で同程度の低下を示した（図2－6）。これらの結果は、PaSSとPaSSO3Caに程度の差は

あるが、CH吸収抑制、あるいは異化排泄促進作用のあることを示唆するものである。

　ウサギの血漿CH：の正常値は極端に低く、CHの負荷によりその値は容易に1，000mg／dlを

超える（図2－7）。　またラットとは反対にHDLが少なくLD：しが多い。このことはウサギが

動脈硬化を起こしやすく、ラットでは起こりにくい8のことと関連して、興味深い点である。

この理由の1つとしては、ラットでは脂質負荷に対し、：LDL－receptor数の減少や、　endocytosis

の低下により、CHの細胞内流入を強く抑制し10のかつHMG－CoA　reductase抑制などによる

生合成低下100、胆汁酸生合成および排泄の増加10η等の防禦機構を活発化させ、体内C：Hpool

sizeを上昇させないと考えられる。これに対し、ウサギではCH：負荷に対し、胆汁酸合成を

活発化できない、あるいは上記防御機構が弱いため108’109）、体内CH　pool　sizeが増大するこ

とが考えられる。このようにPaSSO3Caはラット、ハムスター、ウズラに対しては、　CH負

荷に対する防御機構を更に活性化させ脂質低下作用を示すが、ウサギではそれが弱いため、

脂質低下作用が弱まることが示唆された。

　ウズラの動脈への脂質沈着は、両PaA誘導体により顕著に改善しており（表2－7）、これは、

血清中bHの低下（図2－1）、　HDLITの上昇（図2－3）、　AIの両化合物による改善（図2－5）など

によっても支持される結果であった。

　ウサギは容易に動脈硬化を起こす。今回の実験においても0．5％CH含有飼料で30日飼育

することにより動脈硬化を発症し、両PaA誘導体投与によりこれらの症状を改善している
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ことがわかる（表2－8，9）。このことは、A．1の改善（図2－11）とも一致するものであった。

　このように、ウズラ、ウサギを用いた実験的動脈硬化症に対し、PaSSO3Caは血清脂質、

AIを低下あるいは改善することにより、動脈硬化の発症を抑制することが明らかになった。

5．要約

マウスについては、体重209および329のものを用い高dH飼料飼育に対する反応性を調

べた結果、幼若マウスの方が老齢マウスより反応性が高いことが示された。PaSSO3Caおよ

びPaSSによるCH低下作用はなかった。

　ラット（1209）を1％CHのみ含む食餌で飼育した場合、血清CHの上昇は持続せず、2

週間で正常群の3．5倍まで上昇したが、4週間では1．6倍に低下した。この条件下でPaSSO3Ca

は4週目の血清CHをさらに低下させ、両PaA誘導体は4週目のmL－CHを上昇させた。

1％CHに0．5％CAを添加した飼料で2週間飼育すると、血清CH：は4．5倍まで上昇した。こ

の条件下ではPaSSは高CH群に比較し、血清CHを上昇させたがPaSSO3Ca投与群では有

意な低下を示した。

　ハムスターを高CH飼料（1％CH＋0．5％CA含有）で1週間飼育することにより、血清CH

は正常群の1．4倍、1％CH＋0．2％CA含有飼料で3週間飼育することにより2．3倍までの上昇

にとどまった。両PaA誘導体投与により血清CHは同程度低下していた。

　ウズラを高CH：飼料（0．5％CH：＋0．1％CA含有）で飼育すると血漿CH：は4週間で正常群の

6．0倍に、以後16週間まで上昇し続け、18週間で低下した。この上昇に対し両PaA誘導体

とも顕著な低下作用を示した。

　ウサギにおいては0．5％CH含有飼料で10日飼育で血漿CHは正常群の22．8倍に上昇し、

以後30日目まで上昇し続けた。血漿CHの上昇に対しPaSSは観察期間中有意な低下を示し

たが、PaSSO3Caでは常に低下傾向を示し有意な低下は21日目のみであった。ウズラ・ウサ

ギを高CH：歯料で飼育し発症した動脈硬化に対し、両PaA誘導体は抑制する作用を示した。
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第3章　実験的高コレステロール・トリグリセリド血症に及ぼすP認SO3Caの影響

1．目的

第1章で・脂質代謝が正常な各種動物を用い、PaSSO3ρaの脂質低下作用について種差お

よび性差が存在すること、また、第2章において、高CH飼料飼育動物に対してはマウスに

無効で、ラット、ハムスター、ウズラ、ウサギに対して血清（血漿）CH低下作用を有するこ

とを示した。そこで今回はラットを用い、他の高CH血症・高TG血症モデルに対する作用

を確認するため、外因性脂質負荷のモデルとして卵黄投与、甲状腺機能低下のモデルとレて

6η一プロピルー2一チオウラシル（PTU）を用い、高脂血症を誘発させ、　PaSSO3Caの脂質上昇抑

制作用について、また、界面活性剤による高脂血症のモデルとレてThton　WR．1339⑪を用い、

PaA誘導体を病態モデル誘発前に投与することにより、血清CH、　TG上昇に対する抑制効

果について検討を行った。

2．材料および方法

24．供試動物

㈱埼玉実験動物供給所より入手した、雄性Wistar系ラット、体重120　g前後のものを1群

5匹で使用し準。飼料はすべての群で日本タレア㈱製CE－2、飲料水は水道水を用い自由摂

取させた。飼育室は温度25±2℃に、湿度50±5％に調節され、照明は12時間の明暗サイク

ルとした（明時7：00～19：00）。

2－2．試薬

P。SS、　P。SS。、C。は相藤工㈱製、　P四とT冠t。n一一1339⑪（恥x・p・1）はSl⑳・湖dli・h

Japan（東京）製を使用した。他の試薬はすべて特級品を使用した。

2・3．高脂血症モデルの作成

1）卵黄投与ラット：卵黄投与およびPaA誘導体投与群では卵黄：卵白（3：1）溶液を2ml、
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i日1回経口的に4週間投与した。

2）PTU誘発甲状腺機能低下症ラット：PTU投与群および両PaA誘導体投与群に分け、両

群のラットにオリーブオイルに懸濁したP四を1㎜・1・瓜9・瑚の投糧で当日1回経・的

に2週間連続投与した。

3）Thton　WR－1339⑪誘発高脂血症ラット：トライトン投与群およびPaA誘導体投与群には

T盛ton　WR－1339②を400mg／kgを頸静脈より投与し、6時間後に安楽死させた。

2．4．PaA誘導体投与

卵黄投与およびPTU投与ラットに対し、　PaSS（400mg／ml）、　PaSSO3Ca（544mg／皿）をそ

れぞれ1，000、1，3611ng∠kg／BWの投与量で1日1回実験期間中経口投与した。　T冠ton投与ラ

ットでは、同投与量で1日1回Thton投与前に2週間経口投与した。

2．5．試料の採取・血清および肝中脂質の測定

試料の採取、血清および肝脂質の測定は、第1章の方法により実施した。

2－6．統計処理

　データは平均値士標準偏差で表示し、student’sのか検定で有意差検定を行った。

3．結　果

1）卵黄投与ラットの卑清脂質、リポタンパタ組成および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

表3－1に示すように、4週間の卵黄投与により、HDL－CH以外のすべての血清脂質量が上

昇した。血清CHは1．2倍に上昇し、　PaSSO3Ca投与群のみ卵黄投与による血清CHの上昇に

対し、抑制する傾向を示した。血清TGは1．8倍に上昇し、両PaA誘導体群とも有意な上昇

抑制作用＝を示した。対照物質であるPaSSに比較し、　PaSSO3Ca投与の方が作用は強力であ

った。PLは1．2倍に上昇し、この上昇を両群抑制する傾向を示し、　FFAは1．5倍に上昇し両’

群とも有意に抑制した。’PaSSO3Ca投与群で作用が強く出た。血清CHの上昇は（T－HDL）

・CHで示した（V：LDL＋：LDL）一CHの顕著な上昇（1．8倍）によりPaSSO3Ca群のみ
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（VLDL＋LDL）一CHに対し・有意な上昇抑制作用を示した。卵黄投与によりHD：L－CHは正常

群より減少し、両PaA誘導体投与による影響は見られなかった。　HDL－CHの℃CHに対する

割合を示すHDLITは顕著に低下し・一方PaSSO3Ca群ではこの低下を抑制セた・AIについ

ても、卵黄投与による上昇をPaSSO3Caで有意に抑制した。

表3－1．卵黄投与ラットの血清脂質・リボ蛋白に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　Total（T）・CH
群
　　　　（md1）

HDL・CH　（T－HDL）rCH　　HDI／r　　　　AI

（mgld1）　（mgldl）　　（％）

TG
（mg〆dl）

PL　　　　　FFA
（In　dl）　　　　　（n証∋　11）

正常

卵黄投与

PaSSO3Ca

PaSS

70．0圭8．0　　45．0±5。4

81．5±8．4　　37．4士2．4

（100）　　　（100）

72．2圭5．8＊　　37．6±5．1

　（89）　　　　　（101）

79．2±9．8　　37．2±2．9

　（97）　　　　　（99）

25．1±3．2　　　　64。2±2．1　　056士0．05

44．0土8．9　　　　46．3±5．8　　1．17圭0．29

　（100）　　　　（100）　　　（100）

34．9土6．3＊＊　　　51．8士5。4　　0．95土0．23

　（79）　　　　　　　（112）　　　　　（81）

41．6土6．9　　　47．6±4．7　　1．11」：0．20

　（95）　　　　　　　（103）　　　　　（95）

115．1±42．9　　　139．0士16．0　　　0．54士0．06

205．2士42．3　　166．9士16．0　　　0．83・と0．14

　（100）　　　　（100）　　　　（100）

95．3±28．2＊＊＊＊　　148．2士5．9　　0．48士0．09＊＊＊＊

　（46）　　　　　　　　（89）　　　　　　　　（58）

117．3士21．9＊＊ホ＊　153．0±14．8　　0．69土0．05＊

　（57）　　　　　　　　（92）　　　　　　　　（83）

卵黄投与群に対する有意差有り．p＜0．1（＊），　p＜0．05（＊＊），p＜0。01（＊＊＊＊）．

（）：卵黄投与群の値を100とした場合の割合．

肝臓中脂質への卵黄投与の影響は、TGが1．6倍に上昇したのみであった（表3－2）。両PaA

誘導体投与で卵黄投与による肝TGの上昇を抑制し、　PaSSO3Ca群で有意であった。肝FEへ

は卵黄投与による影響はなく、両PaA投与群で卵黄投与群より低下しており、PaSS投与群

で有意であった。

表3－2．卵黄投与ラットの肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FFA
（m　　・1iver）　（m　　・1iver）　（m　　・1iver）　（μ：Eqlg・1iver

C｝1 TG PL

正吊

卵黄投与

PaSSO3Ca

PaSS　∫

6．7土0．8

7・o土。・5

（100）

6．4±0．9

（91）

7．6±0．6

（109）

　5．5土0．7

　8．7土2．7

　（100）

4．7±0．4＊＊＊＊

　（54）
6．0」：1．0＊

　（69）

22．5±1．8

25．9土2．4

（100）

26．1士1．7

（101）

28．4±1．9

（110）

3．2±0．4

3．0±0．3

　（100）

2．7±0．3

　（90）

2．6±0．4＊＊＊

　（87）

ド　　　　に・　る　，、
（）：卵黄投与群の値を100とした場合の劉合．

り，　p＜0．1　＊　，　p＜0．05　＊＊　，　p＜0．Ol　＊＊＊＊　．
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2）PTU誘発甲状腺機能低下時の血清脂質、リポタンパク組成および肝脂質に及ぼす

　PaSSO3Caの：影響

　PTU誘発甲状腺機能低下時の血清脂質とリポタンパク組成に及ぼす影響を表3－3に示し

た。P四（1㎜01e阪9）の2週間投与により血清CHは1．5倍に上昇し、両鳳誘導体投与

によりPTU投与による上昇が抑制された。その上昇抑制作用はPaSSO3Ca群で有意であっ

た。（VLDL＋LDL）一CHはPTU投与により正常群の2．2倍に上昇し、HDL－CHは正常群の80％

まで低下した。両PaA誘導体投与群ともPTU投与による（VLDL＋LDL）一CHの上昇を抑制

し、HDL－CHの低下を抑制レたが・この作用はPaSSO3Ca投与群で顕著であった。　HDLITは

pTU投与により顕著に低下し、　PaSS、　PaSSO3Caにより正常群レベルまで改善した。　AIは

pTU投与で2．8倍に上昇し、両PaA誘導体で正常群レベルまで改善した。血清TG、　PL、　FFA

はPTU投与で上昇し、両化合物でこの上昇に対し有意な抑制作用を示した。

　　　　表3－3．PTU誘発甲状線機能低下ラットの血清脂質・リボ蛋白に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AI　　Tota1（T）幽CH　　HDL・CH
群
　　　（mg！dl）　　　（mg！d1）

（T－HDL）・CH　　　HDL／r

　（mg〆d1）　　　　　（％）

TG　　　　　　PL

（mg／d且）　　　　（mg〆d1）

FFA

（mEψ）

正常

Iyru投与

PaSSO3Ca

PaSS

66．3士9．1　　　　33．4±6．0　　　　　　32．8±5．1　　　　　　50．3士5．0　　　　　1．0（珪0．207　　　92．1士15．9　　　　107．7士12．6

藍025士12．0ヒ　　26．7±5．1　　　　　72．6士12．9　　　　　27．0士5．3　　　　　2．82＝と0．76　　　229．9土25．8　　　153．0土1L6

（星00）　　　　（100）　　　　　（100）　　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＃85．1±6．6申零　　　46．1±6．7§　　　　39．0圭8．6寧索卓＊　　54．4士8，6＊ゆ零拳　　0．88土0．23零毒傘掌　　80．3土17．0　　　119．1±11．6零傘．

　（83）　　　　　　　　（173）　　　　　　　　　（54）　　　　　　　　　（201）　　　　　　　　　（31）　　　　　　　　　（35）　　　　　　　　　（78）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＃　　　　　　　　　＃83．4」＝14．1　　37．3土5．2象孝零ゆ　　46．1」：15，7ホ窟零傘　　45．8±10．4宰傘　　　L28士0．51喰零零　　　86．3±8．7　　　　1105士12．8

　（81）　　　　　　　（140）　　　　　　　　（64）　　　　　　　　（170）　　　　　　　　（45）　　　　　　　　（38）　　　　　　　　（72）

0．43」＝0．04

0．87土0．15

　（100）

0，50±0．22庫卓率・

　（57）

　　　＃0．42土0．10

　（48）

Pru投与群に対する有意差有り．　p＜o．05轡），　p〈o．02（勅皐），　p〈o．ol（紳ゆつ，P＜o・oo1（＃）・

（）：pru投与群の値を100とした場合の割合．

表3－4．PTU誘発甲状線機能低下ラットの肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
　CH　　　　　　TG　　　　　　PL　　　　　　FFA
（m　　●liver）　（m　　●liver）　（m　　・1iver）　（FEq／g・1iver）

正吊

PTU投与

PaSSO3Ca．

PaSS

5．2土0．2

6．4士0．7

　（100）’

5．3：と0．3＊＊

　（83）

6．1±0．7

　（95）

7．6土0．5

9．9土2．7

（100）

11．6士1．1

（l17）

10．3±25

（104）’

26．4士2．4　　　　　　5．8士1．0

30．5±8．3　　　　　　7．7±L1

（100）　　　　（100）

30．1：上2．0　　　　　4．8士1．0＊＊＊＊

　（99）　　　　　　　　　　（62）

37．3土7．2　　　　　　4．4土0．9＃

（122）　　　　　　　　　（58）

PTU投与群に対する有意差有り．　p＜0．05（＊＊），　p＜0．01（＊＊＊＊），p＜0．001（＃）．

（）：PTU投与群の値を100とした場合の割合．
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肝脂質はPTU投与により、すべて1．2～1．3倍程度に上昇した（表3．4）。肝CHのP皿J投

与による上昇に対して、PaSSO3Ca投与群のみが正常群レベルに改善する作用を示した。　TG

の上昇に対しPaSSO3Caは更に上昇する傾向に、PしではPaSS投与群で上昇傾向が見られた。

FFAのPTU投与による上昇に対しては両PaA誘導体とも同程度の上昇抑制作用を示した。

3）Thton　WR－1339⑪誘発高脂血症ラットの血清脂質及リポタンパク組成に及ぼす

　PaSSO3Caの影響

表3－5に示すように、トライトン投与によりすべての血清脂質は正常群に比較し有意に

上昇し、AIは顕著に上昇、　HDL／Tは顕著に低下した。　PaA誘導体投与群ではT．CH、　TGの

上昇を有意に抑制した。リポタンパク中のCHについては、｝IDL－CHは両PaA誘導体によ

る有意な変化はなく、（VLDL＋：LD：L）一CHに対し、両群で有意な上昇抑制作用を示した。HD：LIT

のトライトン投与による低下に対し、PaSS投与群で有意な改善をPaSSO3Ca投与群で改善

傾向を示した。また、AIの上昇に対しても両PaA誘導体とも改善作用を示したが、　PaSSで

作用が顕著であった。

表3－5．Tdton　WR1339⑪誘発高脂血症ラットの血清脂質・リボ蛋白に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
Tota1（T）・CH　　　HDL－CH　　（T－HDL）一CH　　　HDLπ

　（mg！d1）　　　　（mg！d1）　　　　（mg／dl）　　　　　　（％）

AI TG
（mg／d1）

FFA

（mEψ）

正常　　　　　　　66．4土3．3　　’40．1士1．9　　　26．3士1．4　　　’60．4±4．2　　　0。66±0．05　　　　93．4土3．6　　　　0．39±0．03

トライトン投与　　　273，8士7．6　　90・3土2．1　　183・5土6・25　　　33●0±2’8　　　2．03士0018　　　258307士104’5　　0●4（｝土0●06

　　　　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　　（100）　　　　（100）　　　　　　（100）　　　　　（100）

PaSSO3Ca　　　　　228．5±64林＊＊　　84．1±4．2　　144．4士4．9僻料　　　　36．8士2．2　　　　1．72±0．12鱒　　　　1964．8土121．9榊＊＊　　　0．46±0．04

　　　　　　　（83）　　　　　　　　　（93）　　　　　　　　　（79）　　　　　　　　　　（112）　　　　　　　　　（85）　　　　　　　　　　　　（76）　　　　　　　　　　（115）

　　　　　　　　ポPaSS　　　　　　　　　　　　228．2±2．4　　　　　98，3土4．9　　　129．9土3．3＊＊＊＊　　　43，1±1．9＊孝＊＊　　　1．32±0．14寧＊＊車　　　　2015．8ま：180．6ホホ　　　　0．45±0．07

