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序　論

第1節　高脂血症治療薬の意義について

　近年・冠動脈疾患は年々増加の一途をたどり、がん，糖尿病とならんで成人病の一

角をなしている。また、冠動脈疾患が急性発症した場合の典型例は急性心筋梗塞で

あるが、これらは直接死亡と結びつくことが多く、医療技術の進歩や治療薬の開発

にも関わらず依然として致命率は高い。冠動脈疾患の危険因子として、高脂血症，

高血圧，喫煙，家族歴，糖尿病等が指摘されている。なかでも、高脂血症，高血圧，

喫煙は冠動脈疾患の3大危険因子として重要視されており、虚血性心疾患の原因で

ある冠動脈の粥状動脈硬化に最も深い関わりをもっているのが高脂血症である。

　冠動脈疾患の発症と血清CH値の因果関係を初めて疫学的に明らかにしたのが有名

なFramingham　Heart　Study　i）である。その後の大がかりな臨床調査結果によると、血

清CHを1％下げることにより、冠動脈疾患の発症頻度を2％減少させることができ

るといデ3）。すなわち、血清CH値を300　mg／dlから200　mgldlにすることで、理論上

冠動脈疾患のリスクは半分以下になることになる。血清TGレベルと冠動脈疾患との

因果関係は長い間論議されてきたが、その後のFramingham　Heart　Study　‘）では、高

CH血症のみならず高TG血症も冠動脈疾患の危険因子であると指摘されている。

　高脂血症を是正し、冠動脈疾患発症を予防さらには治療する観点から、高脂血症に

対する薬物療法が行われている。現在、薬物療法で多く使用されている薬剤は、胆

汁吸着剤，HMG－CoA還元酵素阻害剤，ニコチン酸製剤、フィブレート製剤，プロブ

コール等である。これらは、その作用機序、作用強度ならびに作用プロファイルが

各々異なっている。例えば、単純に血清脂質低下作用をみても、血清CHを特に強

く低下させる薬剤と血清TGを強く低下させる薬剤があり、その特長に応じて使い分

けされているのが現状である。一方では、これらの薬剤の副作用も取り沙汰されて

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1



おり、胆汁吸着剤であるコレスチラミンは消化器症状として便秘を、ニコチン酸製

剤は約10％の患者にブラッシング現象を伴うことから、服用し難い面がある。最近、

臨床に応用され始めたHMG。CoA還元酵素阻害剤は血清CH低下作用が特に強力で

あることから注目されているが、骨格筋融解症やとくにフィブラート系製剤と併用

時の腎機能低下者での急性腎不全併発等の副作用sも報告されており、投与時には

モニタリングが必須とされている。このような状況のなかで薬物療法の立場からは、

既存の薬剤とは異なる作用機序を有し、且つ、安全性の高い血清脂質低下薬の開発

が望まれている。

第2節　Ethyl　a11－cis－5，8，11，14，17－icosapentaenoate（EPA－E）について

　a11．cis．5，8，11，14，17・icosapentaenoic　acid（一般名：エイコサペンタエン酸，　C22：5，ω3；

EPA）は、分子内二重結合を5個有するω3系PUZFAの一種であり、魚介類に比較的

多く存在する。この物質が注目されたのは、グリーンランドに住むエスキモー人の

虚血性心疾患の発症率がデンマーク人と比べて極端に少ないという疫学調査結果が、

Bang＆Dyerberg　oによって報告されたことに端を発する。彼らは、また、このこと

は摂取する脂肪酸の種類の違いに由来し、食生活の多くを海産物に依存するエスキ

モー人の血漿脂肪酸にω3系PUFAが多く、その結果としてPGの前駆体であるAA

（C20：4，ω6）を初めとしたω6系PUFAの脂肪酸構成比が相対的に低下しているこ

とを示した％時を同じくしてNeedlemanら8ρ）は、EPAもAAと同様に

cyclooxygenaseの基質と成り得ること報告した。この時、　EPAは血小板ではTX－A3に、

また、血管壁ではPG－13に変換されるが、　TX－A，はAAから産生されるTX－A2と異な

り血小板凝集作用を持たないのに対し、PG－1，はAAから産生されるPG・1、と同様に

血小板凝集抑制作用および血管拡張作用を有することも明らかとなった（図1）。

これらの事実を基に、EPAを初めとするω3系PUFAが生体内に増加すると、生体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2



で産生されるエイコサノイドのタイプが・TX。A2／PG－12の2シリーズからTX－A3／

PG－13の3シリーズに変わることにより血栓形成能が低下し、血栓性疾患もしくは動

脈硬化性疾患の予防治療につながるのではないかという仮説が提唱された10・ll）。

Proaggregation

　（Platelets）

OOH

Antiaggregation　Dilation

（Platelets）　（Vessels）

十TX－A2・・qト

AA（C20：4；　to　6）

一レPG－L 十

聰　　TX－A3＜」
ooH
　　一レPG－13十

EPA（C20：5；　to　3）

十

十

Fig．　1　Biological　products　of　AA　a　nd　EPA，　and　their　biological　functions．
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　それ以来、その作用本体と考えられるEPAを魚油またはその濃縮物として摂取さ

せることによりこのことの検証が試みられてはきたが、いずれも低純度のEPAを用

いた試験によるものであり、得られた成績がEPAに起因するものなのかあるいは他

の脂肪酸によるものなのかは充分に解明されていなかった。最近になって、EPAの

カルボキシ基をエチルエステル化（ethyl－all－cis－5，8，11，14，17－icosapentaenoate，　EPA．E，

図2）することによって、高純度（純度90％以上）で、しかも大量に得ることが可

能となった。さらに、この高純度EPA－Eが末梢循環改善作用や抗血栓作用を示すこ

とも明らかにされ12’13）、ごく最近、閉塞性末梢循環不全治療薬として臨床応用される

に至っている。

　一方、先の疫学調査からは、虚血性心疾患による死亡率が少ないエスキモー人では

血小板凝集能が低下していることに加えて、血清脂質レベルが低いことも明らかと

されていた。この場合もエスキモー人が摂取する脂肪酸の違いに起因するEPAなど

のω3系PUFAにその作用点を求められてはいたが、　AAおよびその産物であるPG

等の血清脂質レベルや脂質代謝に対する関わりは少ないことから、EPAの血清脂質

に対する作用を血小板凝集抑制作用と同様にエイコサノイドのバランス変化で説明

することはできず、この点についてはなおも解明されるべき点が多く残されていた。

本研究の目的は、第一にEPA－Eが高脂血症治療薬として臨床応用される可能性を

探る観点から、本物質の病態モデルにおける血中脂質低下作用を明らかにし、第二

に・その血中脂質、特にCH低下の機序を明らかにすることである。第三に、本研

究を進める過程で見いだされ、本物質に特徴的な作用と思われるリボ蛋白：質の性質

変化についてVLDLを用いて明らかにし、リボ蛋白質代謝におけるその意義を考察

することにある。
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Fig．　2　Chemical　structure　of　ethyl－all－cis－5，8，11，14，17　一icosapentaenoate
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第1章実験的高脂血症病態モデル動物における血中脂質低下作用

序説

　実験的な高脂血症モデル動物は、脂質代謝のしくみを知り、ヒトの高脂血症病態を

解明する手段として重要である。古くはAnitschkow　14）がウサギに高CH飼料を与え

て実験的高脂血症ならびに実験的動脈硬化症の発症に成功して以来、種々の方法に

よる実験的高脂血症病態モデルが報告されている。そして、これらの病態モデルに

おいて有効性を示す物質の多くは臨床における高脂血症病態にも奏功することから、

高脂血症治療薬の開発およびそのプロファイルを探る手段として汎用されている。

本章における目的は、EPA－Eの各種実験的高脂血症病態モデル動物に対する作用

を検討し、高脂血症治療薬としての可能性を探ることにある。病態モデル動物に対

する作用の検討に先立ち、まず、正常動物における脂質低下作用を検討し、続いて、

実験的に高脂血症を発症させたモデル動物に対する作用を検討した。実験的高脂血

症誘発法として、食餌性脂質あるいは経口的に負荷した脂質に起因する外因性高脂

血症モデル、ならびに、食餌性脂質に依存しないで惹起される内因性高脂血症モデ

ルを用いた。なお、現存する高脂血症治療薬の中では比較的幅広い作用プロファイ

ルを有するとされるclofibrateもしくはclinofibrateを、各実験の対照薬として用いた。

6
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第1節　正常動物（ラット、ハムスター）に対する作用

正常ラットおよびハムスターに、EPA－Eを7日間連日投与した時の血中脂質レベル

を、図3および図4にそれぞれ示した。EPA－E投与により、ラットの血漿TCが、ま

た・ハムスターの血清TCおよびTGが低下したことから、　EPA－Eが正常動物におい

て脂質低下作用を示すことが明らかとなった。

80

　　　　　　　　＊　　＊

　　□C・ntr・1，圏EPA－E（100mglkg），團EPA－E（300mg／kg），

　　團EPA－E（100（img／kg），國Cl・fibrate（1　OOmgA（9）

Fig．　3一　Effects　pf　EPA－E　and　clofibrate　on　plasma　lipids　in

normal　r．a．　ts．　TC，　total　cholesterol；　TG，　nigl－ 凾モ?ｒｉｄｅｓ．一@Drugs
were　orally　administered　for　7　days　and　blood　was　obtained　2T S
hr　afte！　the　final　administration．　Each　column　represents　the

mean　±　S．E．　of　8　to　16　animals．　Significant　dif｛erences　from

the　control　v　alue　are　indicated；　＊：P〈O．05　and＊＊：P〈O．Ol．
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團EPA－E（1㎜），　pa　Clofibrate（100）

Fig．　4　Effects　of　EPA－E　and　clofibrate　on　serum　lipids　in　normal

harpJsters．　TC，　total　cholesterol；　TG，　triglyceridesrr．　Drugs　were

orally　administered　for　7　days　and　blood　was　obtained　24　fur　after

the　final　administration．　Each　colum　n　represents　the　mean　±

S．E．　of　8　animals．　Significant　differences　from　the　control　vaiue

are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．
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第2節　実験的外因性高脂血症モデル動物（ラット，ウサギ）に対する作用

　実験：的高脂血症モデルのうち、外因性に高脂血症を誘発する方法として、高CH含

有飼料で飼育することにより主に高CH血症を誘発する方法が一般的に用いられて

いる15）。この場合、ウサギは低濃度のCHを飼料中に添加するだけで速やかに血中

CHが上昇するのに対し、ラットではその反応性が低く、血中CHを上昇させるため

にはコール酸などの胆汁成分の添加が必要であり、動物種によって種差があること

も同時に知られている。

図5に、CH（1％）およびコール酸（1％）を含有した高CH飼料飼育ラットに、

EPA－Eを投与した結果を示す。本実験条件下で上昇する血清TCは、　EPA．E投与によ

って抑制された。本モデルではむしろ減少する傾向を示した血清TGも、　EPA－Eの投

与によって低下した。

9
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Fig．　5　Effects　of　EPA－E　and　clofibrate　on　serum　lipids　in　rats　fed

high　cholesterol　diet．　TC，　total　cholesterol；　TG，　triglycerides．

Apimals　except　for　untreated　ones　were　fed　the　diet　containing　both

190　ghplesterol　and　190　cholic　acid　for　4　weeks．　Drugs　were　orally

administered　during　the　period　and　blood　was　collected　24　hr　aftef

the　final　administration．　Each　column　represents　the　mean　±　S．E．

of　8　animals．　Significant　differences　from　the　control　value　are

indicated；　“：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．
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EPA－Eの同様な作用は、ウサギにおいても確認された。すなわち、　EPA．Eは0．1％

のCHを添加した飼料により上昇したウサギの血清TCを低下させた（図6）。

この時の血清を超遠心法により各リボ蛋白に分画すると、EPA－Eはd＜1．006画分

（VIDL）および1．006＜d＜1．063回分（IDL＋LDL）のTCを減少させたことが明らか

となった（図7）。なお、1．063＜d画分（HDL）のTCに変化は認められなかった。
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Fig．　6　Effects　of　EPA－E　and　clofibrate　on　serum　lipids　in　rabbits　fed

hig－h　c一holesterol　diet．　TC，　total　cholesterol；　TG，　triglycerides．

Pymi一m　als　except　for　untreated　ones　were　fed　the　diet　contaihihg　O．190

cholesterol，　and　dmgs　were　orally　administered　for　4　weeks．T@Blood
was　collected　24　hr　after　the　final　administration．　Each　column

represents　the　mean　±　S．E．　of　6　to　12　animals．　Significant　differences

fromthe　control　value　are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．　．
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Fig．　7　Effects　of　EPA－E　and　clofibrate　on　total　cholesterol　in　serum

lipoprotein　fractions　in　rabbits　fed　high　cholesterol　diet．　Serum　were

obtained　from　the　animals　of　Fig．　6．　The　lipoprotein　fractions　were

separated　by　ultracentrifugation．　Each　column　represents　the　mean　±

S．E．　of　6　to　12　animals．　Significant　differences　from　the　control　value

are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．　．
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外因性に高脂血症を誘発する方法としては、この他に高脂肪乳濁液を経口的もしく

