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【要約】

リン脂質はリポ蛋白の主要構成成分であるが、最近では種々の機能を持つ機能性脂質であるこ

とが注目されている。牛乳摂取による脂質の吸収、代謝を検討するため、健常者男性ボランティ

ア12名に 500mlの市販牛乳を摂取させ、摂取前、摂取後 30分、 1時間、 2時間の血清脂質濃度

を測定した。次いで摂取前、摂取後2時間のリポ蛋自分画をおこない、リポ蛋白特にリン脂質 (PL)

リッチな高比重リポ蛋白 (HDL)中の PLを構成する脂肪酸側鎖の異なる分子種およびリゾ体の分

布を検討した。血清PL、総コレステローノレ (TC)は 1時間値、ホスファチジルコリン (PC)は1

時間値、 2時間値で有意に増加したが、スフィンゴミエリン (SM) は30分値、 1時間値、 2時

間値で有意に減少した。また 2時間値では、リン脂質濃度は摂取前に近い濃度に戻っていたが、

被験者の血清トリグリセライド (TG)濃度に関連して、各リポ蛋自分画の粒子サイズの変化が検

出された。このとき、脂肪酸側鎖の異なる PC分子種の比率およびPCとリブ体の比率の変化が認

められた。健常者の牛乳摂取により、リポ蛋白中のリン脂質濃度、リン脂質亜分画およびその構

成分子種は大きく変化をしており、その変化は被験者の血清 TGすなわち TG代謝の差により異

なっていることが見いだされた。

【はじめに】

リン脂質は、細胞膜や血清リポ蛋白の主要構成成分であり、ホスファチジルコリン (PC) とス

フィンゴミエリン (SM)が細胞膜外層の主成分である。最近、リン脂質およびその水解物のリゾ

体が、脂質メディエーターとして脂質代謝だけでなく蛋白代謝や細胞の機能に重要な働きをして

いることが注目されている。また、牛乳にはリン脂質が約 1%含まれており、動物実験で牛乳リン

脂質が血清コレステロール濃度の低下効果を有することなどが報告されている。しかし、ヒトに

おいて、牛乳リン脂質の摂取効果の判定や摂取によるリン脂質の存在様式や生理的機能について

は、まだ十分な情報を得ていない。

吸収された脂質は、カイロミクロン (CM)として血液中に分泌され、リポ蛋白リバーゼ (LPL)

により水解され、 CM-レムナントとして肝臓に速やかに取り込まれる。以前我々は、牛乳摂取試
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験において、摂取後 30分でリン脂質とコレステロールが有意に上昇することを報告した。コレス

テローノレはLDL分画がわずかに上昇したが、リン脂質の血清リポ蛋白中の分布は不明であり、リ

ン脂質構成脂肪酸の組成の変化も明らかでない。

本研究の目的は、牛乳の摂取による吸収されたリン脂質の血柴リポ蛋白中の分布、リン脂質の

分子種(脂肪酸組成)の分布を分析し、リン脂質代謝経路を明らかにすることである。そのため、

牛乳摂取によるリン脂質の血柴リポ蛋白中の分布を時間経過で検討し、さらに、リン脂質の分子

種(種類と側鎖脂肪酸組成)の分布を検討した。

【倫理的配慮】

本研究の倫理的配慮について、信州大学医学部倫理委員会より承認された(承認番号 1170号)。

ボランティアの被験者に研究内容、および疫学的倫理指針に則り研究を行なうことを説明書にて

説明したのち、承諾を紙面(同意書)にて得た。

【材料、方法】

1 .材料

牛乳は市販の通常脂肪牛乳「おいしい牛乳J(無脂乳固形分 8.3%以上、脂肪分 3.5%以上、生乳

100%) (明治牛乳、東京)を用いた。コレステロール、 TG測定試薬は、第一化学薬品(現セキス

イメデイカル)、 PL測定試薬は和光純薬から得た。クロロホルム、メタノールは和光純薬から得

た。 PCおよびSM測定の試薬は、日高ら(文献8)の試薬を用いた。質量分析のマトリックス試

薬は2，5-DihydroxybenzoicAcid (2，5-DHB; Sigma)を用いた。

2.対象

試料は、 23才から 47才の健常人男性のボランティアで、上述の研究内容の説明を受け同意書

による承諾を得た 12名について行なった。

3.方法

1 )牛乳摂取試験のプロトコール

牛乳摂取試験のプロトコールを図 1に示した。食後4時間以上経過後、ボランティアの健常

人に牛乳 500mlを摂取させた。摂取前と、摂取後 30分、 1時間、 2時間後に採血(プレーン採

血管)を行った。血液は、凝固した後 3000甲m、10分間遠心分離し血清を得た。一部は冷凍保

存し、残りは冷蔵保存した。

2)分析方法

(1) 脂質定量

血清脂質は、マイクロプレートを用いた測定系で測定した。血清中 TG、コレステロール、

PLの測定は、メーカ一指定のプロトコーノレに従い、分注量をマイクロプレートに適合するよ

うに若干改変して測定した。下記に示すFPLC分画の脂質は、測定試料を血清の 10倍にして
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測定した。 PCとSMは日高らの方法(文献8)により測定した。