　　　　　　　（83）　　　　　　　　　（109）　　　　　　　　　（71）　　　　　　　　　　（131）　　　　　　　　　　（65）　　　　　　　　　　　　　（78）　　　　　　　　　　　（113）

トライトン投与群に対する有意差有り．P〈0．05（＊ホ），　P＜0．01（料榊），P＜0・001（＃）・

（）：トライトン投与群の値を100とした場合の割合．

4．考察

卵黄は脂質に富んでおり、全卵1個当たりCHが0．39、その他にPL、グリセライド、　FFA
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などが含まれている。ヒトでも卵を大量摂取させることにより血清CHが上昇することが

SPLITrERら110）あるいはROBERTSら111）やその他の研究者11｝114）によって報告されている。今

回ラットにおいても卵黄投与により血清脂質が上昇することが示された（表3「1）。卵黄溶液

（75％）2m1はCH飼料に換算すると0．15％CH含有飼料に相当する。このような軽度な外

因性脂質負荷に対し、PaSSO3Caは血清・肝脂質に対し上昇抑制作用を示した。この結果は

PaSSO3Caが外因性脂質の吸収抑制あるいは異化排泄促進作用を有することを示唆している。

　甲状腺機能低下時に、血中CH、　TGが上昇することが知られている。これはCH合成が

低下しているものの1瑚、：LDLの異化が一層障害されており116・1切、胆汁中への排泄も低下

していること118）によると考えられる。また、TGに関して合成は正常に行われている119）が、

post　Hepari11：Lipolytic　Activity（PHLA）の低下120）や、脂肪乳剤の静注による血中TG消失率

の低下121）によっても示されるように異化が遅延する結果、高CH、　TG血症を示すと言われ

ている。今回の実験では、PTU投与により血清脂質はすべて上昇し、　HDL－CH、　HDLITの

低下、（V：LD：L＋：LDL）一CH、　AIの上昇も観察され（表3．3）、リポタンパク代謝が悪化してい

ることが示された。PaSSO3CaはPTU投与により誘発した甲状腺機能低下時の脂質代謝異常

を改善し、その作用はTGに対し顕著であった。これはPaSSO3CaがPHLA上昇作用を介し

てTGの異化を充進ずることを示唆している。

　トライトン麟発心脂六二では血清C：H、TGρ顕著な上昇が見られ、　PaSSO3Caは両脂質を

低下させていた（表3．5）。現在、トライトン高脂血症作成のメカニズムは主として3つ考

えられる。第一にVLDLのタンパクあるいは表面脂質部分と複合体を形嘆してリポタンパ

クリパーゼ（LPL）の作用を阻害し、TGの多い大型リポタンパクの異化を抑制する122）機構、

第二に肝戯からのTG放出の促進1箴鋤、第三に肝臓におけるCH合成の晶晶12笥である。

PaSSO3Caはこ4）機構のいずれかの部分を促進あるいは抑制することにより、トライトンに

より誘発される高CH、↑G血症の発症を予防すると考えられる。

本実験結果から、PaSSO3Caは卵黄投与、甲状高機能低下、　THton　WR－1339⑭による誘発
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時にラットに引き起こされる高CH、　TG血症あるいはリポタンパク代謝異常に対し、　CH合

成・吸収阻害、異化排泄の促進、TGの異化充進作用を示すことが示唆された。

5，要約

　卵黄、6η一プロピルー2一チオウラシル（PTU）、　T践ton　WR－1339⑪により誘発した高脂質血症

ラットの血清脂質、リポタンパク組成および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響について、

PaSSを対照化合物として検討した。卵黄投与により正常群に比較し、血清総CH、（T－HDL）

・CH、　AI、　TG、　PL、　FFA、肝CH、　TG、　Pしが上昇し、　HDL－CH、　HD：L／Tが低下した。　PaSS

は血清TG、　FFA、肝TGおよびFFAを、一方PaSSO3Caは血清TCH、（T－HDL）一CH、　TG、

FFAおよび肝TGの卵黄投与による上昇を有意に抑制した。　HD：LITの卵黄投与による低下に

対し、PaSSO3Ca群のみ上昇する傾向を示し、　AIについてもPaSSO3Ca群のみ上昇を抑制す

る傾向を示した。

高腿（1㎜01e熊g）のP四投与で、正常群より血瀞CH、（T一｝mL）一CH、　AI、　TG、

PL、　FFA、肝CH、　TG、　PしおよびFFAが上昇し、　HD■一CH、　HDLITが低下した。これに対

し、PaSSは（T－HD：L）一CH、　AI、　TG、　PL、　FFAの上昇を有意に抑制し、　T・CHに対し上昇

を抑制する傾向を、またHDL－CH、　HDLITに対し有意な低下抑制作用を示した。　PaSSO3Ca

は血清TCH、（T－HDL）一CH、　AI、　TG、　PL、　FFAの上昇を有意に抑制し、　m：L－CH、　mLIT

の低下を抑制した。Thton　WR．1339⑪の投与により血清T・CH、　HDL－CH、（T－HDL）一CH：、

AI、　TGは上昇し、HDL／Tは低下した。これに対し、両PaA誘導体とも血清丁・CH、（T－HDL）

・CH、　AI、　TGの上昇をいずれも有意に抑制する効果を示した。

52



第4章　実験的高トリグリセリド血症および脂肪肝ラットに及ぼすPaSSO3Caの影響

1．目的

第1章で、PaSSO3HがCoAになる可能性や、構造が類似しているPaSSが人の高脂血症

に使用されている点65）に注目し、飼育用飼料で飼育したマウス、ラット、ハムスター、ウ

ズラを用い脂質低下作用について検討した。その結果、PaSSO3Caは、マウス、ハムスター、

ウズラで血清（血漿）CHを低下し、マウス、ラット、ハムスターで血清（血漿）TG低下

作用を示した。また、血清TG低下作用が、対照物質であるPaSSよりも強力であることを

高い出した。高TG血症あるいは脂肪肝を発症する原因は数多く考えられる。また、実験的

にそれらを作成する方法も様々で、それぞれのモデルにより薬物の脂質低下の作用機序を推

察できる。そこでこの章では、脂肪乳剤（几）、果糖（FW）、アロキサン（AX）を用い高

TG血症ラットを、一方オロチン酸（OA）、エチオニン（EN）、テトラサイクリン（TC）、

エタノール（ET）処置（慢性、急性）による脂肪肝ラットを作成し、血清、肝TG量に及

ぼすPaSSO3Caの影響を検討し、その作用機序について考察した。

2．材料および方法

2・1．供試動物

㈱埼玉実験動物供給所より入手した雄性wistar系ラットを、1群5匹ずつ使用した。但

し、EN脂肪肝の実験では雌ラットのみとした。これはENによる脂肪肝が雌に特異的に起

きるためである12⑦。体重はIしの実験では1609前後、　FW高TG血症の実験では1809前後

のものを、＝ ｼの実験では1209前後のものを使用した。飼料はET慢性実験以外で日本クレ

ア社㈱製CE．2を、飲料水にはFW実験以外は水道水を自由摂取させた。また正常群には水

道水を給水した。飼育室は温度25±2℃、湿度50±5％に調節され・照明は12時間毎の明暗

サイクルとした（明時7：00～19：00）。
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2．2．試薬

　PaSSとPaSSO3Caは相互薬工㈱製、1：Lは旧ミドリ十字製薬㈱（東京）製、　TCは万有製

薬㈱（東京）製を供試した。他の試薬は特級品を使用した。

2．3．PaA誘導体の投与

　paSS（400mglm1・水道水）、　PaSSO3Ca（544mg／1nl・水道水）はそれぞれ1，000および

1，361mglkg1BWの投与量で、1日1回、　IL処置では1日、AX、　OA、　EN、　TCおよびET（急

性）処置では2週間、FW、　ET（慢性）処置では4週間、経口投与用ゾンデを用い経口投与

した。

2．4．高TG血症・脂肪肝の作成

1）IL誘発高TG血症：PaA誘導体を経口投与後、一定時間（0、30および60分後）に脂’

肪乳剤IL3ml／kgを総頸静脈内に投与した。

2）FW誘発高TG血症：PaA誘導体投与と同時に、飲料水として10％果糖水を1日40mV

ラットの量で4週間給水した。

3）AX誘発高TG血症：PaA誘導：体の最終投与3日前に16時間絶食下、　AXを二三下生理

食塩水に溶解し、ただちに75mg！kg／ml・生理食塩水の投与量で総頸静脈内投与した。

4）OA誘発脂肪肝：PaA誘導体投与9日目より最終日までOAを5mg！100g・体重

（5mgOA／ml・0．2％重曹水）の割合で1日1回、腹腔内投与した。

5）EN誘発脂肪肝：ENはPaA誘導体最終投与1日および3日前に125mg／kgの割合で1日

2回腹腔内投与した。

6）TC誘発脂肪肝：PaA誘導体最終投与2日および3日前にTCを250mg’宝9の割合で1日

2回、腹面内投与した。

7）ET誘発（慢性）脂肪肝：PaA誘導体投与と同時に：Lieberら127）に準拠し表4－1に示す成

分を含有した液体飼料を1日約80n宙ラットの割合で4週間与えた。

8）ET誘発（急性）脂肪肝：PaA誘導体投与12．日目より最終日まで3回40％ET永溶液を
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ln∬／1009／BWの割合でPaA誘導体投与と同時に経口投与した。

　　　　　　　　　　　　　表4－L液体飼料の組成
　　　　　　　　　　　組成　　　　　 対照飼料（）1
　　　　　　　　カゼイン・ソーダ　　　　　　　　　　　　　　41．4

　　　　　　　　L一システイン　　　　　　　　　　　　　　　0．5

　　　　　　　　DL一一メチオニン　　　　　　　　　　　　　03
　　　　　　　　砂糖12）　　　　　　　　　　　　　　　　l15．9

　　　　　　　　コーンオイル　　　　　　　　　　　　　　　　　8．5

　　　　　　　　オリーブオイル　　　　　　　　　　　　　28．5
　　　　　　　　ビタミンMix　3）　　　　　　　　　　　　　　　　5

　　　　　　　　H：egsted　salt　4）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10

　　　　　　　　ビタミンE　　　　　　　　　　　　　　　　　　30mg

　　　　　　　　γ一カラジーナン　　　　　　　　　　　　　2．5

　　　　　　　　リノール酸エチル　　　　　　　　　　　　　2．7

　　　　　　2）アルコール飼料：砂糖24．9g＋エタノール509

　　　　　　3）バンビタン粉末、武田薬品工業

　　　　　　4）水溶性塩混合物

2・5．試料の採取

　ラットは、PaA最終投与後、　IL処置では30分後、　FW、　AX処置では1時間後、その他の

実験では2時間後、エーテル麻酔下、断頭採血し安楽死させた。血清および肝ホモジネート

は第1章の方法により調製した。

2・6．脂質およびGしの測定

　血清および肝臓中TGは第1章の方法を用いて測定した。血清中GLはGlucose　oxidase法

鞠を用いたグルゴースーB一テストワコー（和光純薬製）を用い測定した。

2－7．統計処理

　データは平均値士標準偏差で表示し、student’sのレ検定で有意差検定を行った。

3．結果

1）IL誘発高TG血症ラヅトの血漿TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

　Iしによって生ずる急性高TG血症に対する両恥誘導体の影響を検討した。図4－1に示す
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ようにPaA誘導体の前投与時間と血清TG：量の関係を調べたところ、　IL3ml／kg静脈内投与

30分後では血清TG量が215．0土31．8mg／dlに対し、　PaSSO3Caでは1：L投与と同時あるいは投

与前30分、60分投与で有意な低下を示し、60分前投与で最も強い血清TG上昇毎回作用を

示した。また、PaSS投与群でも投与前30分と60分で有意な上昇抑制作用が見られた。
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　　　　　　　　図4－1．脂肪乳剤誘発高TG血症に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　IL群に対する有意差有り，　a）p＜0．02．

2）冊誘発高TG血症ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

　10％FWの4週間負荷により血清TGは正常群に比し約1．5倍と高値であったが、PaSSO3Ca

投与群でTG値の上昇が抑制された。一方、　PaSSでは上昇抑制効果は見られなかった（表

4・2）。肝中TGはF宙処置群で低下し、両PaA誘導体による影響は見られなかった（表4－2）。

表4－2．フルクトース誘発高TG血症ラットの血清脂質および肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　　血清脂質　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肝脂質

群
TG　　　　　CH　　　　PL

（mg／d1）　　　（mg！dl）　　（mgld1）

FFA
（mEA）

　TG　　　　　CH　　　　　　PL
（mg！g・1iver）（mglg。1iver）　（mg／g。liver）

正常

フルクトース処置

PaSSO3Ca

PaSS

　7ρ．3±4．3　　　　61．2±5．8　　　！06．6土7．8　　　　1．123±0．122

115．1±26．7　　　81．2士11．3　　146．5±8．9　　　　1．008土0．132

　（100）　　　（100）　　（100）　　　　（100）

66．9±10．4＊ホ＊＊　・79．1±8．2　　136．3±11．3　　0．682士0．106＊＊‡＊

　（58）　　　　　　　（97）　　　　　　（93）　　　　　　　　（68）

117．6土49．1　　　73．2±5．9　　135．3圭1．9＊＊　　0．893±0．304

　（102）　　　　　　　（90　　　　　　　（92　　　　　　　　　（89）　・

8．9士0．5　　　　　5．9士0．3　　　　　65．5±3．8

7．7士05　　　　　5．8圭1．8　　　　　57．5士2．0

（100）　　　（100）　　　　（100）

7．5士0．7　　　　4。9士0．2　　　　57．6土5．1

（97）　　　　　　　（84）　　　　　　　　（100）

7．6士0．8　　　　6．2士0．6　　　　6L6圭2．8＊＊

（99　　　　　　　（107　　　　　　　（107

フルクトース処置群に対する有意差有り．p＜0．05（＊＊），p＜0．01（＊＊＊＊）・

（）：フルクトース処置群の値を100とした揚合の割合．
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3）AX誘発糖尿ラットの血清TG・G：しに及ぼすPaSSO3Caの影響

　AX処置により、血清のTGとGLはそれぞれ正常群の4．7と9．0倍に上昇した俵4－3）。

両PaA投与群ではAX処置による血清TG値の上昇を抑制すう傾向がみられたが・Gしに対

し影響を与えなかった。

表4－3．アロキサン誘発糖尿ラットの血清TG・グルコースに及ぼすPaSSO3Caの影響

群
血清TG
（mg／dl）

血清GL
（mgld1）

正吊

アロキサン処置

PaSSO3Ca

PaSS

109．9士13．6

521．9±134．6

　（100）

366．5士127．9

　（70）

363．8：ヒ38．2

　（70）

132．6土4．2

1182．0±196．7

　（100）

1228．3±184．6

　（104）

1114．2士178．4

　（94）

：アロキサン処置　の旦を100とした場ロの拾．

4）OA誘発脂肪肝ラットの肝・血清TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

OA処置により肝TGは約1．5倍に上昇し、血清TGに変化はなかった（表4－4）。　OA処置

による肝TGの上昇を、両PaA誘導体とも同程度の作用の強さで有意に抑制した。血清TG

に対しては・両PaA誘導体とも影響を与えなカ｝つた。

　　　　　表4－4．オロチン酸誘発脂肪肝ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

正吊

オロチン酸処置

PaSSO3Ca

PaSS

97．3＝上6．9

101。8士11．8

　（100）

93．8圭13．8

　（92）

91．3士15．2

　（90）

4．73±0．75

6．44±1．07

　（100）

4．38土0．27＊＊

　（68）
4．11±0．40＊＊

　（64）

　ロン　旦に・る思　．p＜0．05＊＊．
（）：オロチン酸処置群の値を100とした場合の割合．
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5）EN誘発脂肪肝ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3C3の影響、

　EN処置1および3日後の、血清および肝TG量に及ぼすPaA誘導体の影響を表4－5と

表4－6に示した。肝TGは1日目で正常群の2・7倍と顕著な虫部を示し、3日目で1・6倍に

減少した（表4－6）。これに対しPaA誘導体投与群では1日目の肝TGの上昇をPaSSO3Ca

群のみ有意に抑制し、3日目では両群とも有意な上昇抑制効果を示した。一方、血清TG

はEN処置により投与1日目は上昇したが、3日目で正常群の値まで回復した（表4－5）。

両PaA誘導体により、1日目の上昇を抑制する傾向、3日目ではPaSSO3Ca群のみ有意な

上昇抑制効果を示した。

　　　　　表4－5．エチオニン誘発脂肪肝ラットの血清脂質に及ぼすPaSSO3Caの効果（EN処置1および3日後）

群
EN処置後期間　　　TG
　（日）　　　　　（mg！dD

　　1

CH　　　　HDレCH　　　　　PL

（mg〆dD　　　（m創dD　　　（mg！dD

正常
3

112．7土13．5　　　　　79．7±8．1　　　　56．0±8．9　　　　156．0士10．1

131．2±19．3　　　　73．4土10．3　　　　50．5士5．1　　　　148．4±8．1

　　ド　

（mEqハ＞

0．635土0．090

0．359土0．037

エチォニシ処置

1
187．6±41．9　　　　　52、4±6．5　　　　　38．1土4．9　　　　122．3士17．6

　（100）　　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）

1．196士0．357

　（！00）

3
131．4＝と30．6　　　　73．4」：14．2　　　　39．4土2．8　　　　130．0±9．0

　（100）　　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）

0．289士0ρ27

　（100）

PaSSO3Ca

1
148．5±22．4　　　68．9圭11。2ホホ　　　47．9圭9．2　　　　147．1±22．1

　（79）　　　　　　　　　（131）　　　　　　　（126）　　　　　　　（120）

1．261±0．239

　（105）

3
87．8土23．0ホホ　　　　83．8±9．3零零　　　　44．3土4．1　　　146．7±9．7零塗　　　　0．234±0．039喰零

　（67）　　　　　　　　　　（1｛4）　　　　　　　　（112）　　　　　　　　（113）　　　　　　　　　　　（81）

PaSS．

1
144．2噂2．9　　　　57．4士B．8　　　　39．7圭7．8　　　1225±37．6　　　　　1．082卦0．289

　（77）　　　　　　　　　（110）　　　　　　　（104）　　　　　　　（100）　　　　　　　　　　（90）

3
138．0±335　　　　　73．2±84　　　　　39，9±3．4　　　　藍36．7±ウ．3　　　　0．369±0．054事寧宰

　（105）　　　　　　　　（100）　　　　　　（101）　　　　　　（105）　　　　　　　　　（128）

エチオニン処置群に対する有意差有り．p＜0．05（ゆ廓），pく0．02e榊）。

（）：エチオニン処置群の1日および3日の値をそれぞれ100とした場合の割合．

　表4・6．エチオニン誘発脂肪肝ラットの肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの効果（EN処置1および3日後）