は静脈内に投与して高TG血症を誘発する方法が知られている15）。脂肪酸を経口的に

負荷したラットに対するEPA－Eの作用を検討した結果を図8に示す。ラットにコー

ン油を経口投与することにより、投与後4時間をピークとする血漿TGの上昇が認め

られる。EPA－E投与により、このTG上昇が抑制された。

300

　200
含
℃

目

　0
　100

o

｝‡
Control

EPA－E　100mg！kg

EPA－E　300mgAcg

EPA－E　1000mg／kg

Clofibrate　100mg／kg

0　　　2　　　4　　　6　　　8
Time　after　corn－oil　administration　（h）

＊

Fig．　8　Effects　of　EPA－E　and　clofibrate　on　plasma　triglycerides

（TG）　qfter　oral　ingestion　of　corn　oil　in　rats．　Drugs　were　orally

administered　for　7　days，　and　emulsified　corn　oil　（5090，w／w）　at　IT n
mllkg　was　given　24　hr　after　the　final　administration　of　the　dmgs．

Each　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　8　animals．　Significant

differences　from　the　control　value　are　indicated；　＊：P〈O．05　and

＊＊：P〈O．01．

以上の結果から、正常動物で認められたEPA－Eの脂質低下作用は、ラットならび

にウサギを用いた外因性高脂血症病態モデルにおいても認められることが明らかと

なった。
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第3節　実験的内因性高脂血症モデル動物（ラット）に対する作用

Triton・WR－1339などの界面活性剤をラットの静脈内に投与する16）ことや、高カゼイ

ン無CH飼料をラット17）やウサギ18）に与えてアミノ酸バランスを乱すことによって

食餌由来の脂質がなくても高脂血症状態を惹起することができる。

表1に、Triton・WR－1339（300　mg／kg）を静脈内投与したラットの血清TCおよび

TGを示す。　Triton・WR－1339の投与により、血清TCおよびTGは著明に上昇するが、

これに対してEPA－E投与群では、　clinofibrateやclofibrateと比較すれば若干弱い作用

ではあるが、その用量に依存した血清TCおよびTGの増加抑制が認められた。

Table　1　Effects　of　EPA－E，　clinofibrate　and　clofibrate　on　serum

　　　lipids　in　rats　injected　with　Triton　WR－1339

Group　Dose　N
　　　　（mg／kg）

　TC
（mg／dl）

　TG
（mg／dl）

Untreated

Control

EPA－E 100

300

1000

Clinofibrate　100

Clofibrate　300

41　±4＊＊

323　±7

321　±8

299　±　3＊

293　±5　＊＊

237　±9＊＊

244　±　8　＊＊

　95　±　20　＊＊

3108　±　69

3004　±　86

2749　±　82　＊＊

2670　±　118　＊＊

2337　．十．　88　＊＊

1739　±　54　＊＊

TC，　total　cholesterol；　TG，　triglycerides．　Animals　except　for

untreated　ones　were　intravenously　injected　with　300　mg！kg　of

Triton　WR－1339．　After　12　hr，　blood　was　collected．　Drugs　or　the

vehicle　solution　were　orally　adminis　tered　3　hr　before　the　injection．

Each　v　alue　represents　the　mean　±　S．E．　Significant　differences

from　the　control　value　are　indicated；　＊：　P〈O．05　and　＊＊：　P〈O．Ol．

14



20％カゼイン含有無CH飼料飼育ラットにおける結果を図9に示す。対照群の血清

TCおよびTGは、飼料交換1週間後より上昇したが、　EPA－E投与群ではそれが抑制

された。

この血清を各リボ蛋白質に分画してみると、EPA－E投与群では、　d＜1．006のリボ蛋

白：質一分（VLDL）のTC，　TGおよびPL、1．063＜d＜1．125画分（HDL2）のTCおよび

PL、ならびに、1．125＜d画分（HDL3）のTGおよびPしの低下が認められた（図10）。
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Fig．　9

casein－rich　diet．　TC，　total　cholesterol；　TG，　niglycerides．　Animals　except　for

untreated　ones　were　fed　semisynthetic　diet　containing　2090　casein　without

gholesterol　for　4　weeks，　and　drugs　were　orally　administered　during　the　period．

E－a＝c．h　point　represents　the　mean　±　S．E．　of　9　to　10　animals．　’Sign－i’ficant

differences　from　the　control　value　are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈b．Ol．　．

OUntreated，●Control，口EPA－E（100），■EPA－E（300），

A　EpA－E（looo），　A　Clinofibrate（30）

Effects　of　EPA－E　and　clinofibrate　on　serum　lipids　in　rats　fed

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p
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Fig．　10　Effects　of　EPA－E　and　clinofibrate　on　serum　lipids　of　lipoprotein

fractions　in　rats　fed　casein－rich　diet．　TC，　total　cholesterol；　TG，　trigl－ 凾メ|?ｒｉ　des；

PL，　phospholipids；　d，　density；　ND，　non－detectable　（〈10mg／dl）．　Serum　were

obtained　from　the　animals　of　Fig．　9，　and　the　lipoprotein　fractions　were

separated　by　ultracentrifugation．　Each　colum　n　represents　the　mean　±　S．E．

of　9　to　10　animals．　Significant　differences　from　the　control　value　are

indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．　，

以上の結果から、EPA・Eは内因性に誘発された高脂血症モデル動物においても脂質

低下作用を示すことが明かとなった。
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考察

本章では、次の諸点を明らかにした。

1）EPA－Eは、正常ラットの血漿脂質を低下させる。

2）EPA－Eは、正常ハムスターの血清脂質を低下させる。

3）EPA－Eは、高CH飼料飼育によるラット高CH血症モデルにおいて、血清TC

　　上昇を抑制する。

4）EpA－Eは、高CH飼料飼育によるウサギ高CH血症モデルにおいて、血清TC

　　を低下させる。また、EPA－Eのこの作用はVLDLおよび皿）L＋LDLに相当する

　　リボ蛋白質画分に認められた。

5）EPA・・Eは、ラットにコーン油を経口負荷した時の血漿TG上昇を抑制する。

6）EPA・Eは、ラットにTriton　WR・1339を静脈内投与した時の血清脂質上昇を抑

　制する。

7）EPA－Eは、高カゼイン無CH飼料飼育によるラットの高脂血症モデルにおいて、

　血清TCを低下させる。また、　EPA－Eのこの作用はVU）しおよびHDL、画分に

　著明であった。

正常ラットならびにハムスターにおいて、EPA－Eを7日間連日投与することにより

血中TCおよびTGが低下し、　EPA－Eの血中脂質低下作用が確認できた。

EPA－Eの血中脂質低下作用は、高CH食飼育誘発高脂血症モデルラットおよびウサ

ギにおいても確認された。高cH飼料飼育ウサギにおけるEPA－Eの血清TC低下作

用は・VLDLおよびIDL＋LDLに相当するリボ蛋白質等分、すなわち、　atherogenicな

リボ蛋白質において著しかった。本モデルで上昇した血清TCの大部分は外因性に供

給されているため、生体内でのCH合成はむしろ低下する15）。したがって、このよ

も

つなモデルにおいてはCH生合成阻害薬は無効で、　CH吸収阻害あるいはCH異化排

17



泄促進作用を有する薬物によって血清TCが低下する15）ことから、　EPA－Eも同様な

作用を有する可能性が示唆された。

　脂肪酸経口的負荷モデルにおける血中TGの上昇は、腸管の脂肪酸吸収抑制作用ま

たはLPL活性昂進に基づくTG分解促進作用を有する物：質によって抑制される15）。

EPA－Eはラットにコーーン油を経口負荷した高TG血症モデルにおける血漿TG上昇を

抑制したことから、EPA－Eが脂肪酸吸収抑制作用あるいはTG分解促進作用を有する

可能性が示唆された。

　Triton・WR－1339の静脈内投与によって惹起される高脂血症モデルについては比較的

よく研究されており、Triton　WR－1339　9e脈内投与から9－12時間後では肝CH生合成

活性が著しく充進し、このことが高CH血症を誘発する大きな要因とされている19・20）。

事実、CH生合成系の律速酵素であるHMG－CoA還元酵素を阻害し、　CH生合成を抑

制する薬剤は、げっ歯類を用いた他の病態モデル動物では有効性が認められないが、

特徴的に本モデルに奏功するm）。すなわち、少なくともマウスやラットにおける

HMG－CoA還元酵素阻害剤の血中脂質低下作用は、肝CH生合成活性が通常レベルも

しくは低下している状態では発現し難く、肝CH生合成活性が再進して血中へのCH

供給が著しく高まっている本モデルのような場合にのみ認められる。今回の検討に

おいて、EPA－Eは本モデルの血清脂質を用量依存的に抑制したことから、　EPA－Eの

脂質低下作用にCH生合成活性抑制作用も関与している可能性が示唆された。

カゼイン飼料飼育ラットにおいても、EPA－Eは用量および投与期間に依存して、血

清TCおよびPしの上昇を抑制し、また、血清TGを低下させた。　EPA－E投与により、

d＜1．006のリボ蛋白質画分でTC，　TGおよびPしがいずれも低下していたことや、血

清TGの低下の程度がd＜1．006のリボ蛋白質理解でのTG低下の程度とよく一致する

ことから、EPA－Eの脂：質低下作用にVU）しの低下が関与している可能性が考えられ

る。なお・この実験において、EPA－Eが1．063＜d＜1．125画分（HDL2）のTCおよび
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PL、また、　d＞1．125画分（HDL3）のTGおよびPLを低下させた機序の詳細は不明で

あるが、血中でのリボ蛋白質の代謝過程において、HDLの脂質や一部のアポ蛋白質

はVLDLなどのTG－richなリボ蛋白質から供給されるn）ことを考えると、　HDL画分

で認められたこれらの変化はVLDLが低下したことに起因しているのかも知れない。

　以上、EPA－Eは通常飼料飼育動物、ならびに、高CH血症および高TG血症両者の

実験的高脂血症モデル動物に対し有効性を示し、動物種においてもラットのみなら

ずハムスターやウサギに対しても有効であった。特にハムスターやウサギは、CH生

合成やリボ蛋白質代謝などが比較的ヒトに類似していると考えられるas）ことから、

実験的高脂血症モデル動物として使用することが望ましいM）との指摘もあり、本章

で得られた実験結果はEPA－Eが高脂血症治療薬として臨床上有用である可能性を示

唆するものと考えられた。また、これらの実験結果から、EPA－Eは、　CH吸収阻害作

用，CH生合成抑制作用，CH異化排泄促進作用，脂肪酸吸収抑制作用あるいはTG分

解促進作用などを有しているの可能性が示唆され、EPA－Eの血中脂質低下作用機i序

は多岐に渡っているものと推察された。
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第2章　ラットにおける血中CH低下作用機序の解析

序説

　血中CHレベルは、血液中へのCHの供給とその排泄とのバランスによって規定さ

れる。その供給は、ひとつには食餌に由来して消化管から吸収されるCHであり、

ひとつには生体内で合成される内因性のCHである。いずれに由来するCHも肝臓で

一度VLDLに組み込まれて血中に分泌された後、リボ蛋白質代謝を経て組織に分配

され、残りは肝臓に戻る。一方、体内からのCHの排泄は、これも肝臓でその大部

分が胆汁酸へ変換された後、胆汁を介して腸管内へ分泌される経路をとる。

本章では、EPA－Eの血中脂質低下作用、特にCH低下作用の機i序を明らかにする目

的で、CH代謝に及ぼすEPA－Eの作用点を検討した。すなわち、　CHの腸管からの吸

収、肝における生合成、胆汁中への排泄、ならびに、血中からのクリアランスに及

ぼすEPA－Eの作用を、いずれもラットを用いて検討した。

第1節CHの消化管吸収に及ぼす影響

経口的に摂i取されたCHは消化管内で胆汁酸とミセルを形成して腸管粘膜に輸送さ

れ・ここでTG，　Pしおよびアポ蛋白質と共にCMを構成し、リンパ管を経由して血中

に分泌される。［14C］標識CHを経口投与すると、血中放射活性は漸次上昇し、また、

その上昇は経口投後少なくとも6時間までは消化管からのCHの吸収をよく反映す

るas　’26）。図11に示すように、　EPA－Eを投与したラットに［i4C］標識CHを経口投与

した後の血漿中放射能の上昇は、対照群に比べて低値を示すことから、EPA．Eは

CHの吸収機構に抑制的に働いていることが明かとなった。

20
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Fig．　11　Effect　of　EPA－E　on　the　elevation　of　plasma　radioactivity

after　an　oral　administration　of　［i4C］一　cholesterol　in　rats．　EPA－E　’ ≠

1000　mg／kg　was　orally　administered　for　7　days．　The　content　of

radioactive　cholesterol　in　plasma　is　expressed　as　the　ratio　of　the

radioactivity　in　100　g　of　plasma　to　the　net　radioactivity　given．　Each

column　represents　the　mean　±　S．E．　of　5　animals．　Significant

difference　from　the　control　value　is　indicated；　＊：P〈O．05．　．
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第2節　肝CH生合成活性に及ぼす影響

