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要　約

近年、食生活の欧米化や運動不足などにより、肥満、高脂血症、糖尿病、動脈硬化、高血圧など

の生活習慣病が増加しており、その多くは過食、運動不足などを基盤とした肥満、とくに内臓脂肪

の蓄積に起因している事が知られている。現在、日本人の約20％が肥満症であるという報告もあり、

その予防として食事中の機能性成分が有効であり、なかでも食事脂肪の量と質の役割が大きいこと

が認められている。

近年注目を集めている共役リノール酸（Conjugated linoleic acid ; CLA）は鎖中に共役二重結合を

持つリノール酸の位置・幾何異性体で、乳製品や肉製品に比較的多く含まれている脂肪酸である。

既に抗動脈硬化作用、抗肥満作用および抗ガン作用など報告されているが、その作用機序は十分明

らかにされていない。本研究では、脂質代謝の重要な機構であるリポタンパク質代謝への影響や、

脂肪組織中における遺伝子の発現プロファイリングを通して、生理作用のメカニズム解明を行なっ

た。

その結果、肥満モデルOLETFラットにおいて、CLAの異性体のうち10trans,12cis型が肥満抑制作

用と脂質低下作用の活性本体であることが示された。リポタンパク質代謝においてそのトリグリセ

リド低下作用は、肝臓からの超低密度リポタンパク質分泌段階からの抑制作用が示唆された。また

コレステロール逆転送系に関与する高密度リポタンパク質濃度を上昇させることにより抗動脈硬化

作用を示すことが示唆された。脂肪細胞における遺伝子発現プロファイリングにおいては、脂肪細

胞特異的に発現する転写産物の同定が急務であることが示された。
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序　論

近代日本において、食生活の欧米化がもたらした食事中への過剰な脂質の導入は、肥満をはじめ

とする様々な生活習慣病を惹起させ、今や医学領域のみならず社会経済的にも深刻な問題を引き起

こしている。その改善策として食習慣の見直しが計られる中、食事中の脂肪の量だけではなく、質

の重要性が再認識されている。これまで、リノール酸（18：2, n-6）、α-リノレン酸（18：3, n-3）、

アラキドン酸（20：4, n-6）、エイコサペンタエン酸（20：5, n-3）やドコサヘキサエン酸（22：6, n-3）

などの多価不飽和脂肪酸は、生体機能の維持に非常に重要な役割を持つことが明らかになり、生活
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習慣病に対する予防効果も多数報告されてきた。これら多価不飽和脂肪酸の二重結合配置はシス型