　　　　　　　EN処置後期間　　　TG　　　　　　CH　　　　　　PL　　　　　　FFA
　　　　群　　　　　　　　　（日）　　（m創9・liver）　（mガ9・hvα）　（mガ9・血v釘）　（幽19・1ivα）

　　　　　　　　　1　　　　　　　　　850±0．83　　　　　　　7．45±0．28　　　　　　30．68士153　　　　　　6．21圭0．32

　　正常　　　　　　　　　3　　　　　　　　　8．63圭0．76　　　　　　　4．79」｛）．19　　　　　　23．2（麗、06　　　　　　　　N．丁㌧

エチオニン処置

1
22．64±3．70

　（100）

7．37士0．71

（100）

31．13土1．71

　（100）

4．98±0．47

（100）

3
14．19±3．88

（100）

5．06圭0．31

（100）

23．93±2．80

　（100）

N．T．

PaSSO3ba
1

15．0（田．53・．．　　　　9．01士0．61ホ．．零　　　　3L78±LO9　　　　　5．94ま0．75・．

　（66）　　　　　　　　　　（122）　　　　　　　　　（102）　　　　　　　　　　（119）

3
＆42±L24ゆゆ掌　　　　425±0．30ゆ毒‡率　　　　23．01±L81

　（59）　　　　　　（84）　　　　　　（96）
NT．

PaSS

1
19．81±3．09

　（88）

8．76土｛｝．97．．　　　　　32．65±6．50

　（119）　　　　　　　　　（105）

5，70±0．98

（114）

3
8．85±1．248参．

　（62）

4．4ω・0．70

　（87）

23，83圭2．66

　（100）

N．T．

エチオニン処置群に対する有意差有り．p〈0ゆ5（榊），　p＜α02（帥．），　p＜0．01（廓鱒8）．

（）：午チオニン処置群1日および3日の値をそれぞれ100とした場合の割合．N．T．＝Not　tested．
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6）TC誘発脂肪肝ラットの肝TG量に及ぼすPaSSO3Caの影響

表4・7に示すように・TC250搬gl宝9を2回腹腔内投与することにより肝TG量は約5。6倍ま

で上昇し・これに対し両PaA誘導体とも有意な上昇抑制効果を示した。血清TG量はTC処

置により顕著な低下を示し、PaSSO3Ca投与により上昇傾向が見られた。

表4－7．テトラサイクリン誘発脂肪肝ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　　　　血清TG　　　　　　　　肝TG
　　　　群　一一繭「一一　（mg19・liver）
正吊

テトラサイクリン処置

PaSSO3Ca

PaSS

97．8士20．1

38．4全；7．8

　（100）

47。2土9．3

　（123）

41．0止8．3

　（107）

　4．52ま◎。4◎

　25．32圭3．58

　　（100）

12．60土1．59＊＊＊＊

　　（50）

16．74土5．18＊＊

　　（66）

テトラ　　ク1ン　　　に・　る　忌　　り．p＜0．05＊＊，pく0．01＊＊＊＊．

（）：テトラサイクリン処置群の緯を100とした場合の割合．

7）ET誘発（慢性）脂肪肝ラットの肝および血清TG量に及ぼすP誌SO3Caの影響

　表4－8に示したように、肝TGは5％ET含有飼料の4週間処置により正常群の約1．2倍ま

で軽度に上昇し、両PaA誘導：体投与群で上昇を抑制する傾向を示した。一方血清TG量は

ET処置により約1．8倍に上昇し、両PaA投与群で有意な上昇抑制を示した。

…表4－8．エタノール誘発脂肪肝ラットの血清・肝脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響（慢性）

　　　　　　　　　血清脂質（湧9｛dD
群
　　　　　TG　　　　　C｝I　　　HDL・CH

　　　　　　肝脂質（mg∠g・】iver）

PL　　　　　　　TG　　　　　　CH

正常　　　　　　92．5士15．1』91．7土1LO　59．2士10．6　160．9士19．2　　4．01士0．89　　4．3妊0．39

エタノール処置　　16Llま38．7　83．7土13．5　43．｛｝土6．0

　　　　　　　　（10◎）　　　　（重｛｝◎）　　　（韮0◎）

PaSSO3Ca　　　　　　69。2土7。2＃　　　72．1土6．3　　47．9士2．5

　　　　　　　　（43）　　　　　　　（86）　　　　　　（111）

PaSS　　　　　　　　　口2．6土10．8＊＊　　80．0土8．1　　44．4士4．4

　　　　　　　　（70）　　　　　　　（96　　　　　　（茎03）

16G．7ま205　　　　　4．95圭LO（｝　　　　3。76ま｛｝．茎8

　（至（｝◎）　　　　　　（1◎0）　　　　　　（韮00）

135．8士19．3　　　　4．05士1．00　　　4．51±0．42＊＊＊＊

　（85）　　　　　　　　　（82）　　　　　　　　　（120）

146．8士16．7　　　　　3．99士0．33　　　　　3．95止0．45

　（9翌）　　　　　　　　　（81）　　　　　　　　　（105）

エタノール処置群に対する有意差有り．〆0。05（＊＊），ρ＜0．01（＊＊＊ホ），p＜0．001（＃）．

（）：エタノール処置群の値を100とした場合の割合．
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8）ET誘発（急性）脂肪肝ラットの肝および血清TG量に及ぼすPaSSO3C3の影響

表4－9に示したように、大量のET処置を3日間行うことにより肝臓および血清TGはそ

れぞれ正常群の1．9倍と2．4倍に上昇した。肝TG量の上昇に対し、両PaA誘導体で同程度

の作用の強さで有意な上昇抑制を示した。一方ET処置による血清TGの上昇に対しては

PaSS投与群で上昇抑制傾向を、　PaSSO3Ca投与群では有意な上昇抑制を示した。

表4－9．エタノール誘発脂肪肝ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　血清TG　　　　　　　　肝TG
　　　　群　一一一砥r『　　m創9・1iver
正吊

エタノール処置

PaSSO3Ca

PaSS

71．9土13．8

173．4土30．4

　（100）

l19．2土31．1＊＊

　（69）

149．0士36．7

　（86）

5．8土0．6

11．3土1．9

　（100）

9．1土1．0＊＊

　（80）

8．6圭1．3＊＊

　（76）

エタノール　　　　に・　る　忌　　　り．　p＜0．05＊＊．

（）：エタノール処置群の値を100とした場合の割合．

4．考察

実験動物による高TG血症と脂肪肝はその作用機序により表44①のように分類される。

各項目ごとに代表的なモデルを選択し、高TG血症と脂肪肝を実験的に作成し、それらに対

するPaSSO3Caの作用を検討した。

　　　　　　　　　表4－10．作用機序による実験的高TG血症・脂肪肝の分類
　　　　　　　　　　　　　　作用機序　　　　　　　　　　モデル作成物質
　　　　　　　脂肪の酸化障害　　　　　　　　　　　　　　エタノール（急性）
　　　　　　　過栄養性脂肪肝　　　　　　　　　　　　　　エタノール（慢性）
　　　　　　　蛋白質合成障害による肝脂質　　　　　　　　　テトラサイクリン

　　　　　　　の末梢への転送障害
　　　　　　　脂肪の合成思詰　　　　　　　　　　　　　フルクトース
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フルクトースVLDL合成充進による

VLDL－TGの増加
外因性TG負荷
（脂質吸収阻害・代謝酵素充進）

オリーブオイル

脂肪乳剤
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Iしによる高TG血症はLPL活性増強に基づく薬物129・130）のスクリーニングに適しており、

両PaA誘導体ともこの系で有効であったため（図4－1）、　LPL活性増強のあることが示唆さ

れた。またPaSSO3Caは同時投与でも有効だが、前投与した方がより強力に作用し、この差

は両PaAの吸収量および体内での代謝の相違によるものと考えられる。

炭水化物による高TG血症131）は、肝臓におけるα一グリセロ燐酸からのTG合成充進132）

や、VLDL合成充進によるVLDL－TGの増加92）によるとされている。10％FWをラットに1

日40ml、4週間制限給水することにより、比較的緩和な条件で高TG血症を作成し両PaA

誘導：体の作用を調べた。その結果、4週間のFW処置による血清TG上昇をPaSSO3Caのみ

が抑制し（表4－2）、一方肝TGはFW処置により上昇せず、両Paへ誘導体による影響も見

られなかった（表4－2）。FWにより肝TGが上昇しなかったのは、肝臓におけるTG合成充

進がこの条件下では軽度であったため、合成されたTGがVLDL－TGとして血中に放出され

たためと推定されるgPaSSO3Caは、肝臓より血中へ放出されたV：LDレTGの異化を促進す

ることにより、血清TG量を減少させると考えられる。

AX、ストレプトゾトシンにより誘発される実験的糖尿動物ではインシュリン作用の不足

により脂肪組織からの脂肪酸動員増加133）、また肝臓におけるTG合成および分泌の充進92）

が起こり、また血中においては、TG処理能の低下により血清TG値の著しい高値が生ずる

瑚と言われている。今回の実験でも血清TG量はAX処置により正常群の約5倍に上昇し、

両PaA誘導体ともAX処置による血清TGの上昇を抑制する傾向が見られた（表4－3）。こ

のことは両PaA誘導体とも作用は弱いが、脂肪酸動員、肝TG合成・分泌の充進に対し阻害

的に働き、またTG処理能を尤進させる働きのあることを意味している。

　OAは成長促進因子および抗脂肝性物質として知られている135）が、大量投与により脂肪

肝を呈することがわかった13①。これはVLDL合成低下13のが原因とされている。今回の実

験で肝TG量はOA処置により軽度しか上昇しておらず、血清TG量は何ら影響を受けてい

ない（表4－4）。このことはOAによるVLDL合成伝下は軽度であることを示している。こ

61



のような条件下で両PaA誘導体ともOAによる肝TG上昇を同程度抑制しており（表4－4）、

両PaA誘導体に軽度なVLDL合成低下を防止する作用があることを示している。

ENによる脂肪肝は、必須アミノ酸であるメチオニンとの構造上の類似性からタ’シパク合

成阻害が起こり・V：LD：L・：LD：L生合成が低下することによる13 h138）。　TCはタンパク合成阻害

作用を有する抗生物質で、V：LDLの肝臓からの放出を低下させるため脂肪肝を生成する13『）。

ENの場合、　VLD：しの血中への放出過程は軽度しか阻害されていないものと思われ、血清TG

量も肝TG量（表4－6）ほどではないが上昇していた（表4－5）。一方、　TCではV：LDL放出

もかなり阻害を受け、血清TG値が顕著に低下した（表4－7）。　VLDL放出阻害という点で

TCが特異的であることがわかる。この2種類の物質によって誘発した脂肪肝に対して、両

paA誘導体とも肝TG上昇抑制作用を有していた（表4－6，7）。その作用は特にPaSSO3Caで

顕著であり、TCによる脂肪肝では血清TG量の上昇も観察された（表4－7）。このことは、

paSSO3CaにVLDL合成やVLDL放出を促進する作用があることを示唆する。

　ET誘発脂肪肝について、急性および慢性モデルを作歳した。急性モデルでは、　ET自身の

酸化により過剰のNADHが生成され、　FFAの酸化を低下させる。ま咋、　FFAの合成および

エステル化の充進、リポタンパク分泌の低下が報告されている12η。慢性モデルの場合、栄

養障害によるところが大きいと言われている140’141）。急性、慢性ET負荷ラットともに

PaSSO3Caは血清と肝TGの上昇を顕著に抑制した（表4－8，9）。これは、　PaSSO3CaがFFA

のβ一酸化の二進、TG合成の抑制、リポタンパク分泌の充進により、ET誘発高TG血症お

よび脂肪肝を改善することを示している。

　以上のように、PaSSO3Caは肝臓におけるTG合成の低下、　TG異化の促進・肝臓よりの

TG分泌の二進作用により、各種薬物で誘発される高TG血症ならびに脂肪肝の発牢を抑制

することが示唆された。PaSSにも同様の作用が見られたが、　IL高TG血症（図4－1）・FW

高TG血症（表4－2）の血清TG、　EN処置1日後の肝TGおよび3日後の血清TG（表4－5・6）・

ET（慢性）負荷の血清TG（表4－8）、　ET（急性）負荷の血清TG（表4－9）においてその作用は
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PaSSO3Caに比較し弱かった。このことは、両PaA誘導体とも作用点は同一であるが、その

作用がPaSSで弱いことを示している。また・両PaA誘導体の体内での代謝の相違、腸管か

らの吸収量の違いなども原因として考えられる。

飼猫、犬などペット動物の食餌の高カロリー化により、人の成人病と同様に、脂質上昇に

よる動脈硬化、脳梗塞が発症しており、家畜の分野では牛の周産期に脂肪肝が多発し、繁殖

障害や乳房炎発症の引き金になると言われている94鋤。これらの課題を解決するためには、

paSSO3CaのようなTGに対し作用が強力な化合物の検討は有意義なことと思われる。

5．要　約

脂肪乳剤によって生じた急性高TG血症に対し、　PaSSO3Ca、　PaSSの前あるいは同時投与

により血清TGの上昇が有意に抑制された。　i　O％果糖負荷時の血清TG上昇をPaSSO3Caは

有意に抑制したが、P3SSで変化がなかった。アロキサン処置による糖尿ラットの血清TG

の上昇を両PaA誘導体で抑制する傾向を示した。オロチン酸処置による肝TGの上昇を両化

合物とも有意に抑制した。エチ出目ン（EN）処置1日後の肝TG量上昇をPaSSO3Caの2週間

前投与により有意に抑制し、またPaSSの2週間前投与により上昇抑制傾向を示した。この

時血清TG量も上昇し、両PaA誘導体で上昇抑制傾向を示した。　EN処置3日後では肝TG

量は正常群の1．6倍に回復し、これに対し両化合物とも有意な上昇抑制効果を示した。この

時、血清TG量は正常群のレベルまで回復し、PaSSO3Caのみ正常群の値より更に低下した。

テトラサイクリン処置により上昇した肝TGを両PaA誘導体とも有意に抑制した。5％エタ

ノール（ET）飼料処置により血清および肝TG峠上昇し・肝TGの上昇に対して両化合物で抑

制傾向を示した。血清TGの上昇に対し両PaA誘導体群とも有意な抑制効果を示し・その作

用はPaSSO3Caで顕著であった。大量のET投与により脂肪肝・高TG血症が発症したが・

血清TGの上昇を、　PaSSO3Ca群みみ有意に抑制し、また肝TGの上昇を両PaA誘導体とも

有意に抑制した。
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第5章　PaSSO3Caの脂質低下作用の作用機序

第4章までに各種動物、各種条件下で検討した結果、PaSSO3Ca血清脂質および肝脂質低

下作用を有し・ウズラおよびウサギの動脈硬化症の予防に有勲であることが示された。

そこで本章ではPaSSO3Caの脂質低下作用の作用機序を知るため、　CH低下作用を有する

条件として1％CH：（0．5％CA）含有飼料で2週間飼育ラットを、　CH低下作用を持たない条

件として正常飼料飼育ラットを使用し、∫ηv’か。、∫ηv∫voでのPaSSO3CaのCH低下作用につ

いてさらに検討した。TGについてはほとんどの条件下で低下作用を示したので、代表的な

条件として正常飼料飼育ラット、テトラサイクリン処置ラットおよび高CH飼料飼育ラット

を用い、PaSSO3CaのTG低下の作用機序を」ηv加。、’ηv∫vo実験系を用い調べた。

第1節　高コレステロール食飼育ラットにおけるPaSSO3C諏のコレステロール低下作用の

　　　　機序

1．目的

第2章において、高CH飼料で飼育した各種動物に対しPaSSO3Caの血清・肝CHに及ぼ

す影響について検討した。PaSSO3Caはラット、ハムスター、ウズラおよびウサギに対し血

清CH低下作用を示した。本実験では第2章で強力な脂質低下作用を示した1％CH（0．5％CA）

含有飼料で2週間飼育したラットに、PaSSO3Ca投与の条件を用い、　CH代謝（吸収、異化

排泄、生合成）に及ぼす影響について検討を行った。

2．材料および方法

2・1．実験動物　・

　動物は特に記載しない限り、㈱埼玉実験動物供給所より入手した雄性wistar系ラット・

体重12・9前後のも嘩使用し鵡鰯は正常群でほ日本クレア膿C肌高C瞬で1ま
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CE－2をベースに1％CH、05％コール酸ナトリウム（CA）を添加した高CH飼料で2週間

飼育した。その他の飼育条件は第1章の方法に準じて行った。

2．2．試薬

paSS、　PaSSO3CaおよびパンチテインーS一スルホン酸ナトリウム（PaSSO3Na）は相互薬工

㈱製、［1α，2α一3田cholestero1（57．OmCi／㎜ol）、［4－14C］cholesterol（60mα㎜ol）、［1－14C］

sodi臨ac㈱（57三脚◎1）、［14C］一mev掘。　acid　DBED　s瓠t（50。1μCシ㎜ol）およびAquasol－2

はNew恥91and　Nuclear（Boston，　MA）より購入した。他の試薬は特級品を使用した。

2・3．PaA誘導体投与

特に記載しない限り、化合物はPaSS（400！捻9／鑓1）、　PaSSO3Ca（5441篭9／㎡D）をそれぞれ

1，000、1，361mg灰9の投与量で1日1回、高CH飼料飼育開始と同時に終了するまで連続経

口投与した。正常群、高CH飼料飼育群にはPaA誘導体の代わりに水道水を与えた。

2・4．放射性CH：溶液の調製

Dual　isotope1欄43）法の実験における静脈内投与溶液は、［4一蓋4C］一CHの15．7μCi（394μ1）に

95％エタノール水溶液（515．0い1）および0．9％NaCl溶液（9．79ml）を加えたものを用いた。

経口投与溶液は、［3H］一CH：の59．gFCi（59．gFl）に非放射性CH（105mg）を添加して激しく

振量混和した後、蒸留水で35m1にメスアップしたものを用いた。

2・5．実験方法

1）D縫al　isotope法によるCHの吸収、異化排泄に及ぼす恥SSO3Caの影響

　動物は1群5匹ずつ使用し、正常飼料および高CH飼料で12日飼育した。　PaA誘導体は、

PaSS（400mg∠㎞1）、　PaSSO3Ca（544搬g／h①をそれぞれ茎，0◎◎および1，361搬g／kgの投与量で1

同1回、10臼問連続経口投与した。動物は最終PaA誘導体投与後、［4．蓑4q－CH

（0．381μCi／0．25nU／lOO9・体重）を尾静脈よりエーテル麻酔下投与し・速やかにド珂一CH

（1．712FCシ1．OmVlOO9・体重）を、経口投与用ゾンデを用い投与した。その後・48時間まで

経時的に尾静脈よP必要量採血し血液中の放射能ρ測定に供した。最終採血後・ラットを麻
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酔下（ソムノペンチル；0・12mレrat，iρ・）で開腹し、総胆管にカニューレ（Intramedie　PE－10，Clay