　生体の大部分の組織はCH生合成能を有しているが、その主役を演じているのは肝

および小腸である。CHの生合成に際し、酢酸を出発材料として20数種の酵素反応

からなる一連の反応系の中で、HMG－CoAをメバロン酸に変換するHMG－CoA還元酵

素（EC　1．1．1．34）が律速酵素”）として重要な位置を占めている。本酵素の活性は日

内変動を有し、ラットでは昼間は低く深夜で高いas）ことを考慮して、昼夜逆転飼育

したラットから摘出した肝ミクロソームのHMG－CoA還元酵素活性に対するEPA－E

投与の影響を検討した。

　図12に、結果を示す。EPA－Eを単回投与したラットの肝ミクロソームの

HMG・CoA還元酵素活性（151　pmo1／mg　Protein！min）は、対照群（313　pmoVmg

protein／min）に比べて低下していた（図12－A）。また、図12－Bに示すように、

EPA一：Eを7日間投与したラット（161　pmoYmg　protein／min）も、対照群（295　pmoYmg

protein！min）より低値であった。

表2に、この時のミクロソームの脂：質組成およびPL画分のEPA含量を示す。

EPA－E投与群のミクロソーム中CE，　TGおよびPL値は、単回投与および7日間投与

のいずれの場合も対照群との問に著明な差は認められなかったが、FC含量はEPA－E

投与により増加した。一方、EPA－E投与動物のミクロソーム中PL画分のEPA含量

は、単回投与および7日間投与ともに著明に増加した。

22
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Fig．　12　Effect　of　EPA－E　on　the　hepatic　microsomal　HMG－CoA　reductase

activity　in　rats．　Liver　microsomes　were　prepared　after　a　single　（A）　or　a

multiple　（7　days，　B）　administration　of　EPA－E　at　1000　mg／kg．　Each

column　represents　the　mean　±　S．E　of　8　animals．　Significant　differences

from　the　control　value　are　indicated；　＊＊：P〈O．Ol．　．

Table　2 Effect　of　EPA－E　on　lipid　composition　and　EPA　content　in　rat　hepatic　microsomes．

Admini－

stratlon

，Group LiDids mg　microsomal　Drotein

FC ce TG PL
EPA　content

（pt　g／mg　PL）

Single　Control　15．5±O．6　O．8±O．5

　　　　　　EPA－E　16．9±O．3　O．4±O．2

Multiple　Control　15．2±O．4　O．2±O．1

　　　　　　EPA－E　17．2±O．6＊　O．2±O．1

24．5±1．9　164±4　2．7±O．1

23．8±1．0　156±4　28．9±5．5＊＊

23．2±O．6　157±3　2．7±O．2

22．0±1．2　163±6　50．3±4．9＊＊

FC，　free　cholesterol；　CE，　esterified　cholesterol；　TG，　triglycerides；　PL，　phospholipids．

Liver　microsomes　were　prepared　after　a　single　or　a　m　ultiple　（7　days）　administration　of

EPA－E　（1000　mg／kg）．　Each　value　represents　the　mean　±　S．E．　of　8　animals．　Significant

differences　from　the　control　value　are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．
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第3節胆汁排泄に及ぼす影響

　生体内のCHは肝で胆汁酸に変換された後、胆汁成分として腸管内に排泄される。

表3に、胆管カニュレーション法で24時間に渡って採取したラットの胆汁量，胆汁

中CH，胆汁酸およびPL含量を示した。通常飼料で飼育したラットでは、24時間で

86．6　Pt　molの胆汁酸が胆管に分泌されていたが、仮に胆汁酸の全てをコール酸（分子

量409）と仮定すると、分泌された胆汁酸は35．4mgにも相当し、肝から排泄された

未変化のままのCH（0．79　mg）は僅かに過ぎず、排泄されるCHの大部分は胆汁酸

に変換されて排泄されていることを示している。

一方、高カゼイン飼料で動物を飼育したときに呈する高脂血症の機作のひとつとし

て、CHの排泄障害が指摘されている29）。事実、本飼料飼育ラットでは通常飼料摂取

の場合に比して胆汁中への胆汁酸排泄量が有意に減少していることが確認された

（表3）。これに対し、EPA－E投与群では胆汁量ならびに胆汁中への胆汁酸および

PL排泄量が増加したことから、　EPA－Eは胆汁排泄を充進ずることが明らかとなった。

Table　3　Effect　of　EPA－E　on　hepatic　biliary　secretion　in　bile　duct－cannulated　rats．

Diet EPA－E　N　Bile　flow　Cholesterol　Bile　acids　Phospholipids

treatment　（mY24h）　（mg／24h）　（＃　mol／24h）　（mg／24h）

Standard　diet　一　7　10．9±15　O．79±O．11　86．6±3．9　12．0±1．3

Casein－rich　diet　一　8　10．4±1．1　O．70±O．09　62．6±2．6＃　8．1±O．8＃＃

　　　　　　　＋　8　13．8±1．0＊　O．97±O．11　73．1±3．6＊　11．4±1．2＊

Bile　was　collected　for　24　hr　through　a　cannula　in　the　bile　duct　EPA－E　at　1000　mgA〈g／day

was　orally　administered　daily　for　4　weeks．　Each　value　represents　the　mean　±　S．E．

Significant　differences　from　the　v　alue　in　the　standard　diet　and　the　v　alue　in　the　casein－

rich　diet　are　indicated；　＃：P〈O．05，　＃＃：P〈O．Ol　and　＊：P〈O．05，　respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　24



第4節　血中CHクリアランスに及ぼす影響

EPA－Eを投与したラットあるいは非投与ラットの血清より調製したリボ蛋白：質画分

（d＜1．210）を、それぞれ別に用意したラットに静注した時の血清TC値の変動を図

13に示す。リボ蛋白質静注1分後の血清TC値は、　EPA－E非投与動物由来リボ蛋白

：質静注群では233±9　mg／dl、また、　EPA－E投与動物由来リボ蛋白質静注群のそれは

243±10　mgldlであり、リボ蛋白質の代わりに生理食塩水を静注した動物のそれが

73±1　mg／dlであったのに比べて、いずれも著明に上昇した。　EPA－E非投与動物由来

およびEPA－E投与動物由来リボ蛋白質静注群の血清TC値は、ともに静注5分後以降

経時的に漸減したが、30，60，120および240分後には、EPA－E投与動物由来リボ蛋

白質静注群の血清TC値がEPA－E非投与動物由来リボ蛋白質静注群のそれに比して

低値を示した。すなわち、EPA－E投与動物由来のリボ蛋白質は、血中におけるクリ

アランスが速やかであることが示された。

　この時の変化を各リボ蛋白質画分別に調べると、図14に示すように、EPA．E投与

動物由来リボ蛋白質静注群では、d＜1．006画分の60分後および240分後、また、

1．006＜d＜1．063画分の30，60，120および240分後のTC値が、　EPA－E非投与動物由来

リボ蛋白質静注群のそれに比して有意な低値を示した。一方、1．063＜d三分において

は、両群に差を認めなかった。
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F．ig．　13　Serum　cholesterol　clearance　in　rats　after　injection　with　exogenous

lipoproteins．　Serum　total　lipoprotein　fraction　（d〈1．210）　prepared　frbm　rats

giyen　tbe　ydehlgle　（C．　ontrpl）　or　EPA－E　at　1000　mglkg／day”（EPA－E）　was

ln．　je．　cted　with　60　mg／kg　of　cholesterol．　Blood　samples　were　collected　at　1，

5，　30，　60，　120　and　240　min　after　the　injection．　Each　point　represents　the

mean　±　S．E．　of　5　animals．　Significant　differences　fro’香@the　c6ntrol　value

are　indicated；　＊＊：P〈O．Ol．　．
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考察

本章では次の諸点を明らかにした。

1）EPA－Eは、［14　C】標識CH経口投与後の血中放射活性上昇を抑制する。

2）EPA－Eは、肝ミクロソームのHMG－CoA還元酵素活性を低下させる。この時の

　　ミクロソームには、FC含量の増加ならびにPL画分EPA含量の増加が認めら

　　れる。

3）EPA－Eは、高カゼイン飼料飼育による胆汁への胆汁酸分泌の低下を改善する。

4）EPA－E投与動物由来リボ蛋白質静注群の血清TC値は、　EPA－E非投与動物由来

　　のものを静注した場合に比べて消失が速やかである。また、その変化は、

　VLDLならびにIDL＋LDL画分における変化であった。

　EPA－Eを連日投与したラットでは、［14C】標識CHを経口投与した後の血漿中放射能

の上昇が抑制され、EPA・・EがCHの腸管吸収抑制作用を有することが示された。

EPA－EがCHの吸収を抑制することの詳細は、現時点では明らかになってはいない。

腸管からのCH吸収にはacy1－CoA：cholesterol－acyltransferase（ACAT，　EC　2．3．1．26）に

よるCHのエステル化が重要でありso）、　ACAT阻害剤を投与するとCHの吸収が抑制

されることが知られている31β2）。一方、EPAはin　vitroの実験系でACAT活性を抑制

することが報告されておりzz）、今回認められたEPA．．EのCH吸収抑制作用と関係し

ているかも知れない。

CH生合成の律速酵素であるHMG－CoA還元酵素活性がEPA．Eを投与したラットの

ミクロソームでは低下していたことから、EPA－EはCH生合成抑制作用を有するこ

とが明らかになった。EPA－EならびにEPAのHMG．CoA還元酵素活性に対する作用

をin・vitroの系で検討してはいないが、これらにの構造中にこれまでに知られている

HMG－CoA還元酵素阻害剤と共通する構造は見当たらず、既存のHMG．CoA還元酵素
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阻害剤のようにその活性を直接的に阻害したとは考え難い。一方、膜結合型酵素は

置かれている微小環境によってその活性が大きく影響されることが一般に知られて

いる。そのひとつであるHMG－CoA還元酵素の場合も、　PUFAを与えたラットのミク

ロソームではその活性が低下することから、膜Pしのアシル基を構成する脂肪酸の違

いがその活性発現に影響を及ぼすことが示されており、このことの少なくとも一部

には膜流動性変化が関係しているものと指摘されている34“30t。すなわち、膜Pしのア

シル基を構成する脂肪酸としてPUFAが増加すると膜の流動性が充養し、このこと

に連動して一方では膜の堅さを維持しようと膜構成要素であるFCのプールサイズが

増加する。HMG－CoA還元酵素活性がFCの増加によってdown　regulationを受けるこ

とは広く知られており、ミクロソーム膜PL中のPUFAの増加は、結果として

HMG－CoA還元酵素活性の低下をもたらすと考えられているM）。表2に示したように、

EPA－Eを投与することにより、ミクロソーム中PL前門のEPA含量が著明に増加し

ていた。同時に、この組成変化に連動した結果と思われるFC含量の増加も観察され

た。おそらくEPA－Eは、上述したようなミクロソーム膜PLを構成する脂肪酸組成

の変化を介して、間接的にHMG－CoA還元酵素活性を低下させたものと推察される。

　なお、ミクロソームPL当分のEPA含量は、　EPA－Eの車回投与で11倍に増加した

のに比べて、7日間投与では19倍と更に増加していたが、CH生合成抑制作用はそ

れ以上増強されず、Pしの脂肪酸組成変化を介してCH生合成活性を変化させるEPA

の量としては、単側投与によって既に十分な量に達していたものと考えられる。

　カゼイン添加飼料で飼育することにより胆汁分泌が抑制されることから、このこと

が高脂血症状態を誘発する要因のひとつと説明されている”）。本実験においても、

このことは確認された。一方、EPA・Eは、胆汁量を有意に増加させ、胆汁中成分で

ある胆汁酸PしおよびCHの排泄量をそれぞれ増加させた。　EPA－Eが胆汁分泌を増

加させた機序の詳細は不明であり、EPA－EがCHの胆汁酸変換における何らかの過
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程に直接働きかけた結果である可能性と、EPA－E投与によって血清CHが低下した

ことに連動して単に肝臓のCHプールが増加した結果である可能性とが考えられる。

いずれにしても、EPA－Eがカゼイン飼料飼育ラットの血清脂質上昇を抑制するとい

う前章で示した成績の一序と考えられる。

　興味深いことに、EPA－E投与ラット由来のリボ蛋白質は血中からのクリアランスが

速いことが明らかになった。すなわち、EPA－E投与動物由来のリボ蛋白：質を投与し

たラットの血清TCの低下が、非投与動物由来のリボ蛋白質の場合に比して速いこと

が示された。さらにこの変化は、リボ蛋白質としてはd＜1．006の聞分（VLDL）およ

び1．006＜d＜1．063の画分（IDL＋U）L）の変化として認められた。血中では肝から分

泌されたVU）LはIDLやLDLへと変換されつつ、それぞれ各リボ蛋白質受容体に依

存した経路あるいは依存しない経路を経て主に肝臓に取り込まれる37）。本章で示さ

れたこの成績から、EPA－E投与によってVLDL，　IDLやH）しのリボ蛋白質がその異化

代謝が充進ずるよう機能的に修飾されていることが示唆された。

以上、本章においてはまず、EPA－EがCH吸収およびCH生合成を抑制する作用、

ならびに、胆汁分泌を充進ずる作用を有することを明らかにした。なお、前章でも

触れたようにヒトの脂質代謝を考慮した場合には実験動物としてウサギやハムスタ

ーを使用することが比較的望ましいとの指摘もあるM）が、本章で示した一連の成績

は、現在もこの分野で汎用され、また、臨床で奏効している高脂血症治療薬の基礎

実験として多数のデータが集積しているラットを用いて実施した結果であり、今後

さらに動物種を変えて検討してみる必要もあろう。一方では、これらの成績はEPA

を比較的多量に含有する魚油を用いて試験した成績からも支持される。すなわち、

魚油の投与により、肝HMG．CoA還元酵素活性が低下することがラットss）およびウ

サギ鋤で報告されており、また、胆汁分泌を増加させることがラットで報告されて

いる40“42）・本章ではさらに、EPA－Eを投与したリボ蛋白質が機能的に何らかの修飾を
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受け、血中からのクリアランスが充進ずるような状態になっていることを示した。

