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　　　実験：的脂肪肝牛における

血清リポタンパク質とハプトグロビン
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略言吾表
　a　1－AGP　＝　a　1－Acid　glycoprotein

　ALP　＝　Nkaline　phosphatase

　Apo　＝　Apolipoprotein

　ATP　＝　Adenosine　5’一triphosphate

　AST　＝　Aspartate　transaminase

　CM　＝　Chylomierons

　E－cho　＝　Cholesterol　esters

　F－cho　＝　Free　cholesterol

　FIE　＝　F－cho／E－cho

　HDL　＝　High　density　lipoprotein

　LCAT　＝　Lecithin一一cholesterol　acyltransferase

　LDL　＝　Low　density　lipoprotein

　2ME　＝　2一一Mercaptoethanol

　NEFA　＝　Non　esterified　fatty　acids

　PL　＝　Phospholipids

　SDS－PAGE　＝　Sodium　dodecyl　sulfate　polyaerylamide　gel　electrophoresis

　SRID　＝　Single　radial　immunodiffusion

　TC　＝　Total　cholesterol

　TG　＝　Triglycerides

　VLDL　＝　Very　low　density　lipoprotein
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1

緒論
　高泌乳牛の周産期に起こる脂肪肝は、代表的な代謝障害要因の一つと言われ、

脂肪肝とケトージス、起立不能症、第四胃変位、胎盤停滞、難産および乳房炎

等の感染症との関連が指摘されている［42］。

　脂肪肝は、肝細胞にトリグリセリド（TG）が生理的範囲を超えて蓄積した

状態である。報告によると肝のTG含量によりウシ脂肪肝の程度を次のように

分類している。すなわち、肝の湿重量1g中のTG含量が50mg未満を正常、51－

100mgを中等度、101mg以上を重度と分類している［36］。しかしながら、周産

期のウシでは肝TG量の増加は認めるが特に異常な臨床所見を示さない等、肝T

Gの蓄積程度と臨床あるいは臨床病理学的所見等には、必ずしも一致した傾向

が認められず［19，36，66］、ウシ脂肪肝の病態の難しさを示している。

　脂肪肝の起こる原因は、分娩前の過肥、ストレス、飢餓、ホルモン分泌の不

調および泌乳開始時のエネルギーの負荷など様々な理由が挙げられ［12－14，41，

42，51，54］、特に周産期に大きく変動するホルモンや泌乳開始に伴うストレ

スが発生原因と考えられている［14，16，41，54，56，66，67］。

　肝の脂肪化は、肝におけるTG合成および超低密度リポタンパク質（VLDL）

の合成・分泌のいずれかの過程で障害が生じた際に起こると考えられている。

具体的には、①末梢脂肪組織から肝への脂肪酸動員の増加、②肝における脂肪

酸合成の促進、③肝における脂肪酸酸化能の低下、④肝でのリポタンパク質の

合成・分泌の低下などが考えられている［19，24，25，41，42，54，67］。このうち、

特に①と④が肝脂肪化の機序として重要であると思われる。ウシはエネルギー

不足の際、体脂肪を分解し遊離脂肪酸としてエネルギーを供給する。しかし、

高能力牛の泌乳前期の様に大量の遊離脂肪酸が肝に動員されると、この遊離脂

肪酸は、肝で処理しきれなくなりTGとして肝に蓄積する。通常、肝で合成さ

れたTGはコレステロール、リン脂質およびアポリポタンパク質B－100（ApoB＿1

欝，蓬酎繊，雛灘懸購羅
’灘蹴・灘羅　

　　　　　　配騒・　　　，欝’
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00）と結合してVLDLとなり血液中に運び出される。しかし、反鋼獣のTG分泌