Adams）を挿入して流出する胆汁を2時間分採取した。胆汁採取後、直ちに腹部大動脈から

自然放高した。

2）胆汁中への胆汁酸・CH排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

　動物は1群3匹ずつ使用し、正常飼料および高CH：飼料で2週間飼育した。　PaA誘導体最

終投与後、ラットを麻酔下（ソムノペンチル；0．12ml∠rat，iρ．）で開腹し、総胆管にカニュー

レ（htramedie　PE－10，Clay　Adams）を挿入して流出する胆汁を6時間分採取した。胆汁採取

後、直ちに腹部大動脈から自然放記した。

3）LI）L－rich　semm中の【14　C｝CHの血中からの消失に及ぼすPaSSO3Caの影響

　体重180g前後のラット3匹を使用し、高C：H飼料で2週間飼育した後、生食水：

Tween80＝20：1に懸濁させた［4－14　C｝CHを30μCi／kgの割合で経口的に投与した。3時間後

心臓採血し、放射性の血清を得た。別に1群5匹を用いて高CH飼料で飼育したラットに

PaA誘導体最終投与後、この放射性血清を2．2myrat（3，687，200dpmlrat）の割合で静脈内投与

し、経時的に採血を行い血中放射能を測定した。

4）CH：の壷中排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

動物は1群4匹ずつ使用した。PaA誘導体最終投与後、生食水：Tween80＝20：1に懸濁さ

せた［4・14C｝CHを4．5μCシ200　gの割合で経口投与し、3日間のふんを1日分ずつ集め、乾燥

させ、全量を粉末状に砕き、エタノール50mlを加え80℃の水浴中で8時間、脂質および胆

汁酸の抽出を行った。これを3回繰り返し、3回の抽出液を混ぜ一定量に濃縮した後、その

1mlをバイアル瓶に分取し、　Aquasol－2を9ml加え、ふん中放射能を測定した。

5）酢酸からのCH生合成に及ぼすP3SSO3Caの影響

　動物は1群6匹使用した。動物はPaA誘導体最終投与前12時間絶食させ、　PaA誘導体最

終投与30分後に11－14C］群酸を10μCi／1009の割合で腹腔内投与し、1時間後に安楽死させ、

肝臓および血液を採取した。肝臓および血液より得た血清中の放射能の取り込みを測定した。
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6）メバロン酸からのCH生合成に及ぼすP3SSO3Caの影響

　動物は1群4匹使用した。動物はPaA誘導体最終投与前14時間絶食させ、　PaA誘導：体最

終投与30分後【14C］一メバロン酸DBED塩を16．7FCシkgの割合で腹腔内投与し、1蒔間後に

安楽死させ・肝臓・小腸および血液を採取した。肝臓・小腸聞よび血液より得た血清中の脂

質への放射能の取込みを測定した。

2・6．脂質および胆汁酸の測定

　ラットより採取した血液は必要により、3，000回転、20分の遠心分離により血清を得、肝

臓は0．9％NaClで20％ホモジネートを調製した。第1章の方法を用い、血清中CH79）および

HDL（高比重リポタンパク）一CH83）を定量した。胆汁中胆汁酸は、酵素法1覗）による測定キ

ット（エンザバイル、第一化学薬品製）を用い測定した。

2・7．組織中の放射能の測定

　血液（0．1m1）、血清（0．25m1）および胆汁（0．05m1）に30％H202を少量加え一夜放置し脱

色した。その後Folch液145）を1m1加えよく撹熱し、シンチレーター（Aquaso1－2）8．5m1を加

えてAloka903を用いて測定した。　CH生合成実験で得た肝臓の20％ホモジネート1mlに対

し、Folch液3fnlで3回脂質の抽出を行い、抽出液を0．9％NaC1で3回洗浄した。この有機

層をN2気流下蒸発乾固し、　Folch液100F1で再溶解し、脂質抽出液とした。この25叫を総

脂質画分、他の25Flを薄層クロマトグラフィー（Whatman　LK5DF）によりヘキサン：エチ

ルエーテル：酢酸（80：20：1）を分離溶媒として展開し、CH：、　CHエステルを分離した。こ

の部分を12蒸気により発色させ、液体シンチレーション用バイアルに掻き取り、Folch液lm1

を加えよく混和した後、Aquasol－2を9m1加えて放射能を測定した。

2・8．統計処理

デ㌣タは平均値士標準偏差で表示し，student’sの’一検定で有意差検定を行った。
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3，結果

1）1）ual　isotopeによるCH：吸収、異化排泄に及ぼすP認SO3Caの影響

　経口的に投与した［3H｝CHと静脈内投与した［14　C］一CHの血中濃度の推移を図5－1’に示す。

血中［3H］濃度は正常群では9～24時間の間にピークを持つ緩やかな曲線となったが、高CH：

群では6時間後に最大吸収を示す鋭いピークを持つ曲線となった。図5．1より吸収量を計算

したところ、高C：H群で［3H］一CHの吸収は正常群の74％に減少し、両化合物による影響は

なかった。一方、静脈内投与した［14C｝CH：の血中濃度も正常群では緩やかな曲線となり、

高CH：群で6－9時間後にピークを持つ曲線となった（図5－2）。血中からの［14　C］一CHの消失速

度を9時間から24時間で計算すると、正常群で37．5（㎞）、高CH群で12．6（hr）、　PaSS群

で18．9（hr）、　PaSSO3Ca群で10．7（㎏）となり、PaSSO3Ca投与により血中からの［14　C｝CHの

消失は軽度促進していることが示された。この結果は、PaSSO3CaにCHの胆汁中またはふ

ん中への胆汁酸、C耳としての排泄、臓器へのCH：の分布を促進する作用のあることを示唆

している。そこで、48時間後より2時間分の胆汁中へ排泄された［3H］、［14C］濃度と量を測

定した（表5－1）。［14C］、［3　H］の濃度、量とも高CH群で増加していた。［14C］の排泄濃度、

量は両化合物に’謔闕bbH群より増加していた。また、［3H1の排泄濃度、量はPaSSでは低

下傾向が見られたが、PaSSO3Caでは増加していた。肝臓・血清への［3H］、［14　C］の分布に及

ぼす両PaA誘導体の影響を表5－2に示した。肝臓および血清への残存放射活性は、　PaA誘導

体により変化ないか減少していた。この結果は、経口および静脈内投与されたCHが両PaA

誘導体の作用によって、肝臓および血清からすみやかに排泄されることを示している。臓器

への分布がなく、吸収の影響を受けない［14C］一CHの胆汁中への放射能の排泄が上昇したこ

とで、PaSSO3Caに胆汁中への胆汁酸、　CH排泄促進作用が示された。

2）胆汁中への胆汁酸・CH排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

　表5－1において、胆汁中への放射能の排泄：が上昇していたことから、それが、胆汁酸
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表5－1．胆汁中への【14C］・［3H］標識胆汁酸およびコレステロール排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
【14C］一Excreted　in　bilejuice ［3珂一Excr6ted　in　biIe　juice

【14C］dpm！m1・bile　dpm12hr． ［3珂dpmlm1・bile dpm／2hr．

正常

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

10，614土1，568　　17，490ま：5，107

11，376士2，l16

　（100）

13，060土1，905

　（l15）

12，890ま：2，254

　（l13）

24，733±10，257

　　（100）

29，147±6，954

　　（l18）

28，535±14，966

　　（l15）

23，762±2，245

33，351士9，745

　（100）

38，007土3，636

　（l14）

30，l14士8，427

　　（90）

39，991土9，372

72，216士32，667

　　（100）

86，931土15，791

　　（120）

69，560士47，457

　　（96）

（）：高CH群を100とした場合の割合。

表5－2．肝臓・血清中に残存した放射能に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
Radioactivity－remained　in　liver（dpm／g）　　Radioactivity－remained　in　serum（dpm／m1）

［3H］ ［14C］ ［3H］ ［14C】

正常

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

78，978±26，181

94，326士11，233

　　（100）

93，784±12，l19

　　（99）

78，254土13，707

　　（83）

34，169土8，089

42，940圭7，032

　（100）

35，159圭4，684

　　（82）

33，427±6，553

　　（78）

10，781土1，935

13，558±1，911

　（100）

10，116土521

　（75）

10，163士1，565

　　（75）

4，741±509

5，549」＝801

　（100）

3，876士267

　（70）一．

4，383ま：604

　（79）

（）：高CH群を100とした場合の割合。

　　　　　　　　　　　表5－3．血清脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

正吊．

高CH
と

PaSSO3Ca

PaSS

74．2」：3．1．

300．1ま＝61．7

　（100）

275．8ま；64．0

　（92）

270．4±54．3

　（90）

54．4土2．9

40．6士3．4

（100）

47．9±4．2

（l18）

46．4±6．2

（114）

（）　局CH　を100とした場口の1口

あるいはCHのどちらに由来するものか、検討した結果、表ξ一4に示すように・PaSSO3Ca

により、胆汁酸め排泄が上昇しており、CH排泄に砿彩響がなかった。
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表5－4．胆汁中への胆汁酸及びコレステロール排泄に及ぼすPaSSO　Caの影響

　　　　群　糠讐　　胆汁轟鑑一ル
正常

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

34。4

48．3

（100）

57．1

（118）

46．8

（97）

230．8

194．7

（100）

202．7

（104）

134．6

（69）

チータは3匹のラットの平均値。（）：局CH群を100とした場口の。拾。

2）LDL一面k　ser麟中の114Cl一（駐の血中からの消失に及ぼすP3SSO3Caの影響

　LDL一酌hな血清中へ取り込ませた［14　C］一CHを静脈内投与した際の血中からの消失に及ぼ

すPaSSO3Caの影響を図5・3に示す。［韮4C］・CHの血中からの消失はこ相性を示し、図5－3

より求めた第一相の半減；期（t112）は正常群で13．藁士3，7（雛勲）、高CH群で92．8士20．3（斑i益）、

PaSS群で85．8土27．1（mh1）、　PaSSO3Ca群で25．5到5．5（min）となり、CHの血中消失は第一

相で遅延しており、PaSSO3Caはこれを短縮していることが確認された。一方、第二相の半

減期tl尼は正常群で25．4土8．2（㎞）、高CH群で12．8土0．6（hr）、PaSS群で13．5土1．3（hr）、PaSSO3Ca

群で15．2士3．3（hr）一 ﾆなり、高CH飼料飼育により、　CHの血中からの消失は第二相で促進

され、PaA誘導体投与による影響は見られなかった。　Dual　isotope法による実験と今回の

LDL一献h　se㎜を用い実験よりDu烈isot◎pe法で静脈内投与した［14　C｝CHの血中からの消失

が、PaSSO3Caにより促進されたのは、表5・3に示したようにHDL－CHが両PaA誘導体で上

昇傾向にあることによ’り、主にLDL中のCHの消失が促進されたことに起因することが判

明した。

3）CH：のふん中排泄に及ぼすP謡SO3Caの影響

CH：のふん中排泄に及ぼすPaA誘導体の影響を表5－5に示した。　PaSS群ではすべての期間

で排泄された［14C］一CH由来放射能は増加していた。．PaSSO3Ca群では初めの0－24時間で変
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化なく24～72時間で増加していた。よって、0～72時間までの累積排泄量は両化合物群で

増加していた。また、胆汁酸の腸肝循環を高CH群の83％に軽度阻害していた。この結果は、

PaSSO3CaにCHのふん中排泄促進作用あるいは胆汁循環の阻害作用のあることを示してい

る。

q
日
高
書
る
安
）

01

　　0　2、4　6　8　10　12　14　　　　　　　　　　　　　　　　　（hr）

　　　　　　　　　　　・Noma1・HCDムPaSSO3Ca・PaSS

図5－3．　LDL－richリポタンパク質の血中からの消失に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　表5－5．ふん中への放射能の排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
、
「

Radioactivity　hl　fもces（dpm／fbces）

0－24hr 24－48hr 48－72hr 0－72hr

正常

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

652，793：圭208，323　605，129土71，200　365，908土92，215　1，623，829土304，779

718，838土423，884474，879土128，459　234，470±45，700　1，430，686±296，796

　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　　（100）

714，653±154，087555，117土134，858　279，160・と86，988　1，548，930ま：146，349

　二　（99）　　　　　　　　　　　（117）　　　　　　　　　　（119）　　　　　　　　　　　（108）

839，200ま：110，057499，987土254，969　313，312土82，315　1，652，499土380，567

　　（117）　　　　　　　　　　（105）　　　．　　　　　　（134）　　　　　　　　　　（l16）

（）：高CH群を100とした場合の割合
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4）114q一酢酸からのCH生合成に及ぼすPaSSO3Caの影響

肝臓での［14q一酢酸の総脂質への取り込みは高CH群で減少し、PaSSでは変化なかったが、

paSSO3Caは投与により減少傾向を示していた（表5－6）。肝臓での［14C］一酢酸よりの［14　C］一CH

の合成は高C：H群で減少し、両化合物投与により更に減少していたが、その作用はPaSSO3Ca

群で強力であった。一方血清中へのCHの取り込みは肝臓と同様、高CH群で顕著に減少し、

両PaA投与による影響は見られなかった。

表5－6．肝臓および血清での14C一酵酸からのCH合成に及ぼすPaSSO　Caの影響

　　　　　　　　　　脂　　（dpmlg・Hver）　　　　　　　　　　目（dpm／m1）

群　　［14C｝総脂質r14C｝CH　　［14C｝CH
正吊

高CH

PaSSO3Ca

PaSS

33，902土10，303　25，201±：1，724

25，684土7，034　　16，639土2，562

　　（100）　　　　　（100）

22，056土7，664　　11，614：と3，320

　　（86）　　　　　　　　　（70）

26，676土17，514　13，821土2，092

　　（104）　　　　　　　　　（83）

3，277ま：369

929」：267

　（100）

1016圭416

　（109）

1053土439

　（113）

（）：局CI｛　100しこ　口の　ロ

5）【14q・メバロン葭からのCH：生合成に及ぼすPaSSO3Caの影響

肝臓での［14C］．メバ・ン酸の［14C］遊離CHへの放射能の取り込みは高C購で顕著に減少

し、PaSS投与により減少傾向にあったが、　PaSSO3Caでは変化なかった（表5－7）。　CH：への取

り込みに対する高CH飼料飼育の影響は少なく、PaSSO3Ca投与により顕著に減少していた。

よって、C：H＋CEで求あたCH生合成に対してはPaSSO3Ca群のみ低下傾向を示していた。

CH生合成の主要臓器である肝臓において、PaSSO3Caは酢酸よりのCH生合成およびメバロ

ン酸からのC：H生合成をほぼ同程度に抑制している。このことは、PaSSO3Caがメバロン酸

以降のCH生合成経路を阻害することを意味している。小腸では肝臓の約20％のCH：合成活

性が存在した。小腸での［14C］一メバロン酸よりの［14　C］一遊離CHの放射能の取り込みは高CH

群で軽度に低下し、両PaA誘導体による影響はなかった。’ m14　C］一CE（エステル型CH）への
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取り込みは高CH飼料飼育による影響は見られず、両化合物により低下傾向を示した。よっ

て、CH＋CEより求めたCH生合成に対してはPaSSO3Ca群のみ低下傾向を示した。一方、

血清中への［14C｝CHの取り込みは高CH群で低下し、両PaA投与により上昇していた。［14

C］一CEへの取り込みはCH負荷により顕著に減少し、両化合物投与により上昇していた。よ

ってCH＋CEより求めた血清中へのCHの取り込みは両化合物により上昇していた。

群

表5。7．肝臓、小腸および血清での14C一面バロン酸からのCH合成に及ぼすPaSSO　Caの影響

　　　肝臓（dpm／g・livcr）　　　　　　　　　　　　小腸（dpm／g・intestine）　　　　　　　　血清（dpm／m1）

l14C］℃H　【14C］・CE　I14q・（C紀E）【’4C】℃H【且4q－CE【14C】・（C＋CE）【14C1・CH［14q－CE【14C｝（C＋CE）

正常　　　　　11，136±3，242　7，343±5，204　18，079土8，390　　1，986±676　1，578±99　　3，562士685　　695±155　2，969土195　　3，732ま156

高CH　　　　　　1，795土321　　6，731士3，843　　8，525±3，828　　1，449土203　1，507土297　　2，956土990　　　379±90　　478土178　　　858土267

　　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　　（100）　　　　（100）　　　　（100）　　（100）　　　　（100）

paSSO3Ca　　　　　1，661：圭417　　　4，100・と1，918　　5，761±2，103　　　　1，192士255　　1，161士201　　　2，553土409　　　　519土31　　　617±109　　　　1，136士104

　　　　　（93）　　　　　　　　（61）　　　　　　　　（68）　　　　　　　　　（96）　　　　　　（77）　　　　　　　（86）　　　　　　　（137）　　　　　（129）　　　　　　　（133）

paSS　　　　　　　　l，589土459　　　6，712ま：4，148　　8，301圭4，358　　　　1，680士966　　1，301±74　　　2，981土416　　　　520土148　　　598±88　　　　1，118±137

　　　　　（89）　　　　　　　　（100）　　　　　　　　（97）　　　　　　　　（116）　　　　　　（86）　　　　　　　（101）　　　　　　　（137）　　　　　（125）　　　　　　　（130）

（）：高CH群を100とした場合の割合

CH：遊離型コレステロール，CE：エステル型コレステロール

4，考察

　Dual　isotope法｝ごよる実験では、一度に吸収、異化排泄、臓器への分布を観察できる。経

口投与した［3H］一CHの血中濃度の推移（図5－1）’により、高CH群でCHの吸収は正常群の

74％に減少していた。これは、ラットの高CH飼料飼育に対する防御機構の活性化による吸

収阻害であることがわかる。

　一方、静脈内投与じた［14C］一CHの血中濃度の推移により、CHの血中からの消失半減期

は高CH群で正常時の約85％まで短縮されており、これは過剰なCH：を体内から排泄さ巷よ

うとするラットの高CH飼料飼育に対する防御機構の活性化84む6・100）による結果である。

PaSSO3Caは高CH：群の約1／2まで［14C］一C｝1の血中からの消失を短縮しており（図5－2）・こ

の結果は、PaSSO3CaにC：Hの胆汁中への排泄、ふん中へのBA（腸肝循環の阻害）・CH：と

してゐ排泄、臓器へのCHの分布を促進する作用が有ることを示している。そこで、胆汁中
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への放射能を測定したところ（表5－1）、［14C］、［3H］由来の放射能は高CH群で増加してお