のペンタジエン構造を特徴とする。一方近年、二重結合の間に飽和結合を一つしか持たない“共役

二重結合”を有する脂肪酸、共役脂肪酸の生理作用が非常に注目を集めている。

自然界に存在する共役脂肪酸としては、リノール酸の共役型である共役リノール酸（CLA）が最

もよく知られている（図１）。CLAは、反芻動物の胃内において微生物由来イソメラーゼにより、リ

ノール酸が生物学的水素添加反応を受けて生成されることから（図２）、ウシや羊などの肉中に多く

見出され、牛乳で１g脂肪当たり5.5mg、練乳で7.0mg、アイスクリームで3.6mg、ナチュラルチーズ

で2.9～7.1mg、プロセスチーズで4.5～5.2mg、ヨーグルトで1.7～4.8mg程度含まれることが報告され

ている。ヒトでの食事からのCLA摂取量は、オーストラリアで約0.5～1.5g/日、欧米では0.2～0.3g/

日、日本（女子大学生に対する研究）では0.2g/日程度との報告がある。また、CLAには共役二重結

合の位置および幾何型（c:シス、t:トランス）の違いにより数十種類の異性体が見出されているが、

食品中に含まれる主なCLAは9c,11t-CLAである。一方、研究用やサプリメントとして供給されてい

るCLAはリノール酸のアルカリ異性化によって合成されており、9c,11t-CLAと10t,12c-CLAが同程度

含まれている。

これまでに、CLAの栄養生理作用として、抗腫瘍・抗動脈硬化・抗アレルギー・抗糖尿病作用な

どの報告が世界中からなされ、著者らの研究室でも抗肥満・抗高脂血症作用などを報告してきた。

しかしながら、これらCLAの栄養生理作用のメカニズムについては、未だ未解明の点を多く残して

いる。本研究では、脂質代謝の重要な機構であるリポタンパク質代謝への影響や、脂肪組織中にお

ける遺伝子の発現プロファイリングを通して、生理作用のメカニズム解明を目指す。

図１　リノール酸と共役リノール酸異性体
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実験方法

［食餌組成及び飼育方法］

４週齢の雄性Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty （OLETF）ラット（大塚製薬株式会社）を

粉末Chow食（CE-2、オリエンタル酵母）にて１週間の予備飼育後、試料として共役リノール酸

（CLA）異性体（大阪市立工業研究所から供与）を用い実験を行った。

実験食としてAIN-76組成を基準として、サフラワー油10％を含むNormal食（Control群）、サフラ

ワー油9％+9c,11t-CLA油1％を含む食餌（9ct-CLA群）、サフラワー油9％+10t,12c-CLA油1％を含む

食餌（10tc-CLA群）を調製した（Table１）。また、肥満モデルOLETFラットの対照として、同週

齢の非肥満Long-Evans Tokushima Otsuka （LETO）ラットにNormal食を与えて飼育した。以上の

４群を２週間飼育し、９時間絶食後、麻酔下で屠殺を行い、肝臓及び脂肪組織を摘出した。血液か

ら血清を得た。動物実験は佐賀大学動物実験委員会の指針にもとづいて行なった。

［血清脂質濃度及び血糖値の測定］

血清脂質濃度は酵素法により測定した。即ち、血清トリグリセリド濃度は、トリグリセライドE-

テストワコー（GPO･DAOS法、和光純薬）、血清リン脂質濃度は、リン脂質E-テストワコー（コリ

ンオキシダーゼ･DAOS法、和光純薬）、血清コレステロール濃度は、コレステロールE-テストワコ

ー（コレステロールオキシダーゼ・DAOS法、和光純薬）、血清遊離脂肪酸濃度は、NEFA C-テスト

ワコー（ACS･ACOD法、和光純薬）を用いて測定した。

また、ゲル濾過HPLC法（スカイライト・バイオテック）により、リポタンパク質画分の脂質分析

を行った。
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［血清グルコース、インスリンおよびレプチン濃度の測定］

血糖値は、グルコースCII-テストワコー（和光純薬）を用いてムタロターゼ･GOD法により測定し

た。血清中のインスリン及びレプチン濃度は、Enzyme-Linked Immunosorbent Assay （ELISA）

により測定した（rat Insulin ELISA kit・森永生化学研究所、rat Leptin ELISA kit・矢内原研究所）。

［肝臓脂質濃度の測定］

肝臓総脂質はFolchらの方法により抽出・濃縮し、肝臓TG濃度はFletcher法、肝臓リン脂質濃度は

Bartlettらの方法で定量した。肝臓総コレステロール濃度は、コレステロールE-テストワコー（和光

純薬）を用いてコレステロールオキシダーゼ・DAOS法により測定した。

［脂肪組織における遺伝子発現プロファイリング］

OLETFラットの内蔵脂肪組織から、TRIzol Reagent （Invitrogen）を用いて、Total RNAを抽出

した。Serial Analysis of Gene Expression （SAGE）解析は、I-SAGE kit （Invitrogen）を用いて

発現遺伝子由来の17 bp Sequence Tagsを作成し、数珠状につないだTagをpZErO-1 vectorに組み込

んで大腸菌に導入し、Zeocin耐性寒天培地上に生育したポジティブコロニーを選んでplasmidを精製

した。精製した各plasmid中のクローニングサイトのDNA塩基配列は、シングルパスシークエンス

（日立計測器サービス）により塩基配列の解析を行った。得られたシークエンスデータは、米国

National Institute of Healthが保有するデータベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE）とのマ