以上の成績から、EPA－Eは、　CHの主要な代謝過程に多岐に渡って作用し、その結果、

血中CHの低下をもたらすものと考えらる。EPA－Eがこのような多彩な作用を示す

ことは、本来このものが脂肪酸の一種であることに起因するのであろう。EPA－Eを

投与した際には、CH代謝と密接な関係にある組織を含む種々の生体組織の脂肪酸成

分としてEPAが分布・置換し、　CH代謝に影響を及ぼしていると推察される。後述

するように血中CHの運搬体であるリボ蛋白：質中にもEPAが取り込まれるが、その

異化速度を速めていることは既存の脂質低下薬にはみられない特徴的な作用と考え

られる。

31

　　　　騨
．τ。［：“。．．，，躍麺



第3章　ラット血清VLDLの性質に及ぼす影響

序説

　前章において、EPA－Eを投与したラットの血清から調製したリボ蛋白：質画分を別

のラットに静注した際の血清CHの消失が、　EPA－E非投与ラットより得たものと比

較して速く、この変化は血清d＜1．006（VU）L）および1．006＜d＜1．063（IDL＋LDL）

の画分で著しかったことを明らかにした。この成績から、EPA－Eを投与することに

よって血中の脂質運搬体であるリボ蛋白質そのものの機能が修飾されている可能性

が示唆され、この点についてより明らかにするために、EPA－Eを投与したラットの

VLDLの性：質をEPA－E非投与のものと比較検討した。

VLDLの性質として、粒子サイズ，脂：質組成，アポ蛋白質組成および脂肪酸組成の観

点から解析し、また、これらの変化をもたらす要因となる肝TG生合成活性，VLDL

分泌活性および血漿LPL活性，HTGL活性に対するEPA－E投与の影響についても併

せて検討した。

第1節　VLDLの粒子径に及ぼす影響

ゲル濾過カラムを用いたHPLCによるラット血清の典型的な溶出パターンを、図

15－Aに示す。血清中のTGを検出した本条件下では、最初の排除体積域にCM、次

いでVU）L、さらに遅れてTGの検出対象としているグリセロールのピークがそれぞ

れ認められる。EPA－E投与群の血清では、　VLDLピーク溶出時間の延長が認められた

ことから、その粒子サイズが小型化していることが示された（図15．B）。

なお・対照群のVLDLピーク下面積（371±39　mV・min）に比べて、　EPA．E投与群

のVLDLピーク下面積（178±22　mV・min）が減少していることも同時に認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　32
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（TSK－GEL　G5000PW；　particle　s　ize　17±2　pt　），　and　VLDL　elution　time　（B）．　Serum　was

prepared　from　rats　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／kglday　（EPA－E）　or　the　vehicle　solution

（Control）　daily　for　4　weeks．　Open　circle　in　figure　B　represents　the　mean　±　S．E．　of　5

anim　als．　Significant　difference　from　the　control　value　is　indicated；　＊＊：　p〈O．Ol．
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第2節　VU）しの脂質組成に及ぼす：影響

VU）Lは、血清中に存在するアポ蛋白質の中でもCMと共にTG－richリボ蛋白とし

て知られる。図16にVU）しの脂質組成を示したが、　EPA－E投与群のVH）しのTG含

量は著しく減少していることがわかる。この時、PL含量に変化はなく、FCおよび

CE含量が増加していた。
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Fig．　16　Effect　of　EPA－E　on　lipid　composition　in　VLDL．　FC，　free

cholesterol；　CE，　cholesteryl　esters；　TG，　triglycerides；　PL，

phospholipids．　VLDL　was　separated　by　ultracentrifugation　from　rat

serum　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／kg／day　（EPA－E）　or　the

vehicle　solution　（Control）　daily　for　4　weeks．　Each　column

represents　the　mean　±　S．E．　of　5　VLDL　samples　combined　with　3

animals　in　each　sample．　Significant　differences　from　the　control

value　are　indicated；　＊：P〈O．05　and　＊＊：P〈O．Ol．　．
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第3節VLDLのアポ蛋白組成に及ぼす影響

VLDLを構成する主要アポ蛋白質はapo　B，　apo　Eおよびapo　C群であり、脂質代謝

におけるその役割を要約すると表4の如くなる43）。apo　BはVLDL粒子上に1分子存

在し、肝臓から分泌されたVLDLがIDL，　IDLへと異化されていく最終過程までとど

まるのに対し、apo　Eおよびapo　C群は血漿中でVLDLが代謝を受ける過程で他のリ

ボ蛋白質との間で相互の移動があり、VLDLの状態によって異なった量が存在する

44，45）o

図17に、EPA－E投与および非投与ラットの血清から得たVH）しの主要アポ蛋白質

組成を示した。EPA－E投与群のapo　B，　apo　E，　apo　CIIおよびapo　Cr【1各アポ蛋白：質含

有率は対照群と比較して有意な変化は認められなかったが、apo　Eの含有率が高値を

示す傾向とapo　CIIおよびapo　CIIIの含有率が低値を示す傾向が認められ、その結果

としてapo　E／（apo　C：n：＋apo　CII：1）比の増加が認められた。

Table　4　Metabolic　roles　of　major　apolipoproteins　of　plasma　VLDL

　　　　in　liDid　transDort　‘3）．

ADoliooDrotein Functions

apo　B

apo　E

apo　CII

apo　Clll

Lipoprotein　biosynthesis　／　secretion

LDL　receptor　recognition　（apo　BAE　receptor）

Apo　E　receptor　recognition

Inhibition　of　interaction　with　hepatic　receptors

Activation　of　LPL

inhibition　of　interaction　with　hepatic　receptors
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Fig．17　Effect　of　EPA－E　on　apolipoprotein　composition（left）and　apo　E／apo　C

ratio　（right）　in　VLDL．　VLDL　was　prepared　by　ultracentrifugation　from　rat

serum　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／kg／day　（EPA－E）　or　the　vehicle　solution

（Control）　daily　for　4　weeks．　Each　column　represents　the　mean　±　S．E．　of　5

VLDL　samples　combined　with　3　animals　in　each　sample．　Significant　difference

from　the　control　value　is　indicated；　＊：P〈O．05．
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第4節　VLDLの脂肪酸組成に及ぼす影響

VLDLを含む血漿リボ蛋白質は、中心部に非極性の脂質であるTGおよびCEを有

し、その表面をアポ蛋白ならびに極性脂質であるPしおよびFCが覆うことにより水

溶性の粒子として存在している。これらの構成要素の中で、TG，　PしおよびCEの構

造中には脂肪酸のアシル基が含まれており、EPA－Eを投与することによってその組

成変化が起こることは容易に考えられる。

表5にVI－DL中TG，　PしおよびCE画分の脂肪酸組成を示した。　EPA－Eを投与した

VLDLでは対照群に比較して、　EPA（C20：5，ω3）はPL，　CEおよびTG画分でいずれ

も著明に増加し、それぞれ約8倍、約9倍および約11倍と変化していた。EPA－E投

与群ではその他に幾つかの脂肪酸組成変化が認められたが、主な変化としてPL，　CE

およびTG子分におけるdocosapentaenoic　acid（DPA；C22：5，ω3）の増加、また、　CE

およびTG画分におけるdocosahexaenoic・acid（DHA；C22：6，ω3）の増加も認められた。

その結果として、いずれの画分においても一一価不飽和脂肪酸（MUFA）が低下し、ま

た、ω3系PUFAが増加したVLDLとなっていた。
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Table　5　Effect　of　EPA－E　on　fatty　acid　composition　in　rat　VLDL．

Fatry　acid　　＿＿＿＿11！，一く！ug1S　＿＿＿＿」；；E91ng1gqg）＿＿＿＿＿＿ユ亜L＿＿＿

Control　EPA－E　Control　EPA－E　Control　EPA－E

C16：0

C16：1

C18：0

C18：1

C18：2　ca　6

C18：3　to　6

C18：3　w3

C20：4　to　6

C22：5　w　3

C22：6　w　3

0thers

Tota1

22．8

1．8

15．5

12．2

27．7

ND．

O．03

8．7

0．4

25．4

1．5

16．3

10．1

27．4

N．D．

N．D．

6．3

2．7

3．5

1．1

5．7

15．0

23．9

1．3

27．0

175

N．D．

1．6

2．6

1．0

15．0

17．3

　1．6

25．1

20．8

N．D．

2．9

1．4

8．6

1．1 O．1 1．0

22．0

11．6

1．5

28．0

23．3

0．24

1．6

1．7

0．7

1．0

21．6

7．6

1．9

22．4

23．6

0．16

1．7

1．4

7．9

5．9

　1．6　1．1　O．03　O．3　O．4　O．9
　8．2　5．7　10．0　6．0　8．0　4．9

100　100　100　100　100　100

SFA

MUFA
PUFA　ca　6

　　　　w3

38．3

14．0

41．7

11．6

16．3

50．9

16．6

42．4

23．5

39．6

23．5

30．0

36．4

3．1

33．7

7．3

20．1

2．7

22．2

12．8

25．2

3．9

25．2

16．4

PL，　phospholipids；　CE，　cholestery1　esters；　TG，　triglycerides；　SFA，　saturated

fatty　acids；　MUFA，　monounsaturated　fatty　acids；　PUFA，　polyunsaturated

fatty　acids；　N．D．，　not　determ　ined．　VLDL　was　prepared　from　rat　serum　treated

EPA－E　at　1000　mg／kg／day　（EPA－E）　or　the　vehicle　solution　（Control）　daily　for

4weeks．　Fatty　acid　analysis　was　performed　by　gas　chromatography　after

extraction　of　PL，　CE　and　TG　from　the　VLDL．　Each　value　represents　the　mean

of　5　VLDL　combined　with　4　animals　in　each　sample．
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第5節　肝TG生合成活性に及ぼす影響

　肝TG生合成能の指標として、ミクロソームを用いた［14C］標識オレオイルCoAの

TG画分への取込み速度を図18に示したが・EPA－E投与群では36・8±3・3　pmoVmg

protein／minであり、対照群（52・3±3・2pmol／mg）に比べて低値を示していた。
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Fig．　18　Effect　of　EPA－E　on　triglyceride　（TG）　synthetic　rate　in　rat

hepatic　microsomes．　Hepatic　microsomes　were　prepared　from　rat

liver　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／kg／day　（EPA－E）　or　the

vehicle　solution　（Control）　daily　for　7　days．　TG　synthetic　rate　was

assayed　by　［i4C］一〇leoyl　CoA　incorporation　into　the　TG　fraction．

Each　column　represents　the　mean　±　S．E．　of　6　animals．

Significant　difference　from　the　control　value　is　indicated；
＊＊：P〈O．01．
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第6節　肝TG分泌速度（TGSR）に及ぼす影響

Triton　WR－1339（600　mg／kg）を静注した直後から少なくとも90分後まではVH）L

中TGの水解が完全に阻止されてVLDL－TGが直線的に上昇することが明らかとなっ

ており、このことを利用して求められるTGSRは肝VH）L分泌活性の指標とされて

いる46）。

　図19にその結果を示したが、EPA－E投与ラットのTGSRは0．90±0．03　mg／minで

あり、対照群（1．05±0．04　mglmin）に比べて低下していた。
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Fig．　19　Effect　of　EPA－E　on　triglyceride　secretion　rate　（TG　SR）　in

rats．　TGSR　was　estimated　by　injection　of　Triton　WR－1339　at　600

mg／kg　to　rats　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／4cg／day　（EPA－E）　or

the　vehicle　solution　（Control）　daily　for　7　days．　Each　column

represents　the　mean　±　S．E．　of　10　animals．　Significant　difference

from　the　control　value　is　indicated；　＊＊：P〈O．Ol．　・
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第7節　血漿リボ蛋白質水解酵素活性に及ぼす影響