(2) ゲ、ノレ櫨過クロマトグラフィー

ゲ、ノレろ過法による分画は、 FPLC(Pharmacia Biotech)システムを用いて行なった。カラム

はSuperose6 Bゲ、ノレカラムを用いた。試料を添加したのち、 リン酸緩衝液 (PBS) を用いて

0.5mlJminで溶出した。分画 14-19付近に超低比重リポ蛋白 (VLDL)とカイロミクロンレムナ

ント (C地)分画、分画20-26付近に低比重リポ蛋白 (LDL)、分画27-38付近に高比重リポ蛋

白 (HDL)が分画された。各分画の脂質をクロロホノレム/メタノーノレ混液 (C/M2:1v/v%)で

脱脂後、質量分析を行った

(3) 質量分析法によるリン脂質組成分析

有機溶媒による抽出脂質試料 1ul (C/M 2: 1 v/v%) と2，5-DHBマトリックス溶液 (1臼ng/

mL C品-12:1 v/v%) 1 ulを混和し、その混合試料1ulをMALDI-TOF-MSのサンプノレプレー

トに添加して、自然乾燥させた。 MALDI-TOF-MS分析装置は VoyagerDE STR (3.0m飛行

チューブ長)、解析はDE-workstョtion(PerSeptive Biosystems， Framingham， MA)を用いた。

(4) 血清脂質濃度の変化の評価

血清脂質濃度の変化は、摂取前の濃度に対する摂取後の濃度の変化を 1標本 t検定(関連

2群の差の検定)で比較した。

【結果】

1.健康ボランティア被験者 12名の血清脂質濃度 (TC、TG、PL、PC、SM)の一覧を表 1に示

した。 12名のうち、低コレステロール血症が1名、IIb型高脂血症が1名、高TG血症が2名含

まれていたが、残り 8名の脂質濃度は基準範囲内にあった。

2.牛乳摂取による血清脂質濃度の変化

牛乳摂取前と摂取後 30分、 1時間、 2時間後の血清脂質濃度の平均値と標準偏差 (mean::l:SD、

n=12) を図2に示した。摂取後 1時間値で TCとPL濃度は有意な増加 (p<0.05) を示したが、

2時間値で、は差がなかった。また、 TGは有意な差が認められなかった(図 2，A)。リン脂質分

画の PCとSM濃度では、 PCは摂取後 1時間値と 2時間値で増加が認められ、 SMは30分、 1

時間、 2時間値のいずれも減少が認められた。

3. FPLC分画における脂質濃度分布

今回、血清PL濃度としては摂取前と有意な差がなかったが、 PCとSMで、有意な差があった

2時間値について、FPLCシステムを用いたゲ、ノレ櫨過クロマトグラフィーによりリポ蛋白粒子サ

イズとその脂質組成について検討した。高 TG血症を示した被験者1では、摂取前に比べて2

時間値では、 (VLDL+C地)の TGの減少が認められた(図3)。さらに、 PL、PC、コレステロー

ルの分画で、は、 (VLDL+C地jの粒子サイズの大きい分画 (VLDL+C地大型粒子;Fr.14，15)の

減少が認められ、 HDLでは粒子の大きい分画 (HDL大型粒子、 Fr.27-30)が減少しており、粒
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子の小さい分画 (HDL小型粒子、 Fr.31-38)が増加していた。 LDLは変化がなかった(図4)。

また、血清TGが低値な被験者8では、 LDLの減少が認められた(図5)。さらに、 PL、PC、コ

レステロールの分画では、 HDL大型粒子 (Fr.27-30)が増加しており、 HDL小型粒子 (Fr.

31-38)が減少していた(図6)。これらの、リポ蛋白分画の粒子サイズを大型粒子と小型粒子

に分けて、摂取後2時間値のリン脂質の変化の一覧を表2に示した。表2は、血清 TG濃度の

高い順に並べ直した。その結果、高血清TG群では (VLDL+CMr)大型粒子の PLは減少傾向に

あった。さらに LDLおよびHDLのサイズの大型粒子の PLは減少するが、小型粒子の PLは増

加した。一方、血清 TGが低い群では、 (VLDL+CMr)や LDLのPLはほとんど変化が無いが、

HDL大型粒子の PLが増加し、小型粒子のPLは減少した。

4. FPLC分画における脂肪酸側鎖別リン脂質構成

被験者1と8のHDLのリン脂質組成およびその脂肪酸側鎖別のリン脂質分子種を質量分析で

検討した。被験者1の分画32，34，36 (HDL小型粒子)では、摂取前の PCの脂肪酸側鎖別のリ

ン脂質分子種の比率はほとん変化がないが、摂取2時間後では、 mJz758のPC16: 0/18 : 2 (H+) 