り、PaSSO3Ca群では高CH群より更に増加していた。高CH飼料飼育により胆汁中へのBA、

CHの排泄が促進していることを示している。また、　PaSSO3Caは［14　C］、［3田由来め放射能

の臓器および血清への分布を変化させないか、減少させており（表5．2）、吸収の影響を受

けない［14C］一CH由来の放射能の胆汁中への排泄を上昇させたことは、　PaSSO3Caに胆汁中

へのBA、　CH排泄促進作用があることを示している。さらに、　BAあるいはCHを特定する

実験を行ったところ（表5・4）、胆汁中のBAを上昇させており、CHに影響を与えていなか

った。これにより、PaSSO3Caによる胆汁酸生成の律速酵素である146）cholesterol　7α

一hydroxylase（EC　I．14．13．17）の活性化が示唆された。さらに、　PaS　SO3Caはふん中への放射能

の排泄も軽度であるが促進しており（表5－5）、BAの腸肝循環を高CH群の83％に軽度低下さ

せた。［14C］、［3H］一CH：のふん中への排泄促進またはBAの腸肝循環の阻害作用があること

が示された。

　CH：は、酢酸からHMG－CoA、メバロン酸を経て数十段階の反応により生体内で含成され

る14η。高CH飼料飼育時には、　CH生合成の主要臓器148）である肝臓での酢酸からのCH生

合成は正常群の66％に抑制され（表5－6）、メバロン酸からのCH生合成は正常群の47％に

抑制されており（表5－7）、メバロン酸以降の経路での阻害程度が強いことがわかる。

PaSSO3Caは、酢酸からのCH合成およびメバロン酸からのC耳合成を肝臓において同程度

阻害しており、この結果は、PaSSO3Caがメバロン酸以降のCH合成経路を阻害しているこ

とを示している。メバ忌ン酸からのCH合成については小腸についても行ったが、高CH飼

料飼育およびPaSSO3Caの影響は肝臓ほど大きく出ていなかった。高CH飼料飼育に対する

ラットの防禦機構の活性化は、主に肝臓におけるCH生合成の抑制という形で現れることが

知られており80、今回の結果もそれを支持するものであった。

Dual　isotope法で静脈内投与したCHは非生理的であり・もっと生理的条件で血中からの

CH消失を観察する場合、リポタンパクの形状をとったCHにより行うべきである。そこで
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高CH飼料で飼育したラットより採取した血清を使用し、血中からのCH消失に及ぼす

PaSSO3Caの影響を検討した。この血清には、（VLDL＋LDL）一CHが91％、　HDL－CHが9％含

まれている。PaSSO3Caは、このように（VLDL＋LDL）一CH　richな血清のCHの血中からの消失

を促進する作用があることが示され（図5－3）、これはDual　isotope法において、静脈内投与

した［14C］一C：Hの消失を早めた結果と一致するものであった。

　第2章で示したように、この条件下ではPaSSO3Caにより（V：LD：L＋：LDL）一CH：の低下、

HDレCHの軽度な上昇が観察された。今回の結果と考え合わせるとこの消失促進は、

（VLDL＋LDL）一画分のCH消失促進であることが示された。

　以上のように、PaSSO3Caには高CH飼料飼育時の血清CH低下作用が観察されるが、こ

れはCH吸収に影響を与えず、　CHの肝臓および血清への分布を減少させ、胆汁中へのBA、

CH：の排泄および糞中へのCH：排泄を促進させ、　BAの腸肝循環の阻害作用、メバ嶽ン酸以

降のCH合成経路の阻害により、血中から（VLDL＋LDL）一CH　richなCHの消失を促進する作

用によることが判明した。

5．要約

PaSSO3Caの血中CH低下作用が観察される条件である、1％CH（0．5％CA）含有飼料飼育ラ

ットでの脂質低下の作用機序について検討セた。Dual　is◎t◎pe法による実験で、　PaSSO3Caは

経口投与した［3耳トC：Hの腸管からの吸収および肝臓への［3H｝CHの分布に影響を与えず、血

清中ド珂一CHを減少させた『一方、静脈内投与した［韮4C］一CH：の肝臓および血清への放射能の

分布を減少させた。血中からの［14C｝CHの消失を軽度促進し、胆汁中への［3H］および［14（1］由

来の放射能の排泄を増加させた。PaSSO3Caは経口投与した［韮4C］一CH：のふん中への排泄を促

進し、BAの腸肝循環を軽度阻害した。［韮4q一酢酸および［塗4C］一メバロン酸からの［韮4q－CHへ

の取り込みを同程度の比率で阻害した6また、静脈内投与した［14C］でラベルした

（VLDL＋LDL）一CHの血中からの消失を促進した。
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第2節　正常飼料飼育ラットのコレステロール代謝に及ぼすPおSO3Caの影響

1．目的

　第1章において脂質代謝の正常な各種動物を使用し、PaSSO3Ca投与による血清脂質低下

作用の有無、ならびに実験に用いた動物におけるその作用の種差と性差の有無について検討

した。その結果、血清CH低下作用はマウス、ハムスター、ウズラで観察されたが、正常飼

料飼育ラットでは観察されなかった。そこで今回、正常ラットを用い、PaSSO3Ca投与によ

りラットのCH代謝（吸収、異化排泄、生合成）に及ぼす影響について検討を行った。

λ材料および方法

2・1．供試動物および飼育方法

　脂質代謝の正常な雄性Wistar系ラット（体重約120g）を使用した。胸管リンパカニュレ

ーション法によるCH吸収実験のみ体重220～280gのラットを用いた。動物は埼玉実験動物

㈱より入手し、東京薬科大学実験動物飼育施設にて飼育した。飼料は日本グレア製CE－2、

飲料水は水道水を使用し、特に指定しない限り、それぞれ自由摂取させた。飼育室は温度

25℃±2℃、湿度50％±5％に調節され、照明の点灯は7：00から19：00まで行った。

・2・2．試薬

　PaSS、　PaSSO3CaおよびパンチテインーS一スルホン酸ナトリウム（PaSSO3Na）は相互薬工

㈱製く［1α，2α一3H］一cholestero1（5乳OmC▽㎜01）、［4－14C］一cholesterol（60mCy㎜01）、［1－14C］

・・di㎜ace㈱（57mα騨・1）およびAquas・L2はN・w　E・gl㎝dNu・1・酬B・・甑漁！より

購入した。他の講薬は特級品を使用した。

2・3．放射性CH：溶液の調製

　Dual　isotope1御43）法の実験における静脈内投与溶液は、［4－14C］一CHの15！加Ci（394μ1）に

95％エタノール水溶液（515．0μ1）および0．9％NaCl溶液（9・79ml）を加えたものを用いた。
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経口投与溶液は、［3H］一CHの59．gFCi（59．gF1）に非放射性CH（105mg）を添加し、激しく

振回混和した後、水で35mlにメスアップしたものを用いた。

　伽1’三三において使用した腸管内投与溶液は、［1α，2αω．3H］．cH（47．oFcy㎜ol）3Fci、

5mMモノオレインを含む5％アラビアゴム液1．2m1とPaA誘導体液1．5mlを超音波により乳

化し調製した。この溶液0．45mlと50mMタウロデオキシコール酸0．05mlを腸管内に投与し

た（投与液中に0．5FCi［3：H］一CH、2mMモノオレイン、5mMタウロデオキシコール酸を含

む）。

2，4．CH代謝実験

1）CHの吸収・異化排泄および分布に及ぼすPaSSO3C紐の影響（Dual　isotope法）

　動物は1群5匹ずつ使用した。PaA誘導体は、　PaSS（400mg∠ml）、　PaSSO3Ca（544mg／㎞）

をそれぞれ1，000および1，361mgl辰9の投与量で1日1回、10日間連続経口投与した。動物

は、最終PaA誘導体投与後に［4－14q－CH（0．381FCi／0．25ml／100g・体重）を尾静脈よりエーテ

ル麻酔下投与し、速やかに［3耳］一CH（1．712μCシLOnU／100g・体重）を経口投与用ゾンデを用い

投与した。その後、48時間まで経時的に尾静脈より必要量採血し血液中の放射能の測定に

供した。最終採血後、ラットを麻酔下（ソムノペンチル；0．12mVrat，i夢）で開腹しこ．総胆管

にカニューレ（Intramedie　PE－10，Clay　Adams）を挿入して流出する胆汁を2時間分採取した。

胆汁採取後、直ちに腹部大動脈から自然放血した。

2）胸管リンパカニュレーション法149）を用いたCH：吸収に及ぼすPaSSO3C劉の影響

①絶食条件下での実験：一夜絶食させたラット6匹に生理食塩水6m1を腹腔内投与し、約

45分後にエーテル麻酔下、胸管リンパ・カニュレーションを実施した。10～20分後にラッ

トが覚醒した時、15％CH／オリーブ油を0．3　mレラットおよびPaA誘導体を5m振9の割合で

経口投与した。PaSSO3Caは1，361mg／5m1の濃度となるように生理食塩水に溶解し、正常群

には生理食塩水のみ与えた。リンパ液は2時間間隔で8時間連続採取した。途中リンパ液採

取開始より4時間後に生理食塩水2m1を皮下投与した。リンパ液中のCH濃度を測定した。
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②摂食条件下での実験：摂食下・2）①と同様の実験を行った。

3）1カ5枷での腸管からのCHの取り込みに及ぼすPaSSO3Caの影響

　動物は7週齢の雄性Wistar系ラットを1群4匹使用した。絶食ラットの空腸部位を約8m玉

の生理食塩水で4回洗浄し、約6cmの長さに縫合糸で固く結紮した。2．3で調製した放射性

CH溶液0．5　mlを空腸内投与し、30分後に腸管を摘出し、切開した後、約100m1の2mMデ

オキシコール酸で腸管をよく洗浄した。ろ紙を用い水分を除去し、20mlのFolch液（クロ

ロホルム：メタノール＝2：1）1翰で抽出し、放射能を測定した。なお、試験液はPaSS、PaSSO3Ca、

PaSSO3Na、　Caα2を2～200血Mに調1回した。

4）C：H生合成に及ぼすPaSSO3Caの影響伽ッ∫ッ。）

　ラットは1群6匹使用した。PaA誘導体は、　PaSS（4◎0搬g／搬1）、　PaSSO3Ca（544搬gZ認）

をそれぞれ1，◎◎◎および1，36！搬g／kgの投与量で茎日1回、2週間連続経口投与した。ラット

はPaA誘導体最終投与前12時間絶食させ、最終投与30分後、［1一韮4q一酢酸を

10戸CyO．25my100g・BWの割合で腹腔内投与し、その1時間後に採血および肝臓の採取を行

った。

2・5．脂質および胆汁酸の測定

　ラットより採取した血液は、必要により3，000回転、20分の遠心分離で血清を得、肝臓は

・09％NaC1で20％ホモジネートを調製した。第1章の方法を用い、血清中CH79）および

肛）L－CH83）を定量した。胆汁中の胆汁酸は第5章第1節の方法を用い、酵素法144）による測

定キット（エンザバイル、第一化学薬品製）で定量した。

2－6．組織申の放射能の測定

　血液（0．1m1）、血清（0．25ml）および胆汁（0．051nDに30％H202を少量加え一夜放置し脱

色した。その後Folch液霊樹を1㎡加えよく撹搾し、シンチレーター（A騨as◎1－2）85認を加

えAloka903を用いて測定した。　CH：生合成実験で得た肝臓の20％ホモジネート1mlに対し、

Folch液3mlで3回脂質の抽出を行い、抽出液を0．9％NaCIで3回洗浄した。この有機層を
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N2気流下で蒸発乾固し、　Folch液100μ1に再溶解して脂質抽出液とした。この25μ1を総脂質

画分、他の25μ1を薄層クロマトグラフィー（Whatman　LK5DF）によりヘキサン：エチルエ

ーテル：酢酸（80：20：1）を分離溶媒として展開し、CH、　CHエステルを分離した。この各

画分を12蒸気により発色させ、液体シンチレーション用バイアルに掻き取り、Folch液1mI

を加えてよく混和した後、Aquaso1－2を9ml加えて放射能を測定した。

2．7．統計処理

データは平均値士標準偏差で表示し、student’sのあ検定で有意差検定を行った。

3．結果

　10日間両PaA誘導体を投与したラットに［3H］と［14C］一CHを投与した後の放射能の血中濃

度を図5－4に示した。経口投与した［3H】一C：Hの吸収量はPaSSO3Caにより軽度上昇する傾向

にあった。一方、静脈内投与した［14C｝CHの24～48（hr）での血中からの半減期は、正常群

で163（hr）、　PaSS稗で149（hr）、　PaSSO3Ca群で132（hr）となり、両化合物でCHの血中

からの消失を早める傾向が見られた。静脈内投与した［14C］一CHの同時間での半減期に両PaA

誘導体の影響は見られなかった。図5－5に図5－4より計算で求めたCHの累積吸収率に及底

す両PaA誘導体の影響を示した。　PaSSでは吸収率にまったく影響を与えなかったが、

・PaSSO3Ca群では上昇する傾向が認められた。
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図5－2．PaSSO3CaのCH吸収に及ぼす影響（Dual　isotopic法）

　a）Data　are　expressed　as　Mean　of　5　rats．

　◆一…◆No㎜al　p．o．（3H），圏」一圃PaSSO3Ca　p．o．（㌔），▲一遮PaSS　p．o．（3H），

［14q、［3H］一CH投与48時間後から2時間分の胆汁中への［14C］、［3珂の排泄濃度と量に及

ぼすPaA誘導体の影響を表5望8に示した。静脈内投与された吸収のファクターが関与しない

【14C］一CH：由来の放射能は、濃度、量ともPaSSで減少する傾向に、　PaSSO3Caでは上昇傾向
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を示し、両PaA誘導体で異なった作用を示した。経口投与した［3H］一CH由来の放射能につい

ても同様の結果が得られた。

　表5－8．胆汁中への【14C］・【3H］標識胆汁酸およびコレステロール排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

群

［14C］一Excreted　in　bilejuice ［3H］一Excreted　in　bile　juice

［14C］dpm／ml・bile　dpm／2hr． ［3H］dpm／m1・bile　　　dpm！2hr．

正吊

PaSSO3Ca

PaSS

31，181士11，817　32，651：圭12，679

　　（100）　　　　　（100）

33，795士11，622　38，156≠15，116

　　（108）　　　　　　　　　（117）

26，702±8，915　　27，945：圭11，461

　　（86）　　　　　　　　　（86）

79，892士2，3620　　　82，557ま：17，976

　　（100）　　　　　　（100）

99，850士14，174　　　112，863士25，113

　　（125）　　　　　　　　　（137）

65，205土16，251　　　61，913±17，258

　　（82）　　　　　　　　　　　（75）

　）：正吊　を100とした場口の蛤。

次に、胆汁中の非放射性胆汁酸とCHを測定した結果を表5－9に示した。胆汁酸、　CH量

ともPaSS群で減少し、　PaSSO3Ca群では胆汁酸が増加し、　CH：量に変化なかった。

　　表5－9．胆汁中への非標識胆汁酸及びコレステロール排泄に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　　　　　　　　　　　胆汁　胆汁　　　　　　　　　胆汁　コレステロール
　　　　　　群　　　　　　　　　　　　　　　ドg／2hr　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F9／2hr

正常

PaSSO3Ca

PaSS

120．9＝と18．2

　（100）

140．7：士24．7

　（116）

97．9土20．4

　（81）

213．8士99

　（100）

214．5±52．6

　（100）

165．2土49．2

　（77）

　　（）：正常群を100とした場合の割合。

　血清中に残存した放射性脂質濃度に及ぼすFaA誘導体の影響を表5－10に示した。［14C］一CH

の血清中濃度に対し両PaAとも大きな影響を与えなかった。　HD：L分画中の［14C］一CH濃度は

PaSS群で上昇傾向を示し、　PaSSO3Ca群で変化はなかった。　HD：L／Tは両PaA誘導体で変化

なく、AIは高高で改善する傾向を示した。
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表5－10．正常ラットの［14q一血清CHに及ぼすPaSSO3Caの影響

［14C］一血清脂質

群 ［14q－CH（dpm／ml・serum）［14C］一HDL－CH（dpm／m1・semm）　HDLIT（％）　　　AI

　　　　（A）　　　　　　　　　　　　　（B）　　　　　　　　　　（B／A）　　　［（A－B）／B］

正吊

PaSSO3Ca

PaSS

2，655±970

　（100）

2，543±985

　（96）

2，810±867

　（106）

1，980土607

　（100）

1，940土748

　（98）

2，172土504

　（110）

74．6土ll．5

　（100）

76．3土4．0

　（102）

77．3±11．7

　（104）

0．34±0．21

　（100）

0．31±0．08

　（91）

0．29土0．20

　（85）

（）：正吊’を100とした場口の刮口。

　図5－6および7に、絶食条件下での胸管カニュレーション法によるCH吸収に及ぼす

paSSO3Caの影響を示した。リンパ液量はPaSSO3Caで正常群の84％に、　CaC12で89％に減

少した（図5－6）。PaSSO3Ca投与8時間までのリンパ液中への累積CHは正常群の56％に減少

した。この作用は等モル量のCaC12にも認められた（図5－7）。
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　　図5－6．胸管リンパ中の蓄積リンパ液量に及ぼすPaSSO3Caの影響（絶食）
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一方、摂食†で同様の実験を行ったところ（図5－9）・こρ作用は失われた。
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◆一◆囎HPaSSO3Ca群
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胸管リンパ中の蓄積CH量に及ぼすPaSSO3Caの影響（摂食下）

8

胸管カニュレーション法でCH吸収阻害を示したPaSSO3Ca、　CaC12およびPaSSO3Naにつ

いて、∫η訪〃腸管ループ法を用い、更に詳細にC｝1吸収に及ぼす影響を検討した結果を図5－10

に示した。PaSSO3CaおよびCaC12群のCH吸収はそれぞれコントロー・ルに対し、100mMで

31％および4％、30mMで57％および79％、10mMで76％および87％であり、両群ともCH

吸収に対し濃度依存的に抑制を示した。これに対し、PaSSO3Na群ではコントロールに対し、

100mMで145％、60mMで184％とCH吸収を促進する傾向を示した。　PaS　SはCH吸収に対

して影響を与えなかった。
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図5－10．1b　5伽腸管ループ法によるコレステロール吸収に及ぼすPaSSO3Caの影響