血中においては、LPLおよびHTGLがリボ蛋白質の構成成分であるTGを水解し・

その代謝を促す。これらの酵素は毛細血管内皮表面にヘパラン硫酸の糖鎖を介して

結合した状態で存在しているが、ヘパリンを静注することによって血漿中へ遊離さ

れる。これは、ヘパラン硫1酸よりもヘパリンとの親和性が高い（KdO。03－0．16μM

vs．0．006・0．044μM醇））ことによるが・このことを利用してヘパリン静注後のリボ蛋

白質水解活性（POst　heparin　lipOlytic　activity，　PHLA）は血中のリボ蛋白：質分解能の指標

としてしばしば用いられる15）。更に、プロタミンに対する両酵素の抵抗性の違いを

利用して、PHLA中のLPLとHTGLを分別することも可能となっている48）。

図20にPHLAの血漿LPL活性およびHTGL活性を示す。　EPA－E投与ラットの血

漿LPL活性は72±5　mU／m1であり、対照群（56±4　mU／ml）に比べて高値を示した。

一方、血漿HTGL活性は、　EPA－E投与群と対，照群との間に差は認められなかった。
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Fig．　20　Effect　of　EPA－E　on　lipoprotein　lip　ase　（LPL）　and　hep　atic　triglyceride　lipase

（HTGL）　activities　in　rats．　Plasma　was　obtained　10　min　after　an　injection　of　heparin

（10　U／kg）　from　rats　treated　with　EPA－E　at　1000　mg／kglday　（EPA－E）　or　the　vehicle

solution　（Control）　daily　for　7　days．　Lipolytic　activity　was　determined　by　an　assay

on　the　release　of　free　fatty　acids　from　the　substrate　mixture．　The　LPL　and　HTGL

activities　were　separated　by　using　protamine　sulfate．　Each　column　represents　the

mean　±　S．E．　of　5　animals．　Significant　difference　from　the　control　value　is

indicated；　＊：P〈O．05．
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考察

本章では次の諸点を明らかにした。

1）EPA－Eは、　VLDLの粒子サイズを小型化する。

2）EPA－Eは、　VH）しの構成脂質成分のうち、　TG含量を著減させる。

3）EPA－Eは、　VH）しのapo　E／apo　C比を増加させる。

4）EPA－Eは、　VLDLの構成脂肪酸のEPA含量を増加させ、また、ω3系PUFAを

　　増加させる。

5）EPA－Eは、肝TG合成および分泌を抑制する。

6）EPA－Eは、血漿LPL活性を充進ずる。

血中を循環するVLDLはその径が約30～80　nmと比較的幅の広いサイズからなる粒

子の集団である。EPA－Eを投与した血清ではゲル濾過カラムを用いたHPLC法で測

定したVH）しの溶出時間が、　EPA－E非投与の場合と比較して遅延したことから、そ

の粒子サイズは小型化していることが明らかとなった。VLDLの粒子サイズはTG含

量と正の相関を示し、TG含量が少ないVH）Lはその粒子サイズが小さい49）ことから

予想された通り、EPA－E投与動物由来のVH）Lは、非投与動物由来のものに比較し

て著しいTG含量の減少が認められた。　EPA－E投与によってVU）L中のCEおよび

FC含量の増加も認められ、特にCEの増加が著しかった。このことの詳細は明らか

ではないが、VH）L粒子の非極性コア部分の構成成分であるTGが著減したために、

VLDL粒子を構築するためにもう一方の非極性成分であるCEが代償性に増加した可

能性もある。なお、血清のHPLC溶出パタ一隅ンでVLDLのピーク面積がEPA－E投与

群で減少していたことは血清中のTGが減少していたことを示しているが、この結果

はEPA．Eがラ・Yトの血清TGを低下させた第1章の成績とよく符号する。

　図18に示したように、EPA－Eは肝のTG合成を抑制する。加えて、　EPA－E投与に
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よりTGSRが低下したことから、　EPA－Eは肝TG分泌を抑制することが示されたが、

これはEPA－EによってTG合成が抑制されたことが一因と考えられる。　EPAがTG

合成を抑制することは、ウサギso）およびラット51）の初代培養肝細胞を用いた試験に

よっても示されている。

一方、EPA－Eは、血中でVH）しのTGを分解する酵素であるLPLの活性を上昇さ

せた。食餌性に与えたPUFAがラットにおいてヘパリン静中後のHTGL活性には影

響せずに、LPL活性を上昇させること52）が報告されており、本章での結果と符号す

る。したがってEPA－Eは、肝TG合成／分泌を抑制する作用と、　TGの水解を充進ず

る両作用を介して、小型のVLDLを産生させると考えられる。小型のVLDLはより

速やかにLDLに変換される53）ことから、　EPA－Eを投与したVU）L、すなわち小型

VLDLはこの画分から速やかに消失する可能性が考えられた。

　さらに、EPA－E投与後のVH）しではapo　Elapo　Cの増加が認められた。血漿中で

VLDLのTGが水解されてIDLへと異化される過程においては、　apo　Cの離脱とapo

Eの付加を伴う“’45）。したがって、EPA・E投与によって生じるapo　E／apo　Cが増加し

たVH）Lは、いわばIDLの性：質に近い状態のVLDLと言えよう。一方、　apo　Eは肝お

よびその他の組織のapo　B／E受容体ならびにapo　E受容体に高い親和性を有してい

るM）。apo　Eを介したりボ蛋白の肝細胞に対する結合をapo　C　55）あるいはapo　CIII　ss）

が阻害し、apo　E／apo　C比が高値を示すVH）しほど肝に取り込まれやすくなることが

示されていることから、EPA－E投与動物のVLDLは血中から速やかに消失しやすく

なっている可能性も示唆された。

最後に、EPA－E投与ラットのVU）しでは脂肪酸を構成成分に含むTG，　Pしおよび

CEのいずれの画分においてもEPAが著増していることが今回の検討で明らかになっ

た。すなわち、PL，　TGおよびCEのアシル基部分を構成する脂肪酸としてEPAが置

換したことを示している。EPA－E投与によってDPAおよびDHAの増加も認められ
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たが、これはEPA－E投与に由来するEPAが脂肪酸鎖長伸長化酵素および不飽和化酵

素によって代謝されて生じた産物su）と考えられる。このことがVU）しの機能をどの

ように修飾しているかについては本研究では明らかにしてはいないが、最近、Berlin

らss）によって興味深い報告がなされている。彼らは、　PUFAの一種としてリノール

酸（C18：2，ω6）を豊富に取り込ませたLDLが肝受容体との親和性が高まることを示

し、このことはPUFA。richとなったLDLの流動性が充進していることに起因すると

報告している。EPAを多量に取り込んだりボ蛋白質にも同様のことが言えるのかも

知れない。

EPA－E投与による血中VLDL異化過程の変化について、本章に述べた以上の内容を

図21に模式化した。本研究ではIDLやH）しの異化代謝に対するEPA－Eの作用を明

らかにはしていないが、前章で明らかにしたEPA－E投与による血中リボ蛋白クリア

ランスの充進はIDLやLDLにおいても認められた変化であり、これらについての詳

細な解析は今後の課題である。
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Fig．　21　Effect　of　EPA－E　on　VLDL　catabolism．
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総括

本研究における目的は、高純度EPAのエチルエステル体EPA－Eの病態モデル動物

に対する作用を検討し、高脂血症治療薬としての臨床応用の可能性を探るとともに・

その作用機序について考察することである。

まず第1章においては、EPA－Eは、通常飼料で飼育したラットおよびハムスターの

血中脂質を低下させ、さらには、外因性および内因性に誘発した種々の実験：的高脂

血症病態モデルに奏功することを示した。すなわち、EPA－Eは、高CH飼料飼育に

よって誘発したラットおよびウサギの高CH血症モデル、コーン油を経口負荷する

ことによって誘発したラットの高TG血症モデル、　Triton・W　R－1339を静脈内投与ある

いは高カゼイン無CH飼料飼育によって誘発したラットの高脂血症モデルのいずれ

に対しても有効性を示し、その脂質代謝における作用点は広範であることが示唆さ

れた。

次に第2章においては、EPA－Eを投与したラットでは、［14q標識CH経口投与後

の血中放射活性上昇を抑制されることからEPA－EがCHの腸管吸収抑制作用を有す

ること、肝ミクロソームのHMG－CoA還元酵素活性が低値を示すことからEPA・Eが

CH生合成活性抑制作用を有すること、また、高カゼイン無CH飼料飼育によって低

下した胆汁排泄を是正することからEPA－Eが胆汁分泌促進作用を有することが不さ

れた。HMG－CoA還元酵素活性が低下していた肝ミクロソームでは、膜PL画分の

EPA含量が著しく増加しており、このことが膜酵素である本酵素活性発現に影響し

たものと推察される。EPA・E投与によって認められたCH腸管吸収の低下および胆

汁分泌の促進も、これら脂質代謝を担う組織の脂肪酸成分としてEPAが置換した結

果と予想している。興味深いことに、EPA－Eを投与したラットから調製したリボ蛋

白質は血中からのクリアランスが速いことが示された。このことから・EPA－Eを投
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与することによって血中脂質運搬体であるリボ蛋白質そのものの性質が修飾され、

クリアランスされ易い機能を獲得していることが示唆された。

　さらに、第3章においては、EPA－Eを投与したラットのVU）LはTG含量が著しく

減少しそのサイズは小型化していること、また、この変化はEPA・EによってTG生

合成能ならびにVH）L分泌が抑制されることと、　LPLの活性が充進ずることの両作

用によってもたらされることを示した。さらに、EPA－Eを投与した時のVLDLはア

ポ蛋白質組成が変化し、apo　E／apo　C比が増加していることも示した。小粒子化した

VLDLは血中リボ蛋白質異化過程における次のステップであるIDLやLDLにより速

やかに変換され、また、apo　E／apo　C比が増加したVH）Lはapo　E受容体を介してよ

り速やかに取り込まれ易いことから、EPA－E投与後のVH）しにみられたこれら一連

の変化は、VLDLが血中から速やかに消失する性質を獲得していることを示唆してい

る。さらに、EPA－E投与により、VLDLを構成するPL，　TGおよびCEのアシル基と

してEPAならびにω3系PUFAが増加していることを明らにした。このような脂肪

酸組成の変化がVLDLの機能をどのように修飾しているかについては本研究では明

らかにしていないが、PUFAの一種としてリノール酸を豊富に取り込ませたU）Lは

その流動性が充進し、肝受容体との親和性も高まることが報告されており、EPAを

多量に取り込んだりボ蛋白にも同様のことが起こっている可能性が考えられる。

　以上、EPA－Eの脂質代謝に及ぼす作用に関する研究を行い、3つの章に分けて記述

し、考察を加えた。EPA－Eが各種の安全性試験ならびに臨床において高い安全性を

示すことは既に確認されているところであり、本物質が高脂血症治療薬として今後

臨床応用されることは十分に期待される。
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実験材料および方法

実験材料

1．動物

　雄性Wistar系ラット（体重200～300　g）雄性Syrian系ハムスター（体重100～

140g，以上、日本SLC）および雄性ニュージーランド白色系ウサギ（体重1．7～2．3

kg，北山ラベス）を使用した。いずれの動物も試験：期間を通じて恒温（23±2℃）・

恒湿（55±5％）で飼育し、特に断らない限り摂餌および摂水に制限を与えなかった。

2．飼料

通常飼料として、ラットの場合は魚粉抜きF1固形飼料（船橋農場）を、ハムスタ

ーの場合は魚粉抜きF1粉末飼料（船橋農場）を、また、ウサギの場合はRC－4固形

飼料（オリエンタル酵母）をそれぞれ使用した。ラットおよびハムスターは通常飼

料で2～3週間、また、ウサギは通常飼料で1週間以上飼育した後、試験に供した。

　高CH含有飼料として、ラットの場合は1％CH＋0．2％コール酸添加魚粉抜きF1

固形飼料（船橋農場）を、また、ウサギの場合は0．1％CH添加RC－4固形飼料（オ

リエンタル酵母）を使用した。カゼインを20％含有し、CHを含まない半合成粉末

飼料59）はオリエンタル酵母より購入した。

3．薬物

EPA－Eは、日本水産（株）にて魚油から精製された純度89．2％あるいは90．7％のも
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のを使用した。このものは、不純物としてオクタデカテトラエン酸エチルエステル

（C18：4，ω3）およびエイコサテトラエン酸エチルエステル（C20：4，ω3）をそれぞ

れ3％未満、AAのエチルエステル（C20：4，ω3）を7％未満含み、また、0．2％のα

一トコフェロールを含有する。

対照薬としたクロフィブレートは和光純薬工業より購入し、また、クリノフィブレ

ートはリポクリン錠（住友製薬）をクロロホルムで抽出して再結晶させ、NMRスペ

クトルにより構造を確認した後使用した。これらの薬物は、用時、超音波細胞破砕

機（大岳製作所）を用いて5％アラビアゴム水溶液に乳濁もしくは懸濁した後、ラッ

トおよびハムスターには体重1kg当り10　mlの容量で、また、ウサギには体重1kg

当り2・mlの容量で、それぞれ経口投与した。対照群には、5％アラビアゴム水溶液を

同様に経口投与した。

4．試薬類

［14C］標識CH（2．22　GBq／mmol），［14q標識HMG・CoA（2．146　GBq／mmol）および［14C］

標識01eoy1－CoA（2．00　GBq／mmo1）はアマシャムジャパンより購入した・glucose

6－phosphate，91ucose　6。phosphate　dehydrogenase（以上，ベーリンガーマンハイム山之内），

nicotinamide　adenin　dinucleotide　phosphate（NADP＋，オリエンタル酵母），14％boron

trifluoride　methanol　complex　（B　TMC），　ethylenediaminetetraacetic　acid　2Na　（EDTA），　s　odium

dod㏄ylsulfate（SDS）およびprotamine　sulfate（以上，和光純薬），　bovine　serum　albumin

（BSA，　Fraction　V），　thimerosa1，　sodium　deoxycholate，　sucrose，　dithiothreitol（DTI）および

tricosanoic　acid（以上，　Sigma），　com　oil（ナカライテスク），　Triton　WR－1339（Ruger

　　　　　　　　　　　　　　　　　　＠
chemical），　heparin（持田製薬），Intralipid　10％　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（lntralipid，　KabiVitrum　AB），　protein　assay　kit