ッチングにより同定を行った。

［統計解析］

実験によって得られたデータは、Student’s T-testおよびDuncan’s multiple range testを用いて有

意差検定を行った。

結　果

［ラットの成長、臓器重量へのCLA異性体の影響, Table２］

OLETFラットは、同週齢のLETOラットに比べ初体重、摂食量、終体重の全てにおいて高い値を

示した。OLETFラットにおいて、Pair feedingを行ったためCLA異性体による影響は認められなか

った。臓器重量に関しては、LETOラットに比べOLETFラットで肝臓重量と内蔵白色脂肪組織重量

が増加していた。しかしながら、10t,12c-CLA摂食群では、内蔵脂肪の蓄積を顕著に抑制することが

示された。
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［ラットの血清脂質、グルコース、インスリンおよびレプチン濃度へのCLA異性体の影響, Table３］

血清のトリグリセリド、リン脂質濃度は、LETOラットに比べOLETFラットで高い値を示した。

OLETFラットにおいては、10t,12c-CLA摂食群でトリグリセリド濃度が低下し、リン脂質濃度が増

加した。一方血清コレステロール濃度は、LETOラットに比べOLETFラットで低い値を示した。

OLETFラットにおいては、10t,12c-CLA摂食群で有意に増加した。遊離脂肪酸、グルコース、イン

スリン及びレプチン濃度には、群間で有意差は認められなかった。

［ラットの肝臓脂質濃度へのCLA異性体の影響, Table４］

肝臓のトリグリセリド、コレステロール濃度は、自由摂食させたLETOラットに比べ制限給餌し

たOLETFラットで低い値を示した。OLETFラットにおいては、トリグリセリド濃度が10t,12c-CLA

摂食群で有意に低下した。

［ラットのリポタンパク質脂質濃度へのCLA異性体の影響, Table５&６］

各リポタンパク質画分中のトリグリセリド濃度は、全ての画分においてLETOラットに比べ

OLETFラットで増加が認められた。OLETFラットにおいては、全ての画分において10t,12c-CLA摂

食群で低い値を示した。

各リポタンパク質画分中のコレステロール濃度は、HDL画分においてLETOラットに比べOLETF

ラットで低い値を示した。一方、OLETFラットにおいては、10t,12c-CLA摂食群でHDL画分の増加

が認められた。

［ラットのリポタンパク質サイズへのCLA異性体の影響, Table７］

リポタンパク質粒子のサイズに関して、VLDL画分においてLETOラットとOLETFラットでは差

が認められなかった。

［ラットの脂肪組織における遺伝子発現プロファイリングへのCLA異性体の影響, Table８］

肥満抑制作用と脂質低下作用が認められた10t,12c-CLA摂食群について、Control群を対照として遺

伝子発現プロファイリングを行った。それぞれ、450クローンずつDNA塩基配列解析を行い、2655

種類の転写産物について12512個（Control群）と12234個（10t,12c-CLA群）のsequence tagを検出し

た。しかしながら、転写産物の高発現上位50種（3595 tags）のうち、14種（1499 tags）について未

同定のsequence tagであった。また未同定のsequence tagは、全部で683種あった。これらは、

SAGE mapに登録されていない脂肪組織特異的に発現している転写産物群であると考えられるため、

今後はsequence tagをプローブとしてcDNAをクローニングし、転写産物の同定を行う予定である。



結　論

本実験により、CLAの抗肥満・脂質低下作用の活性本体が10t,12c-CLA異性体であることが確認さ

れ、そのリポタンパク質代謝に及ぼす影響を検討した。その結果、全てのリポタンパク質画分にお

いて10t,12c-CLA摂取によりトリグリセリド濃度の低下作用が認められたことから、肝臓からのリポ

タンパク質分泌の時点から抑制がかかっている可能性が示唆された。また、コレステロール濃度に

ついては、10t,12c-CLA 摂取によるTotalコレステロール濃度の上昇は、コレステロール逆転送に関

与するHDL画分コレステロールの上昇に起因することが見い出され、抗動脈硬化作用も期待される

ことが示唆された。脂肪細胞における遺伝子発現プロファイリングにおいては、脂肪細胞特異的に

発現する転写産物の同定が急務であることが示された。
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