対照群に対する有意差有り，a）＝p＜0．05

肝臓での［14C］群酸の総脂質への放射能の取り込みはPaSSで上昇し、　PaSSO3Cζで変化

はなかった（表5－11）。遊離型CH（FC）への取り込みはPaSSで変化なく、PaSSO3Caで軽度

低下した。エステル型CH（CE）への取り込みは、　PaSSOきCaで低下し、　PaSSで変化は認め

られなかった。よって、FC＋CEで求めたCH生合成活性はPaSSO3Ca群のみで低下していた。

表5－1114C一酢酸から肝脂　への取り込みに及ぼすPaSSO　Caのグ

群
［14C｝肝脂質（dpm／g・liver）

［14C］一総脂質　［14C］一CH　［14C］一CE　［14C］一（CH＋CE）

正常

PaSSO3Ca

PaSS

24166±941
　　（100）

23874±3128

　　（99）

31638±7111＊＊

　　131

3548±840
　（100）

2912±605
　（82）

3333±578

　94

1481±164
　（100）

1360±238

　（92）

1400±189

　95

5029±842
　（100）

4272±513
　（85）

4701±598

　93
　　：正吊　　100しこ　口の1口
CH：遊離型コレステロール，CE：エステル型コレステロール

正常群に対する有意差有り，P＜0．05（＊＊）

一方、肝臓で［14C］一酢酸より合成された総脂質の血清中濃度は両PaA誘導体で軽度低

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86



下傾向を示した。また・血清中CH：濃度はPaSSで上昇、　PaSSO3Caで低下していた（表5－12）。

表5－12．［14C］一酢酸の血清脂質への取り込みに及ぼすPaSSO3Caの影響

群
［14C｝血清脂質（dpm／m1・serum）

［14C］一総脂質　［14C］一CH　［14C］一CE　［｝4C］一（CH＋CE）

三三

PaSSO3Ca

PaSS

1471±611　　　308±48

　（100）　　　　（100）

1330±537　　　252±41

　（90）　　　　　　　　（82）

1378±440　　　340±64
　（94）　　　　　　　（110）

313±95　　　　　621±128

（100）　　　　（100）

310士43　　　　　　561±80

　（99）　　　　　　　　（90）

346±89　　　　686±143

（111）　　　　（110）

　）：正吊　を100とした揚口の拾。
CH：遊離型コレステロール，CE：エステル型コレステロール

4．考　察

　生体に必要なCHは、食事（外因性）と主に肝臓で内因的に合成されるCHで賄われてい

る86）。この中で8割を占める内因性のCHに対する化合物の影響を調べることは重要である。

CHの合成はアセチルCoAから数十段階の化合物を経て行われ8①、3－H：ydroxy－3－methyl　CoA

（HMG－CoA）よりメバロン酸を生成するHMG－CoA還元酵素（EC．1．1．1．34）の反応が律速

と言われている150）。1加∫voでの肝CH合成に対し、　PaSSO3Caは抑制する傾向を示した（表

5－11）。この作用は、PaSSO3Caあるいはその代謝物による直接的な作用か、あるいは

PaSSO3CaによりCH吸収が上昇したことに対するラットの防御機構84む6・100）の充進によるも

のと考えられるが、第3章でPaSSO3Caが盟tonWR．1339＆負荷ラットの高CH血症を抑制

する作用機序として、肝臓でのCH合成阻害を示唆しており、また、’ηv肋において強力な

HMG．CoA還元酵素阻害作用を示し151－152）、臨床的にも高CH血症患者に使用され有効性が

確立しているスタチン系脂質低下薬2螂）をラットに経口投与すると、血清CH低下作用を示

さないという報告例151）を考えると、今回の結果は、PaSSO3Caあるいはその代謝物に、よる直

接的な作用による肝CH：合成阻害と思われる。

また、肝臓で合成され血清中に放出された［14C］一CHおよびエステル型CH濃度の和は、
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PaSSO3Ca群で正常群の90％に低下した（表5・12）。この低下は、肝CH合成の阻害度合（正

常群の85％）と一致しており（表5・11）、肝臓から血中へのCH放出の阻害によらないこと

が判明した。

また、CH代謝は上記の供給ルートに加え異化・排泄ルート9のがあり、互いに複雑な動的

作用によりCHの生理的濃度が維持されている。　Dual　isotope法142’143）はこのうち腸管からの

吸収、異化排泄を一度に観察でき、化合物の作用を見る上で好ましい。PaSSO3CaはCH吸

収を上昇させ（図5－5）、異化排泄を促進（表5－8，9）、また血中からのCH消失を軽度早める

ことが判明した（図5－4）。胆汁中への排泄についてCHに影響を与えず、胆汁酸は増加させ

ていた（表5－9）。この結果は、PaSSO3Caが6η一propyl－2－thiourasil（PTU）処置により甲状腺

機能を低下させた高CH血症ラットに対し、　CH低下作用を示す作用機序として、胆汁中へ

の胆汁酸排泄促進を示唆した第3章の結果と一致する。今回の結果と考え合わせると、

PaSSO3Caに胆汁酸生成の律速酵素1殉であるCholesterol－7α一hydroxylase（EC　1．14．13．17）の上

昇を介した胆汁酸生成の促進が示唆される。PaSSO3Caは第1章の結果9ηと同様、血清中の

［14C］一CH、HDL－CH濃度に影響を与えていなかったが、AIは改善していた（表5－10）。P爾SO3Ca

は、経口投与した［3H｝CHの血中からの消失を早め（図5－4）、静脈内投与した［14q・C：Hの血

中からの消失に影響を与えていない。経口投与した［3H］一CHは腸管においてミセルを形成し

吸収され、カイロマイクロンとなり、リンパ経由で血中に放出され肝臓に戻るのに対し、静

脈内投与投与した［14C］一CHは直接肝臓に取り込まれてVLDLとなり、血中に再放出される。

このリポタンパク形状の差により、LPL153）やHTGL154）などリポタンパク代謝を促進する酵

素との結合性に差が生まれ、両放射性CHの血中からの消失速度の差になったと考えられる。

CH吸収については詳細な検討を加えた。［14C］一CH：を経口的に投与し血中の放射能の推移

により吸収を観察する場合、そこには血中からの異化のファクターが関与し、より直接的に

作用を見る場合、胸管カニュレらションによる実験が必要である。胸管カニュレーション法

での吸収実験では、PaSSO3Caは絶食下吸収抑制作用を示し（図5－7）、摂食下でその作用が
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失われた（図5－9）。また、絶食下における吸収抑制作用は等モルのCaC12においても認めら

れた（図5－7）。摂食下で吸収抑制作用が失われるのは、小腸におけるCH吸収部位に食餌の

影響でPaSSO3Caが到達しないことが考えられる。

　さらに、fη∫勧腸管ループ法を用いた吸収実験においてもPaSSO3CaはCH吸収抑制作用

を示し、この吸収抑制の本体はPaSSO3Ca分子から解離したCa2＋イオンであることが判明

した（図540）。CHの腸管からの吸収時には、胆汁酸が界面活性剤となりCHがミセルを

形成することが必要であるが、このCa2＋イオンがミセル形成を阻害していることが考えられ

る。胸管カニュレーションの実験および加3∫∫πループ法の実験系においてPaSSO3CaにCH

吸収抑制作用があるにも関わらず、PaSSO3Caの2週間連投によりCH：の吸収が促進してい

るのは詳細な検討を待たなければならないが、PaSSO3NaにCH吸収促進作用が観察される

ことを考えると、PaSSO3Caの一部が腸管においてPaSSO3Naに変換するメカニズムが存在

する可能性が示唆される。現在までに、腸管においてNaイオンによってCH吸収が促進さ

れるという報告はないが、興味深い結果となった。

　以上の結果により、PaSSO3Caがラットに対し血清CH低下作用を示さない作用機序とし

ては次のように考えることができる。すなわち、CHが腸管においてPaSSO3Caより変換し

たPaSSO3Naの作用で過剰に吸収されたため、血中CH：は正常群のC｝1レベルより一時的に

上昇することが推定された。一方、PaSSO3Caは吸収が上昇したCHを排除するため、胆汁

中への胆汁酸排泄を促進し、肝CH合成が抑制され、血中ではCH消失が充進して血中CH

は減少し、正常群ラットのCHレベルまで戻ることを明らかにした。このような作用がラッ

ト体内で起きているためPaSSO3Caは正常飼料飼育ラットに2週間投与しても血清CHを低

下させないことが示された。

5，．要　約

　ラットのCH代謝に及ぼすPaSSO3Caの影響（吸収・異化排泄・生合成）についてPaSS
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を対照物質として検討した。Dual　isotope法を用いた実験では、　PaSSO3Caは経口投与後の

CH：吸収量および吸収率を上昇させ、　C：Hの血中からの消失を24～48時間で早め、胆汁中へ

の胆汁酸の排泄を促進し、CH排泄に影響を与えなかった。一方、静脈内投与したCH幽 ﾉ対

しては・血中からの消失に影響を与えず・胆汁中への放射性物質ρ排泄を促進していた。胸

管リンパカニュレーション法を用いたCH吸収実験では、　PaSSO3Caは絶食条件下でCH吸

収阻害作用を示し、摂食下では吸収阻害作用が消失した。腸管ループ法を用いた加訪πでの

腸管からのCH取り込みに対し、　PaSSO3Caは10～100mMで濃度依存的に阻害した。また

この作用は、PaSSO3Caの分子中に含まれるCa2＋イオンがその本体であることが判明した。

対照物質であるPaSSにこの作用は見られなかった。また、　PaSSO3Caは［14C］一酢酸からの

CH生合成を軽度抑制した。

　以上の結果より、PaSSO3CaにはCH吸収抑制作用はあるボ、これはCa2＋イオンによるも

ので、摂食下その作用は消失する。また、PaSSO3Caには弱いCH生合成抑制、　CH：異化排泄

作用はあるが、腸管においてPaSSO3Caから変化したPaSSO3NaによりCH吸収も上昇する

ため、血清CHは変化しないことが示された。
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第3節．PaSSO3Caのラット血中および肝臓中のトリグリセリド低下作用の機序

1．目的

第1章において、PaSSO3Caの正常動物に対する脂質低下作用を検討し、　PaSSO3Caがマウ

ス、ハムスター、ウズラに対しCH低下作用を、またマウス、ラット、ハムスターに対し

TG低下作用を有することを明らかにした9の。また、この実験でTGに対する作用が強かっ

たため、更にTGに対するPaSSO3Caの作用を実験的高TG血症、脂肪肝ラットを作成し検

討した。アロキサン、フルクトース、エタノールで誘発した高TG血症時の血清TGを低下

し、オロチン酸、エチオニン、テトラサイクリン、エタノールで誘発した脂肪肝の発症を抑

制する作用があることを第4章において示した。そして、作用機序として脂肪酸酸化の充進、

肝脂質の末梢への転送促進、脂質の吸収阻害、脂質代謝関連酵素の活性充進などが示唆され

た。

　第4章の結果をまじえ、今回は、PaSSO3CaのTG低下の作用機序について作用点を明

確にするため、詳細な検討を行った。

2．材料および方法

24．供試動物および飼育方法

　特に記載しない限り、脂質代謝の正常な雄性Wistar系ラット（体重約120g）を1群5匹

使用した。胸管リンパカニュレーション法によるTG吸収実験のみ体重220～280gのラット

を用いた。動物は：埼玉実験動物㈱より入手し、東京薬科大学実験動物飼育施設にて飼育した。『

飼料は特に記載しない限り、日本クレア製CE－2、飲料水は水道水を使用し、特に指定しな

い限り、それぞれ自由摂取させた。飼育室は温度25士2℃、湿度50％±5％に調節され、照明

の点灯は7：00から19：00まで行・つた。

2．2．試薬
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paSS、　PaSSO3Caは相互薬工㈱製、［1－14C］酢酸ナトリウム（57mCy㎜oI）およびAquaso1－2

はNew　England　Nuclear（Boston，　MA）より購入した。ノルエピネフリン（NE）は東京化成工

業（東京）、テトラサイクリン（TC）は万有製薬（東京）、ヘパリンナトリウムはノボノル

ディスクファーマ（株）（東京）・イントラリポス⑪は旧ミドリ十字．（東京）・α一keto91utarate

dehydrogenaseはシグマアルドリッチジャパン（東京）より購入し、他の試薬は特級品を

使用した。

2・3．PaA誘導体の投与

　特に記載しない限り、PaSS（400mg／ml）、　PaSSO3Ca（544mg／ml）をそれぞれ1，000および

1，361mg，億g・体重の投与量で1日1回、2週間連続経口投与した。正常群にはPaA誘導体の

代わりに水を投与した。

2－4．TG低下の作用機序に関する実験

1）TGの腸管からの吸収に及ぼす影響

　PaA誘導体最終投与後、オリーブオイルを1ml／lOOgの投与量で経口投与し、摂食下、経

時的に頸静脈より採血を行い血漿中のTGを定量した。

2）胸管リンパカニコ．レーション法149）を用いたTG吸収1こ及ぼすPおSO3Caの影響

①絶食条件下での実験：一夜絶食させたラット6匹に生理食塩水6m1を腹腔内投与し、約

45分後にエーテル麻酔下、胸管リンパカニュレーションを実施した。10～20分後にラット

が覚醒した時、15％CH／オリーブオイルを0．3　myラットおよびPaSSO3Caを1，361mg　1宝gの

割合で経口投与した。正常群には生理食塩水のみ与えた。リンパ液は2時間間隔で8時間連

続採取した。途中リンパ液採取開始より4時間後に生理食塩水2mlを皮下投与した。リンパ

液中のTG濃度を測定した。

②摂食条件下での実験：摂食下、2）一①と同様の実験を行った。

3）脂肪組織より血中への脂肪酸・（：FFA）遊離に友ぼす影響

①絶食によるFFA遊離：Pa入誘導体最終投与14時間前から絶食を行い、最終投与2時間
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後に安楽死させ血液を得て、その血液より血清を分離し、血清中FFAを定量した。

②NEによるFFA遊離：PaA誘導体経口投与時の影響を観察した実験では、　PaA誘導体最

終投与2時間後、NE100F91kgを皮下投与し、30分後安楽死させ、血液を得た。　PaA誘導体

静脈投与の実験では、PaSSO3Caの10および100mg！kgを1回静脈内投与し、30分後にNE

10卯9／kgを皮下投与し、30分後に安楽死させ、血液を得た。得られた血液より血清を分離

し、血清中FFAを定量した。

4）【14q一酢酸のTq　FFA，リン脂質（PDへの放射能の取り込みに及ぼす影響

　ラットは1群6匹使用した。ラットはPaA誘導体最終投与前12時間絶食させ、最終投与

30分後、［1－14C｝酢酸を10ドCi／0．25m1／100g・体重の割合で腹腔内投与し、その1時間後に採

血および肝臓の採取を行った。

5）肝臓CoenzymeA（CoA）プールに及ぼす影響

PaA誘導体最終投与2時間後に殺鼠し、速やかに肝臓CoAプール測定のためのサンプル

を調製した155）。

6）血中からの外因性TGの消失に及ぼす影響

　PaA誘導体最終投与1時間後に、イントラリポス⑪をlm1！100g・体重の投与量で静脈内投

与し、投与後経時的に頸静脈より採血し、血漿中TGを測定した。

力Post　hepa血紅poli伽。践viMP肌A）に及ぼす影響

　PaA誘導体最終投与後1時間後、ヘパリン50U／kgを静脈内投与し、正確に10分後、3．8％

クエン酸ナトリウム溶液で洗浄したシリンジを用い心臓採血した。二二下、3，000ゆm、5分

間の遠心分離により血漿（Post　hepa血plaslna，　PHP）を得て、　PHLAの酵素源とした。

8）TG代謝関連酵素活性に及ぼすの影響

①1％コレステロール飼料飼育ラット

　ラットは1群4匹使用した。食餌は正常飼料CE－2に1％の割合でCHを混じた餌（高CH：

飼料）を2週間与えた。PaA誘導体は高CH飼料飼育開始と同時に2週間経口投与した。最
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終投与2時間後、血清TGおよびLCAr測定用に血液をlml採血し、血清を得た。その後、

ヘパリンナトリウム溶液50U／kgを静脈内投与し、正確に10分後、3．8％クエン酸ナトリウ

ム溶液下、血液を採取した。血漿（PHP）中lipoprotein　lipase（LPL，　EC3．1．1．34）、

leci面n－ch・1・・t…1acyl伽・免・ase（LCA「・EC2・3・1甫）およびh・p・ti・lhglycehd・lip蹴（HTGL・

EC3．1．1．3）の活性をそれぞれ測定した。

②TC誘発脂肪肝ラット

　PaA誘導体最終投与2日前に、　TCを250mg！kgの割合で1日2回PaA誘導体投与と同時

に腹腔内投与した。ラットは、PaA誘導体最終投与2時間後に血清TG測定用に頸静脈より

0．5ml採血した。その後、ヘパリンナトリウム溶液50U／kgを静脈内投与し、正確に10分後、

3．8％クエン酸ナトリウム溶液下、血液と肝臓を採取した。血漿中LPL、　HTGL、肝中TGを

定量した。

9）血ッ〃mでのTG分解に及ぼす影響

TG　dch　se㎜（TGRS）はラットにオリーブオイルを1my　100　gの割合で経口投与後2時間の

血液’より得た血清（カイロマイクロン、VLD：しが主成分）を用いた。　PHPはラットにヘパリン

ナトリウム溶液50mg！kgを静脈内投与し、正確に10分後クエン酸Na下心臓採血した血液

より得た血漿を用いた。TGRSに各種濃度のPaSSO3Caを添加し、37℃で10分間プレイン

キュベートした。その後PHP添加と同時に反応を開始させ、37℃で1時間反応を行った。

反応前（0分）、反応開始後30分、1時間で反応液を採取し、TG量およびLP：L活性を測定

した。

2－5．血液・肝臓の採取・測定

　TGの吸収実験および血中からの外因性TG消失実験では、エーテル麻酔下、頸静脈より

ヘパリン・生理食塩水で洗浄した注射器で必要量採血した。PHPを採取する実験では、ク

エン酸Naで洗浄した注射器で心臓採血した。その他の実験では、エーテル麻酔下、断頭採

血した。採取した血液は3，000回転で20分間遠心分離して血漿・血清を得た。肝臓は採取
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後ただちに氷冷した0．25Mショ糖あるいは0．9％NaC1液で洗浄後、細切し、　Potte卜Elv句hem