（Bi。，Rad），　SDS．PAGE　mini　GRADIIiNT　GEL⑪，肥Fmini　GEL②（以上，テフコ）および

Coomassie　Brilliant　Blue　R　250（半井化学）を使用した。その他、一般的な試薬は市販品
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最高グレードのものを用いた。

実験：方法

1．第1章実験：

　1）正常動物（ラット，ハムスター一に対する作用

動物に薬物を1日1回，7日間連日経口投与した。最終投与24時間後に採血し、血

漿あるいは血清脂質を測定した。

　2）高CH飼料飼育ラットに対する作用

　ラットの飼料を高CH飼料に変更した日から薬物投与を開始し、1日1回，4週間

連日経口投与した。薬物最終投与の24時間後に、頸静脈より採血し、血清脂質を測

定した。

　3）高CH飼料飼育ウサギに対する作用

　ウサギに、高CH飼料を体重1kg当たり40　gを1日1回与えて飼育した。高CH飼

料飼育2週間後の血清TCが90～130　mg　dlの動物を選別し、その日から薬物を1日

1回，4週間連日経口投与した。2週間投与の翌日は耳介動脈から、また、4週間投与

の翌日はベントバルビタール麻酔下に頸動脈から、いずれも前日の薬物投与24時間

後に採血し、血清脂質を測定した。

　4）コーン油経口負荷ラットに対する作用

上記1）のラットの採血終了後、直ちに、5％アラビアゴム水溶液に50％（w／w）と

なるよう乳濁したコーン油10　mlAcgを経口投与した。コーン油投与2，4，6および8

時間後に頸静脈より採血し、血漿TGを測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　51



　5）Triton・WR－1339誘発高脂血症ラットに対する作用

20時間絶食したラットに薬物を経口投与し、その3時間後にTriton・WR－1339300

mg／kgを静脈内投与した。　Triton・WR一　1　339投与12時間後に眼窩静脈叢より採血して、

血清TCおよびTGを測定した。

　6）高カゼイン無CH飼料飼育ラットに対する作用

　ラットの飼料を20％カゼイン含有無CH飼料に交換し、翌日より薬物を1日1回，

連日経口投与した。投薬開始後1週毎に眼窩静脈叢より採血し、血清TC，　TGおよび

PLを測定した。一部の実験群については、薬物最終投与の翌日にベントバルビター

ル麻酔下に腹部大動脈より採血し、各リボ蛋白質町分に分画し、各々の画分のTC，

TGおよびPLを測定した。

　7）脂質の測定

血漿または血清中のTC，　TGおよびPLは、全て酵素法による市販キット（和光純

薬）を用いて測定した。血清中各リボ蛋白質画分中の脂質は、超遠心機（SCP70H，

日立工機）を使用し、微量超遠心機iローター（RPL－42T，日立工機）を用いた微量超

遠心法60）によりリボ蛋白質画分を分離した後、血清の場合と同様に測定した。

2．第2章実験：

　1）［14q標識CHの消化管吸収に及ぼす影響の検討

Yamoriらas）の方法に準じた。ラットに薬物を7日間連日投与し、最終投与の24時

間後に［14q標識CHを0．4　mglm1（3．57　KBq／μmo1），コーン油を60　mg／m1およびデ

オキシコール酸ナトリウムを20mMとなるように懸濁した5％アラビアゴム水溶液

10　ml／kgを経口投与し、その1，3および6時間後に採血し、血漿中放射能を液体シン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52



チレーションカウンター（Liquid　scintillation　system　LSC－700，アロカ）にて測定した・

投与に用いた注射筒に残存した放射能を差し引いて正味の経口投与量を算出し、各

採血時間の血漿中放射能の上昇を、正味の投与量に対する割合（％of　dose／100g

plasma）として算：出した。

　2）肝ミクロソームの調製

　ラットの肝ミクロソームの調製はKuroda＆Endoの方法61）に準じた。3週間以上、

明暗周期逆転（16：00点灯，4：00消灯）の光周期下で飼育したラットに薬物を単二投

与あるいは7日間連日投与し、その12時間後あるいは18時間後に、いずれも明暗

周期における暗期の中間に屠殺し、直ちに肝臓を摘出した。肝臓を氷冷した生理食

塩水で洗浄した後、テフロングラスホモゲナイザーを用いて3倍容量の氷冷緩衝液

（100mMリン酸カリウム，30mM　NADP＋，5mM　MgCち，　pH　7．4）中でホモゲナイズ

した。12，000xgで20分間超遠心分離（SCP70H，日立工機）した上清を、さらに

105，000xgで60分間遠心した。得られた沈査（ミクロソーム）を、ショ糖（250

mM），EDTA（1　mM）およびDTr（1mM）を含んだ10mMトリス塩酸緩衝液（pH

7．4）に懸濁し、使用するまで一80℃に保存した。

　3）HMG－CoA還元酵素活性の測定

Shapiroらの方法et）に準じてHMG－CoA還元酵素活性を測定した・すなわち、2

mg加1ミクロソー・ム蛋白，30　mMグルコース6リン酸，2rU／mlグルコース6リン酸デ

ヒドロゲナーゼ，3mM　NADP＋，0．66　mM　DTr，20　mM　EDTA，167mM　NaC1およ

び0．3mM［14　C］標識HMG－CoA（0．1KBq／nmo1）含有50　mMガリウムリン酸緩衝液

（pH　7．4）0．12　m1を37℃で15分間保温し、10N塩酸20μ1を添加して反応を停止

した。さらに、37℃で30分間保温して［14C1標識メバロン酸から生成した［14C］標

識メバロノラクトンを、薄層クロマトグラフ（ベンゼン：アセトン，1：1，v／v）で分画
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した後、メバロノラクトン画分の放射能を液体シンチレーションカウンターにて測

定し、1分間当りのメバロン酸生成量をHMG－CoA還元酵素活性として表した。

　4）ミクロソーム中EPA含量の測定

脂肪酸組成の分析は小沢ら63）の方法に準じた。ミクロソーームより、Folchら63）の方

法によって総脂質を抽出し、薄層クロマトグラフ（石油エーテル：ジエチルエーテル：

酢酸90：10：1，v／v／v）によりPL画分を分画採取した後、メタノールで脂肪酸を抽出し、

BTMCでPL中の脂肪酸をメチルエステル化した後ガスクロマトグラフ用試料とし

た。EPA量は、トリコサン酸（C23：0）を内部標準物質として求めた。

　5）胆汁排泄に及ぼす影響の検討

　ラットをカゼイン飼料で7日間飼育し、その間薬物を1日1回，連日投与した。薬

物最終投与の3時間後に、ベントバルビタール麻酔下に開腹し、胆管にカニューレ

（SP－45，夏目製作所）を逆行性に挿入した。ラットをBollmanケージ（夏目製作所）

に固定し、24時間胆汁を採取して、胆汁量ならびに胆汁酸，CHおよびPL含量を測

定した。

　6）血中CHクリアランスに及ぼす影響の検討

　ラットを高CH飼料で4週間飼育し、その間薬物を1日1回，連日投与した。薬物

最終投与の3時間後に採血し、5匹毎のプール血清を各群5検体ずつ調製した。微量

超遠心法によりd＜1．210の血清リボ蛋白質画分を採取し、別に用意した1群5匹の

無処置ラットに、投与リボ蛋白質のTC値が60　mg／kgとなるように静脈内投与した。

リボ蛋白質静注1，5，30，60，120および240分後に採血して血清TC値を測定した。

さらに、微量超遠心法により血清をd＜1．006，1．006＜d＜1．063および1．063＜dの画分に

分画し、各々の画分のTC値を測定した。得られた結果は、各採血時間におけるTC
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値を、静注1分後のTC値（100％）に対する比率（％）で表した。

　7）脂質，蛋白量および胆汁酸の測定

血清およびリボ蛋白質画分の脂質の測定法は、前章の方法の項に記載した。ミクロ

ソーム中の脂質含量は、総脂質をFolchらの方法“）により抽出した後、血清の場合

と同様に測定した。CE値は、　TC値とFC値の差から求めた。蛋白量は、色素結合法

（protein　assay　kit）を用いて測定した。胆汁酸は酵素法による市販キット（和光純薬）

を用いて測定した。

3．第3章実験：

　1）血清およびVLDLの調製

高CH飼料飼育ラットに、　EPA－Eもしくはその溶媒を1日1回，4週間経口投与し

た。薬物最終投与の24時間後、ベントバルビタール麻酔下に腹部大動脈より採血し

て血清を分離し、終濃度1mg／mlのEDTAおよび0．1　mg／m1のチメロサールを添加し

て血清試料とした。

VU）LはHatch＆1£esの超遠心法6）により調製した。血清試料を26，000　x　gで30

分間超遠心（SCP70H，日立工機）し、上層のカイロミクロンを除去し、残液に1

mM　EDTAおよび0．1　mg／m1チメロサールを含むNaCl溶液を加えて比重を1．006に

調整し、114，000xgで16時間超遠心した上層をVU）しとして採取した。得られた

V：LDLは、脂肪酸組成の分析には4匹分毎にプールし、また、それ以外の実験には3

匹毎にプールした。再度、1mM　EDTAおよび0．1　mglmlチメロサール含NaCI溶液

にて比重を1．006に調整し、さらに114，000xgで16時間超遠心した上層をVH）L試

料として、以下の分析に使用した。
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　2）HPLCによる血清VLDLの分析

水系ゲル濾過カラム（TSK－GEL　G5000PW，　TOSOH　8010　system，東ソー）を用いた

Hara＆Okaxaki　66）のHPLC法に従って血清VLDLを分析した。すなわち、血清試料

20μ1をカラムに注入し、0．2M　NaCl含有50mMトリス塩酸緩衝液（pH　7．0）を溶

離州として毎分0．5m1の一定流速で溶出させた。溶出液を反応器（CO－8010，東ソー）

に導き、TGを酵素法で発色させ、吸光度モニター（UVrDEC－100，　Jasco）にて検出し

た。

　3）VLDLの脂質組成の分析

血清の場合と同様にして、VLDL試料のTC，　FC，　CE，　PしならびにTG含量を測定

した。VLDL試料の蛋白質含量は色素結合法により測定し、　VLDLの脂質組成は蛋白

質重量当たりの脂質重量として表した。

　4）VH）しのアポ蛋白質組成の分析

VH）しのアポ蛋白質組成の測定は、　Arb㏄ny＆Rificiの報告6のに準じた。すなわち、

VLDL試料を凍結乾燥し、冷エタノール1ジエチルエーテル（3：1，v／v）液にて脱脂し

た後、5％SDS溶液に再溶解して3－20％ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS電気

泳動を行った。泳動終了後にCoomassie・Brilliant・Blue－R　250染色し、デンシトメータ

ー（567nm，　CS930，島津製作所）によってapo　B，　apo　Eおよびapo　Cに相当するピー

ク面積を画像解析装置（Ruzex－5000X，ニレコ）を用いて計測し、各ピーク面積を全

ピーク面積の総和に対する相対比（％）として表した。また、apo　C中のapo　CHお

よびapo　CmはGidezらの方法as）に準じ、6．8　M尿素含有75％ポリアクリルアミド

ゲルを用いて等電点電気泳動（pH　4－6）を行った後、同様にして相対比を求めた。

5）VLDLの脂肪酸組成の分析
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ミクロソームの場合と同様にして、TG，　PしおよびCEの脂肪酸分析を行い、各々