の比率が高くなっていた。また、 PCに比べて LysoPCの比率も増加していた(図7)。一方、被

験者8の分画30，32，34，36(HDL小型粒子)では、摂取2時間後でHDLのPCの脂肪酸側鎖の違

いによる比率は変化がほとんどなかったが、 HDL大型粒子で、 PCに対する lysoPC比率が減少

していた(図 8)。

【考察】

健常男性ボランティア(以下被験者)における牛乳の摂取後の血清脂質濃度、リポ蛋白分画お

よび脂肪酸側鎖別の PC亜分画の変化について検討した。摂取前と市販牛乳500ml摂取後の血清

脂質濃度において、 TGは有意差がなかったことから、牛乳から吸収された TGは、血中で速やか

に代謝された。一方、コレステロールおよびリン脂質で有意な増加を示したが、 SMは有意な減

少を示した。このとき、被験者の血清 TG濃度が高値な群では、小型粒子の LDLおよびHDLが

増加傾向を示し、血清TG濃度が低値ではHDL大型粒子が増加しており、被験者の血清TG濃度

に関連してリン脂質分布および代謝は具なること考えられた。さらに、脂肪酸側鎖の違いによる

PC分子の比率やlysoPCのPCに対する比率が異なっており、牛乳摂取によりリン脂質代謝がダイ

ナミックに変化することが考えられた。

牛乳の摂取後の血清TCおよびPLの増加傾向は、以前の我々の検討でも同様の結果を得ている。

今回の分析では、 PLの組成である PCは増加傾向にあったが、 SMは減少傾向にあった。牛乳中

のPLとしては、グリセロリン脂質の PCとスフィンゴ脂質の SMが約 1: 1で含有しているとさ

れているが、牛乳の摂取では SMの吸収が低いか、 SMが CMレムナントなどの代謝に伴い速や

かに肝臓や末梢組織細胞などに代謝されていき、 PCとは異なる代謝経路、機序によることが考え

られた。摂取2時間では血清PL濃度はほぼ摂取前にほぼ回復しているが、 TGリッチリポ蛋白だ
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けでなく LDLやHDLの粒子サイズ分布やPC、SMおよび lysoPCの組成も大きく変化しているこ

とが見いだされた。これらのリン脂質の変化は、被験者に一律ではなく被験者の血清 TG濃度の

差により異なっていたことから、被験者の TG代謝レベルの差がリポ蛋白代謝全体に大きく影響

していることが見いだされた。 CMのリポ蛋白リバーゼ (LPL)の水解のとき HDLが新生するこ

とが知られており、 HDL代謝に影響を及ぼしているかもしれない。

最近、食後高脂血症が問題とされており、食後4時間で血清 TGがピークに達することが報告

されている。この場合、高脂血症患者または疑いの患者へのバターやクリームやオフとミールな

どの高脂肪食の摂取試験であるが、今回の牛乳などによってもその分析技術の向上により、比較

的温和な条件かつ日常食に近い条件で、栄養障害や腸管吸収障害などの脂質代謝異常を解析する

ことが可能かもしれない。また、牛乳自体は高 TGであるが、牛乳の摂取後にも健常者では血清

TGはほとんど増加していないことから、 TG代謝異常の分析に利用できるかもしれない。

【結語】

健常者の牛乳摂取により、リポ蛋白中のリン脂質濃度、リン脂質亜分画およびその構成分子種

は大きく変化をしており、その変化は被験者の血清 TGすなわち TG代謝の差により異なっている

ことが見いだされた。
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固4 FPLC分画におけるリン圃貴とコレステロールの分布(被島者1) 
A:PL， B:問 C:コレステロール
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FPLC分画におけるリン脂質とコレステロールの分布〈被齢者8)

A:且 I B:PC. C:コレステロール
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負荷前偉 (2時間値〉のリポ置自分画リン脂置量産の変化
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FPLC分圃における脂肪融制鏑別リン脂質構成〈故障害1)

負荷笹2時間，矢聞 8:マトりックス， b:柄。問[16:0 (H+)]、c:SM [16: 0 (N8+)]. 
d， e， f:陀 [16:0118: 2 (H+)]， 問 [16: 0118 : 2 (Na+D，間 [18:0118: 2 (Na+)] 
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FPLC分圃における脂肪酸伺鍋別リン脂質構成〈被験者1)

A:負荷前， B:負荷後2時間.矢印:8:マトリックス， b:切回問問:0(H+目、 c:SM[16:0 (地+)]，
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