旬peホモジナイザーを用いて、0．25Mショ糖あるいは0．9％NaCl液で10％あるいは20％ホモ

ジネートを調製し、脂質の測定に供した。

2・6．脂質の測定

　血清（血漿）および肝臓中脂質は第1章の方法を用い測定した。

2・7．CoAの測定

α・ketoglutarate　dehydrogenase法を用いたSanadiら155）の方法により測定した。

2・8．酵素活性の測定

　P肌Aは、ヘパリン静注後の血漿を用い：LPL活性測定法に準じて行った。　LPLおよびHTG：L

はNO刎dら1狗の方法を用いて分別定量した。

LCArは血漿中LCAr測定用アナソルブ：LCAr（第一化学薬品株式会社、東京）キットを用い

測定した。

2－9．組織中の放射能の測定

　血清（0．25m1）に30％：H202を少量加え一夜放置し脱色した。その後Folch液（クロロホ

ルム：メタノール＝2：1）145）を1m1加えよくi麗搾し、シンチレーター（Aquaso1－2）8．5mlを加

えて1Moka903（アロカ株式会社、三鷹、東京）を用いて測定した。　TG生谷成実験で得た肝

臓の20％ホモジネート1m1に対し、　Folch液3mlで3回脂質の抽出を行い、抽出液を0．9％

NaClで3回洗浄した。この有機層をN2気流下蒸発乾固し、　Folch液100Flで再溶解し、脂

質抽出液とした。この25Flを総脂質画分、他の25Flを薄層クロマトグラフィー（Whatman

LK5DFワットマンジャパンKK、市ヶ谷、東京）によりヘキサン：エチルエーテル：酢酸

（80：20：1＞を分離溶媒として展開し、TG、　FFA、　P：Lを分離した。この部分を12蒸気により

発色させ、液体シンチレーション用バイアルに掻き取り、Folch液1mlを加えよく混和した

後、Aquaso1－2を9ml加えて放射能を測定した。

240．統計処理
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データは平均値±標準偏差で表示し，student・sの’一検定で有意差検定を行った。

3．結　果

1）TGの腸管からの吸収に及ぼすPaSSO3伽の影響

　オリーブオイルのみ投与した対照群のラットにおけるオリーブオイルの吸収は4時間後

に最大となり、以後徐々に低下していた（図5－11）。PaSS、　PaSSO3Ca投与により、オリーブ

オイルの吸収はそれぞれ対照群の53％、47％まで低下していた。
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図5－11オリーブオイルの吸収に及ぼすPaSSO3Caの影響

　　　オリーブオイル群に対する有意差有り、a）：p＜0．05．

2）胸管カニュレーション法によるTG吸収に及ぼすPaSSO3Caの影響

　絶食下、胸管カニュレーションによるTG吸収に及ぼすPaSSO3Caの影響を図に示す。リ

ンパ液量（図5－12）にPaA誘導体投与の影響はなかった。リンパ液中への8時間までの累

積TG量（図5－13）はPaSSO3Ca投与により、対照群の45％に低下していた。　PaSSO3Caと

等モルのCaCI2にも同様に吸収抑制作用が見られた。摂食下、同様の実験を行ったところ、

この作用は失われた（図5－14、5－15）。
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3）脂肪組織より血中への碑A遊離に及ぼすPaSSO3C縫の影響

　表5－13に示すように、14時間の絶食により血漿中FFAは正常群レベルの2．3倍に上昇し

た。これに対し、PaSSの前投与（経口）では全く作用を示さなかったが、　PaSSO3Caの2週

間前投与群（経口）ではFFA上昇を抑制する作用があった。一方、　NEの10μ9／kg皮下投与

によっても血漿中FFA遊出量は正常群レベルの1．6倍に上昇した。これに対しては、両PaA

98



群とも有意な遊出抑制作用を示し、PaSSO3Ca群で作用が強力に出ていた。

　次に、PaSSO3Caを単回静脈内投与した場合のNEによるFFA遊出に対する作用を調べた。

PaSSO3Caは、10および100mg！kgの静脈内投与によりFFA遊出抑制作用を示した。

表5－13．絶食・ノルエピネフリン投与時の脂肪酸動員に及ぼすPaSS◎3Caの影響

群 投与量（mg／kg）
血清FFA（盆E窃／玉）

No！rep…益ephr三韮｝e

正吊

対照

PaSSO3Ca

PaSS

1，361（p．o・）

10（i．vJ

l，000（1．V．）

1，000（P．o．）

0．333圭0．111　　　　　　　0．458土0．042

0．774士0．182　　　　　　　0．733＝』0．065

　（100）　　　　　　　　（100）

0．561±0．190＊＊　　　　0520土0．121＊＊＊＊

　　（73）　　　　　　　　　　　　　（71）

　　NT．　　　　　　　N．T．

　　N．T．　　　　　　　　N．T．

0．763土0．275　　　　　　0．590土0．117＊＊

　　（99）　　　　　　　　　　　　　　（81）

No罫ep董薙eph！肇薮e

　O．458土0．042

　0．686土0．040

　　（100）

　　N．T．

0514土0，045＊＊＊＊

　　（75）
0．560±0．071＊＊

　　（82）

　　NT．

・、、に・る思　り．p＜0．05日置，p＜0．Ol＊＊＊＊．
（）：対照群の値を100とした場合の割合．N．T．：not　tested．

p．o．：経口投与，　i．v．：静脈内投与

4）1董4C】一酢酸よりTG・：FFA・P：Lへの放射能の取り込みに及ぼすPaSSO3Caの影響

　肝臓での［14C］一酢酸のTGへの放射能の取り込みは、両PaA誘導体で有意に増加してい

た（表544）。この結果は、肝臓において［14C］一酢酸より生成したFFAのTGへのエステル

化が両化合物により充進していることを示している。FFAへの取り込みは、　PaSSO3Caで減

少傾向、PLへの取り込みはPaSSで増加傾向を示した。血清においては、　TGへの放射能の

取り込みがPaSSで減少し、　FFAに対しては両化合物群で低下していたが、　PaSSO3Ca群の

み有意でわった。PLへの取り込みはPaSSで増加傾向にあった。
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表5－14．【14C］一酢酸から血清・肝脂質への放射能の取り込みに及ぼすPaSSO3Caの影響

群一一撫鯉≒一　響旨質盟搬1’s響）
　正吊　　3，431士525　1，424土1367，125ま1，875

　　　　　　（100）　　　　（100）　　　（100）

PaSSO3Ca　4，515士513＊＊　蓋，20◎ま173　7，785土1，27董

　　　　　　（132）　　　　　　　（84）　　　　　　（109）

　PaSS　　　5，016ま：431＃　　1，384ま：371　　8，149土682

　　　　　　（146）　　　　　　（97）　　　　　　（II4）

561ま303　　317ま36　　324圭32

（100）　　（100）　　（100）

576土199　250士44＊＊　　316圭31

（103）　　　　　（79）　　　　　〈97）

367：士115　　277ま：46　　　382士72

　（66）　　　　　（87）　　　　　（118）

正常群に対する有意差有り．p＜0．05（＊＊），　p＜0．00玉（＃）．

（）：正常群の値を100とした場合の割合．

5）肝臓中のCoA量に及ぼすPaSSO3Caの影響

　正常ラットに2週間PaA誘導体を経口投与した後の肝臓中のCoA量を測定した結果を表

5・15に示す。肝臓中の総CoA量はPaSSO3Ca群で正常群の105％に上昇し、　PaSS群で88％

に低下した。内訳では、PaSSO3CaでFree、　Acetyl、：Long　chain　acy1－CoAが増加傾向を示し、

PaSSではすべてのCoAが減少していたが特にLong　chain　acyl－CoAが減少していた。

　　　　　　　　　　　表5・15．肝臓中CoA量に及ぼすPaSSO3Caの影響

群
肝CoA量（㎜01s／・1iver）

Toね1－CoA
170．0圭8．5

　（100）

179．3士14．4

　（105）

149．9士20．4

　（88）

：Fτee－CoA

95。3圭18．4

　（100）

101．4圭4。9

　（106）

89．1：圭6。8

　（93）

Ace　1－CoA　　Lon　cha㎞ac　I－CoA

正吊

PaSSO3Ca

PaSS

4．0士2．7

（100）

4。3土2．6

（108）

3．7土0．9

（93）

70．7土23．8

　（100）

73．6圭ll．4

　（104）

57．1±10．8

　（81）

　　　　　：正昂　の直を100とした場qの割撰．

6）血中からの外因性TGの消失に及ぼすP3SSO3Caの影響

　血中からの外因性TGの消失は正常群、　PaA誘導体投与群とも二相性を示し（図5－16）、

第一相の半減期はそれぞれ正常群41．5圭4．4分に対し、PaSSO3Caで25．1圭3．6分、　PaSSで

30．8±3．6分とPaA誘導体投与群で正常群のそれぞれ60％、74％まで短縮していた。

7）Pos亡H：epa血Lipoly歯A磁vi重y（P肌A）に及ぼすPasso3caの影響

　PHLAはヘパリン静注後血漿中に出現するTG分解酵素活性の総和15ηをPHLAと言うが、馳

10◎



P肌AはPaSS、　PaSSO3Caの2週間投与によりそれぞれ玉44、179％まで顕著な上昇を示して

いた（表5－16）。
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図5－16．　TGの血中からの消失に及ぼすPaSSO3Caの影響

表5－16．正常ラットのPHLAに及ぼすPaSSO3Caの影響

正常群 PaSSO3Ca君羊 PaSS群
PHLA　　　　　　　　O．235±0．037

（μmol／ml／min）　　　（100）

0．421土0．114＊＊

　　（i79）

0．338土0．074

　（蓋44）

正吊　に対　る　心差　り．p＜0．05（＊＊）．

（）：正常群の値を100とした場合の割合．

8）TG代謝関連酸素活性に及ぼすPaSSO3Caの影響

①1％CH：飼料飼育ラット

　この条件下ではHDL－CH：の上昇、　TGの低下が観察されるためLCAr、　LPL、　HTGLに対

する影響を検討した（表547）。その結果、LCAr、　HTGL活性はPaSSO3Ca群のみ軽度に上

昇し、LPL活性は両化合物群で上昇していた。
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表5－17．高CH飼料飼育ラットの血清・肝脂質代謝関連酵素活性に及ぼすPaSSO3Caの影響

群 血清LCAT
　　／ml

血清乙P乙

E／mMhr
　肝HTGL
E／◆liver／min

局CH

PaSSO3Ca

PaSS

325±12．4

　（100）

38．1士8。9

　（l17）

25．6土6．1

　（79）

LO2土0．32

（萱0◎）

1．67圭0．73

（165）

1．70士0．50

（蓋67）

0．945土0．176

　（董0◎）

L121士0．108

　（119）

1．O15土0．209

　（107）

1％CH己　ロ’ハで2週間媚． ：局CH　の直　100とした場口の1口．

②TC誘発脂肪肝ラット

　表5－18に示したように、肝TG量はTC処置により正常群の約6倍まで上昇し、それに

対し血清TGは正常群の40％まで低下していた。血清TGに対しPaSSO3Ca群で上昇傾向に、

肝TGに対しては両化合物とも顕著な低下作用を示し、その作用はPaSSO3Caで強力であっ

た。この時のTG分解酵素であるLPLとHTGLを測定したところ、　PaSSO3Caで顕著な活性

上昇を示し、PaSSでは軽度な上昇のみが観察された。

表5－18，テトラサイクリン（TC）誘発脂肪肝ラットの血清・肝TGに及ぼすPaSSO3Caの影響

群
血清TG
（mgld1）

　月干TG　　　　　　　　LPL　　　　　　　　］HTGL

（mガ9・live・）（μHq／m晦）　『（μEq！9・1iver／mi・）

正日

TC処置

PaSSO3Ca

PaSS

97．8士2◎．董　　　　　4．52ま＝◎．4◎

38．4士7．8　　　　　　25。32＝と3．58

　（100）　　　　　（ioO）

47．2±9．3　　　　　12．60土1．59＃

　（董23）　　　　　　　　　　（50）

4LO土8．3　　　　16．74土5．18＊＊

　（董◎7）　　　　　　　　　　（66）

　L2韮士0．2韮　　　　　0．872ま0．◎88

　LO8±0．23　　　　　0．547±0．079

　（1◎0）　　　　　　（蓋◎◎）

1．67土0．29＊＊＊＊　　　0．664土0．126

　・（154）　　　　　　　（12！）

　1．37圭0．32　　　　　0．607：と0．089

　（董27）　　　　　　　　（董韮韮）

テライクリン　　に・る意　り．p〈0．05＊＊，p＜0．01＊＊＊＊，p＜0．001＃．
（）：テトラサイクリン処置群の値を100とした場合の割合．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
9）血ッ〃ア。でのTG分解に及ぼす猟SSO3Caの影響

血v∫か。でTRSとPost　hepa血血清を1時間インキュベートすることによりTG濃度は

8mg／dl減少した（図5－17）。この反応溶液中に10－2Mから10’8MのPaSSO3Caを添加した結果・
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TGの分解が濃度依存的に促進された。この時のLPL活性を測定したところ、104、1びMの

PaSSO3Ca添加群で対照群以下の値を示した以外LPLは活性化されていた（図5・18）。

　　　　　　　　　　　η0

　　　　　　　　　　　465

　　　　　　　　　　　160

　　　　　　　　　　（155　　　　　　　　　　呈
　　　　　　　　　　E150　　　　　　　　　　百
　　　　　　　　　　　145

　　　　　　　　　　　140

　　　　　　　　　　　135

　　　　　　　　　　　130

　　　　　　　　　　　　0L一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

　　　　　　　　　　　　　　　〇　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　60　（min）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　インキュベーション時日（min）
　　　　　　　　　　　＋Control　　　　　　＋PaSSO3Ca　10璽8M　＋PaSS◎3Ca　10．6M
　　　　　　　　　　　一→←一PaSSO3Ca　10．4M　一→←一PaSSO3Ca　10－2M

　　　　　　　図5－17．　1加∫か。でのTG分解に及ぼすPaSSO3Caの影響
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4．考　察

PaSSO3CaのTG低下の作用機序について正常および病態ラットを用いて検討した。

　TGの腸管からの吸収については、オリーブオイルの吸収および胸管リンパカニュレーシ

ョンラットにより検討を行った。胸管カニュレーションラットの実験では、絶食条件下で

paSSO3CaおよびCaC12にTG吸収抑制作用が見られた（図5－13）。この結果により、PaSSO3Ca

の脂質吸収抑制作用はCa2＋イオンによる作用であることが判明した。小腸におけるCa2＋イ

オ’ンのTG吸収抑制作用に関する報告は今までにない。ただし、胆汁酸がCa2＋イオンのキレ

ート能を有することから、細胞間隙の構造上の変化をもたらし、水溶性薬物の吸収促進剤と

なりうるとの報告がある158）。この胆汁酸のCa2＋キレート能と今回のCa2÷イオンのTG吸収

抑制作用から、次のことが示唆された。すなわち、TG吸収には胆汁酸によるミセル形成が

必要であるが、Ca2＋イオンをキレートした胆汁酸はこのミセル形成に関わることができず、

その結果、TG吸収が抑制されたものと思われる。このTG吸収抑制作用は摂食下で消失し

た（図5－15）が、この理由として次のことが考えられる。摂食ラットの対照群の累積TG吸

収量は絶食ラットの67％と低く、摂食ラットにおいては脂質負荷8時間後、全例に胃内に餌

が残存していた。これらのことは、負荷した脂質が胃内の餌によって吸収を妨げられた状態

にある可能性がある。同様にPaSSO3Caの小腸への移行も胃内に残存している餌によって妨

げられていることが考えられ、胆汁酸がCa2＋イオンを充分にキレー・トできない結果、ミセル

形成に影響を及ぼしていないことが考えられた。一方、PaSSO3Caのオリーブオイルの吸収

実験において（図5－11）は、4時間から12時間まで血中Tqの低下作用が見られた。この

ことは、PaSSO3Caにオリーブオイルの主成分であるFFAの腸管吸収部位におけるTGへの

再合成の抑制、TGの吸収抑制作用あるいは吸収されたTGの血中からの消失促進作用のあ

ることを意味する。しかし、この実験は摂食下で行われており、胸管リンパカニュレーショ

ン法での結果を考え合わせると、異化の充進が主作用であり、吸収抑制はあっても弱い作用

であると思われる。
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TG分解に関与する酵素の1つに脂肪組織のホルモン感受性リパーゼ（HSL）があげられ