の脂肪酸含量を総脂肪酸に対するモル％で表した。

　6）肝TG生合成活性の測定

　ラットに薬物を7日間連日投与し、最終投与の18時間後に屠殺した。直ちに肝臓

を摘出後、前章と同様にミクロソーム画分を採取した。TG生合成活性は、400μ

9／血【ミクロソーーム蛋白，1mg！ml　BSA，30μM［14C】標識オレオイルCoA（7．4

KBq／ml）含有100　mMガリウムリン酸緩衝液（pH　7．4）250μ1を37℃で5分間保温

し、エタノール1mlを加えて反応を停止した後、ヘキサンにて脂質を抽出し、薄層

クロマトグラフ（石油エーテル：ジエチルエーテル：酢酸90：10：1，v／v／v）で分画した

TG画分の放射能を液体シンチレーションカウンターで測定し、1分間当りのTG生

成量を求めた。

　7）肝TG分泌速度（TGSR）の測定

TGSRの測定はSteinerらca）の方法に準じた。ラットにi薬物を7日間連日投与し、

最終投与の24時間後にTriton　WR－1339600　mg／kgを静脈内投与した。　Triton

WR－1339静注直前および60分後に採血して得た血清のTG濃度を測定し、　TGレベ

ルの上昇をそれぞれのラットの体重から換算した血清量で補正の）して、TGSR（mg

／min）を求めた。

　8）血漿中リボ蛋白質水解酵素活性の測定

　ラットに薬物を7日間連日投与し、薬物最終投与の24時間後に、ヘパリン10

Ulkgを静脈内投与した10分後に採血して血漿を得た。血漿中post　heparin　lipOlytic

activity（P肌A）の測定は、　Bobergら70）およびPetersonら71）の方法を参考にした。

血漿10μ1と20％BSA含有150　mMトリス塩酸緩衝液50μ1（pH　85）を混合した
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血漿検体に、Intralipidと非働化ラット血清を等量加えて37℃で30分間振とうして作

製した活性化基質50μ1を加え、生理食塩水で全量を500μ1とした反応液を、37℃

で1時間振とう保温し、遊離するFFAを酵素法による市販キット（和光純薬）を用

いて測定した。PHLAは、1分間に1μ　molのFFAを遊離させる活性を1Uとして表

した。

P肌A中のLPL活性およびHTGL活性の分別にはプロタミン法ag）を用いた。すな

わち、血漿検体を硫酸プロタミン（9．38　mglml）存在下に27℃で10分間保温して

LPL活性を阻害した後に、同様に活性基質と生理食塩水を加えて振とう保温し、遊

離するFFAを測定して、残存するHTGL活性を求めた。　LPL活性は、　P肌Aと

HTGL活性との差から求めた。

4．統計処理

得られた結果は、平均もしくは平均±標準誤差で表した。群問の平均値の差の検定

は、分散分析（ANOVA）を行なった後にStudent’s鵬stを行い、危険率が5％以下の

場合を有意とした。

58



膠騨内・

参考文献

1）　Kannel　W．B．，　Castelli　W．P．，　Gordon　T．　and　McNamara　P．M．：　Serum　cholesterol，

　　lipoproteins　and　risk　of　coronary　heart　disease：　the　Framingham　S　tudy．　Ann．　lnten．

　　Med．　74，　1－12　（1971）

2）　Lipid　Research　Clinics　Program：　The　lipid　reserch　clinics　coronary　prim　ary　prevention　nial

　　resuks．　1．　Reduction　in　incidence　of　coronary　heart　disease．　J．　Am．　Med．　Assoc．　251，

　　351－364　（1984）

3）　Lipid　Research　Clinics　Program：　The　lipid　reserch　clinics　coronary　prim　ary　prev　ention　trial

　　resuks．　II．　The　relationship　of　reduction　in　incidence　of　coronary　heart　disease　to

　　cholesterol　lowering．　J．　Am．　Med．　Assoc．　251，　361－374　（1984）

4）　William　P．　C．：　The　niglyceride　issue：　A　view　from　Framingham．　Am．　Heart　J．　112，　432

　　－437　（1986）

5）　lllingworth　D．R．：　Clinical　implications　of　new　drugs　for　lowering　plasma　cholesterol

　　concentrations．　Drugs　41，　151－160　（1991）

6）　Bang　H．O．　and　Dyerberg　J．：　Plasma　lipids　and　lipoprotein　in　Greenlandic　West　Coast

　　Eskimos．　Acta　Med．　Scand．　192，　85－94　（1972）

7）　Dyerberg　J．，　B　ang　H．O．　and　Hjorne　N．：　Fatty　acid　composition　of　the　plasma　lipids　in

　　Greenlandic　Eskimos．　Am．　J．　Clin．　Nutr．　28，　958－966　（1975）

8）　Needleman　P．，　Minkes　M．　and　Raz　A．：　Thromboxanes：　Selective　biosynthesis　and　distinct

　　biological　propenies．　Science　193，　163－165　（1976）

9）　Needleman　P．，　Raz　A．，　Minkes　M．，　Ferrendelli　J．A．　and　Sprecher　H．：　Triene

　　prostaglandins：　Prostacyclin　and　thromboxane　biosynthesis　and　unique　biological

　　propenies．　Proc．　Natl．　Acad．　S　ci．　U　SA　76，　944－948　（1979）

59

一－‘了ロ@｝　“ev　｝　　tr



騨騨「

10）　Dyerberg　J．，　Bang　H．O．，　Stoffersen　E．，　Moncada　S．　and　Vane　J．R．：　Eicosapentaenoic

　acid　and　prevention　of　thrombosis　and　atherosclerosis？　Lancet　（ii），　117－1　19　（1978）

1　1）　Dyerberg　J．，　Bang　H．O．：　Haemostatic　function　and　platelet　polyunsaturated　fatty　acids　in

　eskimos．　Lancet　（ii），　433－435　（1979）

12）溝田雅洋，甲木由紀夫，水口清，遠藤彰二，宮田治男，小島正裕，兼広秀生，岡田美

　智子，高瀬あっ子，芹澤公子，石黒淳三，福武勝彦：エイコサペンタエン酸エチル

　エステル（EPA－E）の家兎血栓形成抑制作用およびラット末梢壊疽抑制作用．日薬

　理誌91，81－89（1988）

13）溝田雅洋，甲木由紀夫，水口清，遠藤彰二，宮田治男，小島正裕，兼広秀生，岡田美

　智子，高瀬あっ子，石黒淳三，国広靖之，相澤登：エイコサペンタエン酸エチルエ

　スチル（EPA－E）の高コレステロール食飼育家兎における薬理学的研究．日薬理

　誌91，255－266（1988）

14）　Anistchkow　N．：　Uber　die　veranderungen　der　kaninchenaorta　bei　experimenteller

　cholesterinsteatose．　Beitr．　Path．　Anat．　56，　379－404　（1913）

15）入倉勉，岡田孝道：脂質代謝改善剤のスクリーニング法：「新薬開発のための薬

　効スクリーニング法一最近の動向と実際一Volume・1」　（清至書院）p83（1984）

16）　Shurr　P．E．，　Schuks　J．R．　and　Parkinson　T．M．　：　Triton－induced　hyperlipidemia　in　rats　as

　an　animal　model　for　screening　hypolipidemic　dmgs．　Lipids　7，　68－74　（1972）

17）　Hevia　P．，　Kari　F．W．，　Ulman　E　A．　and　Visek　W．J．：　Serum　and　liver　lipids　in　growing

　rats　fed　casein　with　L－Lysine．　J．　Nutr．　110，　1224－1230　（1980）

18）　Terpstra　A．H．M．，　Harkes　L．H．　and　van　Veen　F．H．：　The　effect　of　different　proportions　of

　casein　in　semipurified　diets　on　the　concentration　of　serum　cholesterol　and　the　lipoprotein

　composition　in　rabbits．　Lipid　16，　114－119　（1981）

19）　Kroda　M．，　Tazawa　K．，　Ts　ujita　Y．　and　Endo　A．　：　Mechanism　for　elevation　of　hepatic

60

・一一一一de

来黶@一一



騨夢齢
t　t－t

　　cholesterol　synthesis　and　serum　cholesterol　levels　in　Triton　WR－1339　induced

　　　hyperlipidemia．　Biochim．　Biophys．　Acta　489，119－125　（1977）

20）　Goldfarb　S．：　Rapid　increase　in　hepatic　HMG－CoA　reductase　activity　and　in　vivo

　　　cholesterol　synthesis　after　Triton　wn－1339　injection．　J．　Lipid　Res．　19，　489－494　（1978）

21）　Endo　A．，　Tsuji’　ta　Y．，　Kuroda　M．　and　Tanzawa　K．：　Effects　of　ML－236B　on　cholesterol

　　metabolism　in　mice　and　rats：　Lack　of　hypocholesterolemic　activ　ity　in　norrn　al　animals．

　　　Biochim．　Biophys．　Acta　575，　266－276　（1977）

22）　Ta11　A．R．　and　Small　D．M．：　Plasma　high－density　lipoproteins．　N．　Engl．　J．　Med．　229，

　　　1232－1236　（1978）

23）　Spady　D．K．　and　Dietschy　J．M．：　Sterol　synthesis　in　vivo　on　18　tissues　of　the　squirrel

　　　monkey，　guinea　pig，　rabbit，　hamster，　and　rat．　J．　Lipid　Res．　24，　303－315　（1983）

24）中村治雄，板倉弘重，梶山悟朗，内藤周幸，八杉忠男，山本章：抗高脂血症薬の臨

　　　床評価方法に関するガイドライン．医薬品研究19，24－32（1988）

25）　Yamori　Y．，　Kitamura　Y．，　Nara　Y．　and　lritani　N．　：　Mechanism　of　hypercholesterolemia　in

　　　arteriolipidosis－prone　rats．　Jap．　circul．　J．　45，　1068－1073　（1981）

26）　lritani　N．　and　Nogi　J．：　Cholesterol　absorption　and　lymphatic　transport　in　rat．　Athero－

　　　sclerosis　15，　231－239　（1972）

27）　Rodwell　V．W．，　Nordstrom　J．L．　and　Mitschelen　J．J．：　Regulation　of　HMG－CoA　reductase．

　　　Advance　Lipid　Res．　14，　2－26　（1976）

28）　Edwards　P．E．　and　Gould　R．G．：　Turnover　rate　of　hepatic　3－hydroxy－3－methylglutaryl

　　coenzyme　A　reductase　as　determines　by　use　of　cycloheximide．　J．　Biol．　Chem．　247，

　　　1520－1524　（1972）

29）　Nagata　Y．，　lshiwaki　N．　and　Sugano　M．：　Studies　on　the　mechanism　of　antihyper－

　　cholesterolemic　action　of　soy　protein　and　soy　protein　type　amino　acid　mixtures　in　relation

61



　．

　　　to　the　casein　counterparts　in　rats．　J．　Nutr．　112，　1614－1625　（1982）

30）　Suckling　K．E．　and　Stange　E．F．　：　Role　of　acyl－CoA：cholesterol　acyltransferase　in　cellular

　　　cholesterol　metabolism．　J．　Lipid　Res．　26，　647－672　（1985）

31）　Balasubramaniam　S．，　Simons　L．A．，　Chang　S．，　Roach　P．D．　and　Nestel　P．J．：　On　the

　　　mechanism　by　which　an　ACAT　inhibitor　（CL277082）　influences　plasma　lipoproteins　in

　　　rat．　Atherosclerosis　82，　1・一5　（1990）

32）　Heider　J．G．，　Pickens　C．E．　and　Kelly　L．A．：　Role　of　acyl　CoA　cholesterol　acyltransferase

　　　in　cholesterol　absorption　and　its　inhibition　by　57－118　in　the　rabbits．　J．　Lipid　Res．　24，

　　　1127－1134　（1983）

33）　Rustan　A．C．，　Nossen　J．　¢　．，　Osmundsen　H．　and　Drevon　C．A．：　Eicosapentaenoic　acid

　　　inhibits　cholesterol　esterification　in　cultured　parenchym　al　cells　and　isolated　microsomes

　　　from　rat　liver．　J．　Biol．　Chem．　263，　8126－8132　（1988）

34）　Mitropoulos　K．A．，　Venkatesan　S．　and　Balasubramaniam　S．　：　On　the　mechanism　of

　　　regulation　of　hepatic　3－hydroxy－3－methylglutaryl　coenzyme　A　reductase　and　of　acyl

　　　coenzyme　A　：　cholesterol　acyl－transferase　by　dietary　fat．　Biochim．　Biophys．　Acta　619，

　　　247－257　（1980）

35）　lde　T．，　Okamatsu　H．　and　Sugano　M．　：　Regulation　by　dietary　fats　of　3一　hydroxy－3－

　　　methylglutaryl－coenzyme　A　reductase　in　rat　liver．　J．　Nutr．　108，　601－612　（1978）

36）　Bochenek　W．　and　Rodgers　J．B．　：　Effects　of　s　aturated　and　uns　aturated　fats　given　with

　　　and　without　dietary　cholesterol　on　hepatic　cholesterol　synthesis　and　hepatic　lipid

　　　metabolism．　Biochim．　Biophys．　Acta　528，　1－16　（1978）

37）　Bradley　W．A．　and　Gianturco　S．H．：　Lipoprotein　receptors　in　cholesterol　metabolis　m．　ln

　　　”　Biology　of　Cholesterol　”　（ed．　Yeagle　P．L．，　CRC　Press，　lnc．），　p．95　（1988）

38）　Choi　Y．S．，　Goto　S．，　lkeda　1．　and　Sugano　M．：　Effect　of　n－3　polyunsaturated　fatty　acids　on

62



顯願膠「

　　　cholesterol　s　ynthesis　and　degradation　in　rats　of　different　ages．　Lipids　24，　45－50　（1989）

39）　Field　F．J．，　Albright　E．J．　and　Mathur　S．N．：　Effect　of　dietsry　fatty　acids　on　HMG－CoA

　　　reductase　and　ACAT　activities　in　liver　and　intestine　of　the　rabbit．　J．　Lipid　Res．　28，