る。この酵素は、NEなどのカテコールアミン投与159・160）、絶食時161）、　c－AMP濃度の上昇に

より。－AMP依存性プロテインキナーゼが活性化されることにより、リン酸化を受け活性化

される。そして、脂肪組織のTG分解を充進し、血中へのFFA放出を増加させる。このFFA

は肝臓へ流入し、肝臓でのTG合成が充進ずる。　FFAの動員を抑制する薬剤としてはニコチ

ン酸が有名である162）。その作用は、c－AMP濃度を低下させることにより酵素活性を抑制す

るためと言われている1⑥。PaSSO3Caの場合、　c－AMP依存性なのか直接酵素に作用するの

かは詳細に検討する必要があるが、ホルモン感受性リパーゼの活性を低下させることにより

FFA動員を阻害していることが示された（表5－13）。

　次に合成系について検討を行った。［14C］・酢酸からのFFA合成は弱く抑制されており、FFA

からTGへのエステ化は逆に充進していた（表5・14）。第4章のフルクトース水負荷実験より、

PaSSO3Caがα一グリセロリン酸からのTG合成の抑制を示唆する結果を得ており、今回の実

験と結果を異にするが、これは、フルクトース負荷時のように肝TGが増加している状況132）

においてはPaSSO3Caは合成系に対して抑制的に作用するものと思われる。

　PaSSに関する多くの報告はそのTG低下作用に関し、　CoAの前駆物質であることにより

1“）、FFAのβ一酸化の促進68）が主作用であると報告されている。しかし、今回の実験におい

て、正常痔には肝臓中のCoA　poolに大きな変化のない（表5－15）ことか嵐三酸化の充準によ

る曲Aの減少は考えにくい。しかし、PaA欠乏ラットにPaSSO3Caを投与したTRAsoVらの

実験で、PaSSO3Ca投与によりCoA誘導体は対照群の約4倍以上に上昇したと報告1醐して

おり・Co春要求性の高まった状態においては・CoAを介在するβ一酸化の促進は充分に考え∵

うることである。正常状態の動物細胞では・β一酸化やその他の反応に必要なCoAは食餌あ

るいは体内のPaAより充分量合成されていることを示唆している。

　以上のように、PaSSO3CaのTG低下はTG異化が主作用であると思われるため、異化｝と

関する実験を行った。ヘパリンを静注することによって組織から血中へと遊離してくるT（｝

105



分解酵素活性はPHLAと呼ばれていて、生体の総酵素量（LPLとHTGL）を反映するものと

考えられている160。今回の実験においてPaSSO3CaはPHLA活性を顕著に増加しており（表

5－16）、PaSSO3CaによるTG分解系酵素であるLPL、｝ITG：しの酵素量・活性の血中での上昇

が示唆された。この成績は’〃v’voでのhltralipos⑪の血中からの消失速度がPaSSO3Caにより

促進されている（図5－16）事実からも支持される。

　P肌Aの実験において、LP：L、　HTGL，の分別定量の必要性が示唆された。そこで、　TG低

下を示す条件下でのLPL、｝ITGL活性の変動を測定した（表5－17）。1％CH含有飼料で2週間

飼育したラットに対し、PaSSO3Caは血清TGの低下、　HD：L－CHの上昇を示した。　P肌A中

のTGリパーゼには2種のisoη㎜eすなわちLP：しとHTG：しが存在する1碕。　LP：しと耳TGLは

リポタンパク代謝の過程においてそれぞれ異なった機能的役割を分担していると考えられ

る。LP：Lは、　CM、　V：LD：しが末梢で異化を受ける最初のステップに関与し、これらのリポタ

ンパクはTGを失ってCHに比較的富んだCMレムナントあるいはinte㎜ediate　density

lipoproteinσD：L）に代謝される1の。一方、　HTGLはこれらのリポタンパク中間代謝物が肝臓

に取り込まれて処理する際の仲介をしている1⑱。また、血清TG濃度とHDL－CH濃度が負

の相蘭を有し、CMやV：LDL代謝と：HDL代謝との密接な関係があること、すなわち、　Patsch

ら169’170）は、ヒト血漿より得たVLDLとHDL3に牛乳より得たLPLを添加してインキュベー

’トするとv：LDLのlipolysisの過程に一致し、次第にHDL3に変化がおこり、vLDLのcH、

PL、タンパク部分がHD：L3に移行を始め、そこでLcArが作用することによりHDL3の組織

に変化が起こり、HDL2に近似したリポタンパクが生成されることを観察し、1ipolysisの際

遊離されるV：LDLの成分をHDL3が受取ってHD：L2になることを示した（VLDL－HDL経路）。

PaSSO3Caは、この経路において重要な働きをしている3種の酸素LCAr、：LPL、　HTGLを活

性化すること（表5－17）により、VLD：L－HDL経路を促進させTG低下・HDL－CH上昇を示すこ

とが考えられる。

　肝臓中で合成されたTGは、　VLDLによって肝臓から血中へと放出される。　TC139）、エチ
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オニン138）、オロチン酸1絢はこのVLDL合成を阻害するため、肝臓より血中へのTGの放出

を抑制し、脂肪肝を形成させる。なかでもTCは特異的であった。第4章で、　TC脂肪肝抑

制作用についてPaSSO3CaのVLDL分泌促進作用により肝TGを減少させることを示唆した。

今回の実験においても、肝TGの顕著な低下と血清TGの軽度な上昇が観察された（表5－18）。

同時にLPL、　HTG：L活性を測定したところ、両酵素活性の上昇も観察され（表5－18）、　PaSSO3Ca

による肝TG量の減少はVLDL分泌促進とLPL、　HTGL活性化の両者によることが明らかと

なった。また、PaSSO3Caにより血中にVLDLとして放出された多量のTGにより、本来血

清TGはさらに上昇しているはずであるが、：LPLの1．5倍の活性上昇により軽度な上昇

（123％）に留まっているものと思われる。

　このように、TG低下を示す各条件下においてPaSSO3CaはLPL、　H：TGLを活性化してい

た。そこで∫ηv∫か。においてPaSSO3CaにLPL活性化作用があるのかどうかを検討した。1力

伽においてTG　dch　se㎜（TGRS）を基質とし、　PIPを酵素源としてこの反応液に各膿

度のPaSSO3Caを加えてインキュベートしたところ、　TG分解は濃度依存的に充進され（図

5。17）、この時のLP：L活性も上昇していた（図5－18）。レP：L活性を上昇させる薬剤として有

名なものにDex膿m　su1魚te（DS）がある171）。その作用はLP：しの血管内皮細胞からの放出促

進、VLDL－TGの水解促進によることが知られている。　DSはVLDLとは直接結合せず、

VLD：L・：LPL　complexと結合し、　LPLによるV：LDL－TG水解のVlnaxを高める。　PaS　SO3Caが加

v’吻においてTG分解の充進と共にLPL活性を上昇したのは、詳細な検討を待たなければ

ならないが、酵素とトリグリセリドのcomplexを作りやすく’する、LPLの活性化因子である

アポC－IIと酵素を結合しやすくすることなどが考えられる。このように、：LP：しに対する

PaSSO3Caの直接的な働きかけによることが示唆された。

5．要　約

　PaSSO3CaのTG低下の作用機序について検討した。　PaSSO3Caはオリーブオイル投与後の
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血中TG濃度を観察期間中低下傾向を示した。胸管カニュレーション法によるTG吸収実験

では、絶食下吸収抑制を示し、摂食下その作用は消失した。この作用はCa2＋イオンにも見ら

れた。絶食・NEによる脂肪組織からのFFA遊離を阻害した。肝臓における［14C］一酢酸から

FFA合成を軽度抑制し、　FFAからTG、　PLへのエステル化は促進していた。肝臓中のCoA

プールを軽度上昇した。これは、Long　chain　acyl　CoAの上昇によるものであった。血中から

の外因性TGの消失を第一層で促進していた。　TC脂肪肝時の肝臓から血中へのTG放出も

促進していた。この時、：LPL、　HTGL活性上昇が観察された。高CH飼料飼育ラットのLCAr、

LPL、　HTGL活性を上昇した。1加∫’70でLPL活性上昇を伴うTG分解の充進が見られた。以

上の結果から、PaSSO3CaのTG低下は、　lipoprotehl　lipase（LPL）、　hepatic　TG　lipase（HTGL）

活性化によるTGの異化充進が主作用であり、VLDLの肝臓からの放出促進およびFFA動員

の抑制も一部には影響を与えていることが明らかになった。
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総　括

　PaSSO3Caの生理活性に関する従来の研究は、ビフィズス菌の成長促進因子として進めら

れてきた。その研究の中にB醐。わαo’θ磁励幹ぬ脚N4株を用いたPaSSO3Caの代謝経路ゐ実

験がある（図6）。　この代謝経路において、PaSSO3CaはP－PaS：H以降CoAまでPaSSと同様

の代謝経路で代謝される。もし、動物体内においても同様の経路で代謝されるなら、

PaSSO3CaにもPaSSと同様に脂質低下作用が存在する可能性が考えられる。著者は、以上

のような見地から、PaSSO3Caの脂質低下作用およびその作用機序について検討を行った。

1）各種動物の血中、肝脂質に及ぼすP3SSO3Caの影響

　PaSSO3Caに脂質低下作用があることを示した。脂質低下作用に関し、種差が存在し、マ

ウス・ハムスター・ウズラに対して、血中CH低下をまた、マウス、ラット、ハムスターに

は血中TG低下作用を示した。リポタンパク中の脂質に対しては、ハムスターの

（V：LD：L＋LDL）一CH：を有意に低下し、　HD：LITを有意に上昇させた。このような種差が見られた

理由としては、動物種による血清脂質値の違い、リポタンパク組成の違い、脂質代謝の違い、

およびリノレン酸、ビタミンE誘導体あるいはセサミンに見られるように薬物への感受性

の種による違いが考えられる。

2）PaSSO3C3の雌雄ラットの血清、肝脂質に及ぼす影響

　ラットにおいて性差が観察され、雄の血清脂質およびリポタンパク中の脂質に対しては影

響を与えなかったが、雌に対してはすべての血清脂質およびリポタンパク中脂質を上昇させ、

特にHDL－CHの上昇が顕著であった。

3）高CH飼料飼育時の血中、肝脂質に及ぼすP爾SO3Caの影響

　マウス、ラット、ハムスター、ウズラおよびウサギを用いて検討した結果、PaSSO3Caの

投与により、1％CH＋0．5％CA含有飼料で2週間飼育したマウスにおいては脂質低下作用を示

さなかったが、ラットでは、1％CH含有飼料飼育4週間で、また1％CH＋0．5％CA含有飼料
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飼育の場合は、1週間から2週間で、血清CH：低下作用を示した。これは、その後アポB

含有リポタンパクである超低比重リポタンパク（VLDL）＋低比重リポタンパク（LDL）画

分のCH低下によるものであることが明らかとなった。一方、ハムスターでは、ラット同様、

高CH飼料（1％CH：＋0．5％CA含有飼料で1週間および1％CH＋0．2％CA含有飼料で3週間）

飼育による血清CH上昇に対し、　PaSSO3Caは低下傾向を示し、これはHDLおよび

（V：LD：L＋LD：L）両画分のCH低下によるものであった。また、　PaSSO3CaによりHDL／Tは

上昇、AIは減少した。他方、ウズラを0．5％CH÷0．1％CA含有飼料で飼育すると、4週間で血

清CHは正常群の6倍に上昇し、16週間まで上昇し続けた。この上昇に対し、　PaSSO3Caは

4週目6週置8週、12週、16週、18週で低下作用を示した。HDL－CH：に対するPaSSO3Caの

影響はなく、このCH：の低下は（VLDL÷LDL）当分のCHの低下によった。ウサギを0．5％CH：

含有飼料で30日間飼育すると、血漿CHは上昇し続け、この上昇に対し：PaSSO3Caは21日

目に低下作用を示した。ウサギにおいても、ウズラと同様に、HDL－CHに対するPaSSO3Ca

の影響はなく、このC：Hの低下は（V：LD：L＋LDL）面分のCHの低下によるものであった。外因

性脂質を負荷したラット、ハムスター、ウズラおよびウサギの結果から、CHの吸収抑制や

CHの異化・排泄促進がPaSSO3Caの脂質低下の要因として示唆された。

4）ウズラ・ウサギを用い高CH飼料飼育により作成した実験的動脈硬化症に対する

・PaSSO3Caの影響

　ウズラ、ウサギの実験的動脈硬化症に対し、PaSSO3Caは血清脂質値、　AIを低下あるいは

改善することにより動脈硬化の生成を抑制することが明らかになった。

5）実験的高CH・高TG血症ラットの血清脂質に及ぼすPaSSO3Caの影響

　卵黄投与により正常群に比較し、血清CH：、（V：LD：L＋LD：L）一CH、　AI、　TG、遊離脂肪酸（FFA）

が上昇し、HDL－CH、HDLIT（HDL－CH／総C耳）が低下した。　PaSSO3Caは血清CH：、（V：LDL＋LDL）

一CH：、　TG、およびFFAの卵黄投与による上昇を抑制した。　HDLITの卵黄投与による低下に

対し、PaSSO3Caは上昇する傾向を示し、　AIについてもPaSSO3Caは上昇を抑制する傾向を
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示した。卵黄投与モデルに対し脂質低下作用を示す物質の働きとしては、脂質吸収阻害なら

びに吸収された脂質の異化・排泄の充進が考えられ、PaSSO3Caの脂質低下の要因として示

唆された。PTU（6η一propyl－2－thiouracil）投与で、正常群より血清CH、（V：LDL＋：LDL）一CH、　AI、

TG、およびFFAが上昇し、　HDL－CH：、　HDL／Tが低下した。これに対しPaSSO3Caは、血清

CH、（VLDL＋LDL）一CH、　AI、　TG、　FFAの上昇を有意に抑制し、　HD：L－CH、　HDLITの低下

を抑制した。PTU投与時には、　CH合成低下、：LDLの異化の障害、胆汁酸の排泄障害が見ら

れ、PaSSO3Caはこれらを改善することによりPTU投与時の高CH血症を抑制することが示

唆された。また、TGに関して、　TG代謝酵素の低下によるTG異化の障害が原因で高TG血

症を起こすことが認められているが、PaSSO3CaはTGの異化を充進ずることにより血清TG

低下作用を示すことが、本研究で示唆された。Thton　WR－1339⑪の処置により血清CH、

HDL－CH：、（VLDL＋：LDL）一CH：、　AI、　TGは上昇し、　HD：LITは低下した。　PaS　SO3Caは、血清

CH、（VLDL＋LDL）一CH、　AI、　TGに対し、上昇抑制を示した。　Thton　WR－1339⑪による高CH、

TG血症は、C：H合成の充進およびTG分解酵素の阻害、TGの担送リポタンパクであるVLD：し

の肝臓からの放出促進による。PaSSO3Caはこれらの作用点に作用することにより血清CH、

TG低下を示すことが示唆された。

6）高TG血症・脂肪肝に及ぼすPaSSO3Caの影響

’高TG血症・脂肪肝はその生成機序により、①FFAの酸化障害（急性エタノール負荷）、

②過栄養性脂肪肝（慢性エタノール負荷）、③V：LD：L合成障害による肝臓からのTGの血中

への放出抑制（テトラサイクリン、オロチン酸、エチオニン）、④脂肪の合成充進（フルク

トース、アロキサン）、⑤VLDL合成充進（フルクトース）、⑥外因性TG負荷（オリーブオ

イル、イントラリポス）、⑦脂肪組織からのFFA動員（アロキサン）、⑧血中TG分解酵素活

性の低下（アロキサン、イントラリポス）に分類される。それぞれに括弧内に示す化合物に

より実験的に作成し、PaSSO3Caの高TG血症、脂肪肝に対する効果について検討した。イ

ントラリポス、オリーブオイル、フルクトース、アロキサン、エタノールで誘発した高TG
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血症、エタノール、エチオニン、オロチン酸、テトラサイクリンで誘発した脂肪肝に対して、

PaSSO3Caは低下作用を示すことが明らかになった。これにより、PaSSO3CaにTGの異化充

進、TG合成抑制、肝臓からのTG分泌充進作用、　FFAの酸化三三、脂肪組織からの脂肪酸

動員抑制作用が作用機序として示唆された。

7）高CH：飼料飼育ラットにおけるPaSSO3CaのCH：低下作用の機序

　第2章における高CH：飼料飼育動物の血清・肝脂質に対するPaSSO3Caの影響の実験結果

から、血清C：H低下作用を示した1％CH：（0．5％CA）含有飼料で2週間飼育したラットを用

いて検討した。その結果、PaSSO3CaはCHの腸管での吸収に影響を与えず、吸収されたCH

については臓器へ分布させるのではなく、CHよりBAへの変換を促進することにより胆汁

中や糞中への排泄を早ゆ、BAの腸肝循環を阻害し、血中からのCH消失を促進する。一方、

肝臓においては、CH生合成をメバロン酸以降で阻害することにより内因性CHを減少させ

る。このように、PaSSO3Caの血清CH低下作用の機序について解明した。

8）正常飼料飼育ラットでPaSSO3C3に血清CH低下作用が観察されない機序

　第1章において、正常飼料で飼育したラットに対し、PaSSO3Caは2週間の投与によって

も血清CH値に影響を与えなかった。この涼因は、ラットにおいてPaSSO3Ca投与によりCH

の消化管からの吸収が上昇し、これにより血中CHは正常値より一時的に上昇する。一方、

肝臓において、肝CH生合成の軽度の抑制および胆汁中への胆汁酸の排泄が増加するため、

血中CHの肝臓への取り込みが促進し、血中からのCH消失が促進されて血中CH値は減少

し正常値に戻る。このような反応によりPaSSO3Caは正常ラットの血清CH値に対して低下

作用を持たないことが示唆された。

9）PaSSO3Caのラット血中および肝臓中のTG低下作用の機序

　TGの低下は、その異化が主たる原因であることが次の実験から明らかとなった。（1）血

清TG低下作用を示す高CH飼料飼育ラットの血清lipoprotein　lipase（：LP：L）と肝性TG　lipase

（HTGL）の活性上昇、（2）肝TG低下作用を示すテトラサイクリン脂肪肝の血清LPLとHTGL
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活性の上昇、（3）∫πv枷。でのTG分解の、　LPL活性上昇を伴う充進による。テトラサイクリ

ン処置による血清TGの低下をPaSSO3Caが防止したことにより、VLDLの肝からの放出促

進、および絶食とノルエピネフリンの実験からFFA動員の抑制も、　TG低下に一部影響を与

えていることが明らかになった。

　以上、本研究で得られた結果から、PaSSO3Caはマウス、ハムスターおよびウズラに対し

血清CH、　TG低下作用を示し、高CH飼料で飼育したラット、ハムスター、ウズラおよび

ウサギに対してもCH：低下作用を示すことが明らかとなった。一方、　PaSSO3回目は卵黄負荷、

PTUおよびトライトンにより誘発した高脂血症に対しても血清CHおよびTG低下作用を示

し、イントラリポス、オリーブオイル、フルクトース、アロキサン、エタノール、エチオニ

ン、オロチン酸およびテトラサイクリンによって誘発される高TG血症、脂肪肝に対しても、

TG低下作用を示すことを明らかにした。　CH低下に関しては主にCH：よりBAへの変換を促

進およびBAの腸肝循環を阻害することによる（図1）。　TG低下に関してはTG分解系の酵

素活性を上昇させることによることが示唆された（図2）。

　このように、PaSSO3Caの脂質低下作用とその作用機序を解明したことで、　PaSSO3Caの

保健的機能が発掘できた。PaSSO3Caを食肉などの食品あるいは家畜飼料に添加することで、

既に含まれているパントテン酸誘導体としての含量を強化し、脂質低下作用を持つ機能性食

品に応用可能である。また、摂取：量に注意すべきであるが、ヒトに対し特定保健用食品ある

いは栄養機能食品としてサプリメント等に適用することで、ニレステロール・トリグリセリ

ドが高いヒトへの応用が可能である。また第4章で述べたように、牛などの脂肪肝を防止す

るという副次的な効果も期待できる。このように、食品中に含まれるパントテン酸誘導体の

機能性食品への応用を示唆できた。近年、食肉の摂取と健康との関係に注目した研究が世界

的に増えつつある172）。今後、食肉の摂取と健康の関係を科学的なアプローチによりさらに

解明し客観的事実を人々に伝えることが、食品産業に携わるものとして重要な責務と考える。
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