　　　50－58　（1987）

40）　Balasubramaniam　S．，　Simons　L．A．，　Chang　S．　and　Hickie　J．B．：　Reduction　in　plasma

　　　cholesterol　and　increase　in　biliary　cholesterol　by　a　diet　rich　in　n－3　fatty　acids　in　the　rat．

　　　J．　Lipid　Res．　26，　684－689　（1985）

41）　Chautan　M．，　Chanussot　F．，　Portugal　H．，　Pauli　A．M．　and　Lafont　H．：　Effects　of　salmon　oil

　　　and　corn　oil　on　plasma　lipid　level　and　hepato－biliary　cholesterol　metabolism　in　rats．

　　　Biochim．　Biophys．　Acta　1046，　40－45　（1990）

42）　Smit，　M．J．，　Temmerman　A．M．，　Wolters　H．，　Kuipers　F．，　Beynen　A．C．　and　Vonk　R．J．：

　　　Dietary　fish　oil－induced　changes　in　intrahepatic　cholesterol　transport　and　bile　acid

　　　synthesis　in　rats．　J．　Clin．　lnvest．　88，　943－951　（1991）

43）　Gotto　A．M．Jr．，　Powna11　H．J．　and　Havel　R．J．：　lntroduction　to　the　plasma　lipoproteins．

　　　Methods　Enzymol．　128，　3－41　（1986）

44）　Havel　R．J．：　Lipoprotein　biosynthesis　and　metabolism．　Ann．　N．Y．　Acad．　Sci．　348，

　　　16－29　（1980）

45）　Alaupovic　P．：　The　biochemical　and　clinical　singnificance　of　the　interrelationship　between

　　　very　low　density　and　high　density　lipoproteins．　Canad．　J．　Biochem．　59，　565－579　（1981）

46）　Steiner　G．，　Haynes　F．J．，　Yoshino　G．　and　Vranic　M．：　Hyperinsulinemia　and　in　vivo

　　　very－low－density　lipoprotein－uiglyceride　kinetics．　Am．　J．　Physiol．　246　（Endoclinol．

　　　Metab．　9）　E　187－E　192　（1984）

47）　Clarke　A．R．，　Luscombe　M．　and　Holbrook　J．J．：　The　effect　of　the　chain　length　of　heparin

　　　on　its　interaction　with　lipoprotein　lipase．　B　iochim．　B　iophys．　Acta　747，　130－137　（1983）

63

－nr”一v噌v－t̀一剛　一門　v



騨騨7・

48）　Krauss　R．M．，　Windmueller　H．G．，　Levy　R．1．　and　Fredrickson　D．S．：　Selective

　　　measurement　of　two　different　triglyceride　lipase　activities　in　rat　post　heparin　plasma．　J．

　　　Lipid　Res．　14，　286－295　（1973）

49）　Quarford　S．H．，　Nathans　A．，　Dowdee　M．　and　Hildermann　H．L．：　Heterogeneity　of　human

　　　very　low　density　lipoproteins　by　gel　filtration　chromatography．　J．　Lipid　Res．　13，　435－

　　　444　（1972）

50）　Benner　K．G．，　Sasaki　A．，　Gowen　D．R．，　Weaver　A．　and　Connor　W．E．：　The　differential

　　　effect　of　eicosapentaenoic　acid　and　oleic　acid　on　lipid　synthesis　and　VLDL　secretion　in

　　　rabbit　hepatocytes．　Lipids　25，534－540（1990）

51）　Nossen　J．O．A．，　Rustan　A．C．，　Gloppestad　S．H．，　Malbakken　S．　and　Drevon　C．A．：

　　　Eicos　apentaenoic　acid　inhibits　synthesis　and　secretion　of　tri　acylglycerols　by　cultured　rat

　　　hepatocyts．　Biochem．　Biophys．　Acta　879，　56－65　（1986）

52）　Levy　E．，　Thibault　L．，　Garofalo　C．，　Messier　M．，　Lepage　G．，　Ronco　N．　and　Roy　C．　C．：

　　　Combined　（n－3　and　n－6）　essential　fatty　deficiency　is　a　potent　modulator　of　plasma　lipids，

　　　1　ipoprotein　composition，　and　lipolytic　enzymes．　J．　Lipid　Res．　31　2009－2017　（1990）

53）　Packard　C．J．，　Munro　A．，　Lorimer　A．R．，　Gotto　A．M．　and　Shepherd　C．J．：　Metabolism　of

　　　apolipoprotein　B　in　1arge，　uiglyceride－rich　very　low　dens　ity　lipoproteins　of　normal　and

　　　hypertriglyceridemic　subjects．　J．　Clin．　lnvest．　74，　2778－2792　（1984）

54）　Windler　E．，　Chao　Y．S．　and　Havel　R．J．：　Determinants　of　hepatic　uptake　of　triglyceride－

　　　rich　lipoproteis　and　their　remnants　in　the　rats．　J．　B　iol．　Chem．　255，　5475－5480　（1980）

55）　Windler　E．，　Chao　Y．S．　and　Havel　R．J．：　Reguration　of　the　hepatic　uptake　of　uiglyceride－

　　　rich　lipoproteis　in　the　rats．　J．　B　iol．　Chem．　255，　8303－8307　（1980）

56）　Shelburne　F．，　Hanks　J．，　Meyers　W．　and　Quarfordt　S．：　Effect　of　apoproteins　on　hep　atic

　　　uptake　of　triglyceride　emulsions　in　the　rat．　J．　Clin．　lnvest．　65，　652－658　（1980）

64



選．

57）　lshiguro　J．，　Tada　T．，　Ogihara　T．，　Mizota　M．，　Mizuguchi　K．，　Ohzawa　N．，　Kosuzume　H．

　　and　Aizawa　N．：　Metabolism　of　ethyl　eicosapentaenoate　（EPA－E）　in　rats　and　effect　of　its

　　metabolites　on　ellagic　acid－induced　thrombus　form4tion　in　the　s　tenosed　femora1　artery　of

　　rabbits．　Chem．　Pharm．　B　ull．36，2158－2167（1988）

58）　Berlin　E．，　Judd　J．T．，　Marsha11　M．W．　and　Kliman　P．G．：　Dietary　linoleate　increases

　　fluidity　and　influences　chemical　composition　on　plasma　low　density　lipoprotein　in　adult

　　men．　Atherosclerosis　66，215－225（1987）

59）　Yagasaki　K．，　Okada　K．，　Takagi　K．　and　lrikura　T．：　Effect　of　4一（4’一chlorobenzyloxy）

　　benzyl　nicotinate　（KCD－232）　on　cholesterol　metabolism　in　rats　fed　an　arnino　acid

　　imbalance　diet．　Agric．　B　iol．　Chem．　48，　1417－1423　（1984）

60）大野文俊，末広正，高松和永，川田益意，安岡伸和，宇賀茂敏，山野利尚二RPL42T

　　ローターを用いた微量超遠心法による血清リボ蛋白分析法と測定成績臨床と

　　研究60，1536・1542（1983）

61）　Kuroda　M．　and　Endo　A．：　lnhibition　of　in　vitro　cholesterol　synthesis　by　fatty　acids．

　　Biochim．　Biophys．　Acta　486，　70－81　（1977）

62）　Shapiro　D．J．，　Nordstrom　J．L．，　Mitschelen　J．J．，　Rodwell　V．W．　and　Schimke　R．T．：

　　Micro　assay　for　3－hydroxy－3－methylglutaryl－CoA　reductase　in　rat　liver　and　in　L－cell

　　fibroblasts．　Biochim．　Biophys．　Acta　370，　369－377　（1974）

63）小沢昭夫，中村恵以子，神保裕恵，藤田孝夫，平井愛山，寺野隆，浜崎智仁，田村

　　泰，熊谷朗：薄層クロマトグラフィー及びガスクロマトグラフィーを用いたヒ

　　ト血漿，血小板，赤血球膜の脂質約分の高級脂肪酸の定量法．分析化学32，

　　174－178　（1983）

64）　Folch　J．，　Lees　M．　and　Sloan－Stanley　G．H．：　A　simple　method　for　the　isolation　and

　　purification　of　total　lipids　from　animal　tissues．　J．　B　iol．　Chem．　226，　497－509　（1957）

65



65）　Hatch　F．T．　and　Lees　R．S．：　Practical　methods　for　plasma　lipoprotein　analysis．　Adv．　Lipid

　　　Res．　6，　1－68　（1968）

66）　Hara　1．　and　Okazaki　M．：　High－performance　liquid　chromatography　of　serum

　　　lipoproteins．　Methods　Enzymol．　129，　57－78　（1986）

67）　Arbeeny　C．M．　and　Rifici　V．A．：　The　uptake　of　chylomicron　remnants　and　very　low

　　　density　lipoprotein　remnants　by　the　perfused　rat　liver．　J．　Biol．　Chem．　259，　9662－9666

　　　（1984）

68）　Gidez　L．1．，　Swaney　J．B．　and　Murnane　S．：　Analysis　of　rat　serum　apolipoproteins　by

　　　isoelectric　focusing．　1．　Studies　on　the　middle　molecular　weight　subunits．　J．　Lipid　Res．

　　　18，　59－68　（1977）

69）　Bagdade　J．D．，　Yee　E．，　Albers　J．　and　Pykalisto　O．J．：　Glucoconicoids　and　triglyceride

　　　transport：　Effect　on　triglyceride　secretion　rate，　lipoprotein　lipase　and　plasma　lipoproteins

　　　in　the　rat．　Metabolism　25，533－542（1976）

70）　Boberg　J．　and　Carlson　L．A．：　Deterrnination　of　heparin－induced　lipoprotein　lipase　activ　ity

　　　in　human　plasma．　Clin．　Chim．　Acta　10，　420－427　（1964）

71）　Peterson　J．，　Olivecrona　T．　and　Olivecrona　G．B．：　Dis　tribution　of　lipoprotein　lipase　and

　　　hepatic　lipase　between　plasma　and　tissues：　Effct　of　hypertriglyceridemia．　Biochim．

　　　Biophis．　Acta　837，　262－270　（1985）

66

tttr－T一．@7vny浴hny．t－L



謝辞

本論文の御校閲を賜わると共に、種々の御便宜をお計らい下さいました恩師北海

道大学薬学部長澤滋治教授に深甚なる謝意を表します。

本研究の遂行に際し、終始御指導を賜わり、数々の貴重な御助言を戴きました千葉

大学医学部齋藤康博士に深謝致します。

本研究の機会を与えて戴きました持田製薬株式会社代表取締役会長持田英博士、

同代表取締役社長渡辺進氏、同代表取締役副社長相澤登博士ならびに同常務取

締役研究本部長鈴木泰雄氏に謹んで感謝の意を表します。

本研究は、持田製薬株式会社富士中央研究所部長小雀浩司博士、同所長溝田雅洋

博士、同柳橋和利博士、持田製薬株式会社研究管理部稲場均博士ならびに持田製

薬株式会社医薬研究推進室山口和夫博士の御指導のもとに行われたものであり、厚

く深謝致します。

　また、本研究は、持田製薬株式会社富士中央研究所矢野崇氏、小島正裕氏、田中

靖生氏、石橋正明氏、正田篤弘氏ならびに同安全性研究所佐藤正巳氏との共同研

究であります。各氏の御協力と御支援に心より感謝致します。

67





騨
O
∋

一
．
　
噛
‘
鑑
一

一
　
　
笛
　
　
ω
　
　
轟
．

q

b
　
　
　
　
も

①
　
　
　
刈

　
　
　
　
　
　
c
o
　
　
　
⑩

否
q
奥
∩
。
δ
「
∩
。
葺
。
モ
窪
6
了
Φ
し
・

．
三
思
　
ミ

触
O
Φ
コ

＜
σ
ぎ
《
く

δ
　
ゴ
　
諮
　
お
　
滋
　
饒
　
δ
　
ぐ
　
お
、
繭
①

刀
Φ
α

ζ
餌
Φ
三
三

≦

；
嘆
r

　
　
◎
蚕
粟
8
0
メ
三
時
蒼
婁

ゆ
お
つ
剛
綿
．
∴
豊
Φ
臭

　
否
q
・
言
卜
い
8
δ

．
〉
晶
　
h
。
　
ω
　
轟
　
o
①

　
　
　
　
　
　
　
　
　
砺
吟

＠
ス
9
異
§
こ
琴
歪
発

乏

．
彰

噌

　　　　　　　　　T　　
t　． @r

　　　　　　　　鼎　　」・一r　　　　　　　一　　　　，　　　．　　　　7　r　　－　　　t　　　”　　n一　．T一一　一一　一t　H．一

　　　　1．r十r．z　　　．v　．　「『■r一阿t
ttt @rT　t　一

　　　　　　　　　一亘「　　　　　一．　　　　　　　　一　　　　　一曹’．　　　　　　｝　　一一　一　　　　　　”一　　　　一　　一　一　　十　　　LT．．LL　．　．　　一　m　一「｛　一「一”“t”　”
7　　　　　t

｝
　”一
十　　　t