能は・ラット等に比較すると非常に低いとされている［28］。そのためウシで

は肝からのTG分泌障害が脂肪肝を引き起こす大きな要因ではないかと言われ

ている［19，36，49］。事実、野外のウシ脂肪肝発症例では、ApoB－100やアポリ

ポタンパク質A－1（ApoA－1）の減少が認められたとの報告［36，38］や、肝T

G量と血清ApoB－100との関連では、肝TG量が増加すると血清ApoB－100が減少す

るとの報告［35］がある。つまり、肝でのリポタンパク質合成・分泌障害が脂

肪肝へと誘導する要因の一つであることを示している。このように、リポタン

パク質の血中動態に注目することは、ウシ脂肪肝に関する研究において重要な

視点と思われる。

　ハプトグロビン（Hp）は、肝を起源とするヘモグロビン結合タンパク質と

して知られており、α鎖とβ鎖からなるタンパク質である。ヒトでは、この両

鎖の化学構造が解明され［2，4］、生理的機能についても、ヘモグロビン結合

に関する機能と急性期反応タンパク質に関する機能の2つに大別されている。

ヘモグロビン結合能に関しては、溶血性疾患時にヘモグロビンを回収するタン

パク質として機能している［1，31］。一方、急性期反応タンパク質としての生

理的機能は、①プロスタグランディン代謝抑制作用［23，53］、②カテプシンB

活性抑制作用［45，57］などの抗炎症作用を、また③リンパ球芽球化抑制作用

［3，6，43］などの抗免疫作用を持つと言われている。しかし、Hpの合成調節な

どその詳細については明らかにされていない。

　ウシのHpは、ヒトに比べて多くの研究がなされてはいない。現在ウシのHp

については、ヒトのHpと分子量、免疫反応性、重合体形成等に違いが確認さ

れている［9，40］。また、その生理的意義については、急性期反応タンパク質

としての研究が主として検討がなされている。ウシの血清Hpは、通常健康な

状態で検出されることはなく、急性の炎症反応によって増加するとされている

難．一山懸一白鱗。灘．，園山山山羅二二’・麟籔 『．雛 ．澱．購萎s
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一3

　［5，33，40，60］。そのため、炎症時や手術後の回復を知るマーカーとして応用

されている。しかし、炎症反応時以外にも、輸送などによる消耗やストレス、

飢餓、デキサメサゾン投与と絶食の組み合わせ等により、Hpが認められる［3

9，66，67］との報告もあり、ヒト同様、ウシ血清Hpの合成調節や生理的意義に

ついてはさらに検討が必要と思われる。

　最近、肝TG量が増加した野外のウシ血清中に新たに出現する35kDaと23kDa

のタンパク質が報告された。このタンパク質は、同定の結果、ハプトグロビン

と確認された。肝TG量の増加時にH：pが有意に認められることから、　H：pがウシ

脂肪肝の新たなマーカーとして利用できるのではと報告している［55，66］。

　ウシ脂肪肝に関する研究は、以上述べてきたようにその発生における多様性、

複雑な発生機序、発生予測の困難さなどから、野外の発症例だけを対象とした

研究だけでは充分な解明を果たせないと思われる。しかしながら、ウシ脂肪肝

に関する研究は、自然発症例に関連した報告［36，38］が主にされており、実

験的に薬物を使用して脂肪肝を誘導した報告はない。メチオニンの誘導体であ

るエチオニンは、ラットに脂肪肝を起こすことが知られている。これは、肝臓

中のアポリポタンパク質等の蛋白質合成阻害によって肝臓にTGが蓄積したと

考えられている［10，24，27，65］。

　本研究の主目的は、ウシ脂肪肝の病態解明の一助としてエチオニン投与によ

るウシ脂肪肝の実験モデルを作出することである。この薬物投与によるウシ脂

肪肝の誘導において、特に血液中のリポタンパク質およびハプトグロビンの動

態に注目し検討した。さらに、分娩後に脂肪肝が多く発生していることから、

周産期におけるリポタンパク質およびハプトグロビンを中心としてその血中動

態を検討した。

．羅，
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1　肝臓中のトリグリセリド測定法

　肝臓中のTG量測定は、　Dole［8］とSnyderら［59］の方法により以下の通り

実施した。

　生検にて採取した肝臓0．5gを5m1の抽出液（n－Propyl　alcoho140：n－Heptane　10：

IN　SulfUric　acid　1）中でホモジナイズし、さらにn－Heptane　2mlとH203m1を加えて

激しく振即した後、n。Heptane層を0．1m1採取し窒素ガスで風乾した。これに、

Nkalin・hyd・・xyl・mi・・液（2％Hyd・・xy1・mm・nium・hl・・id・・4％N・OH、95％Ethyl

alcoho1）1m1を加えて65℃、2分間加温した。さらにFenic　perchlorate液（0．2％

Iron（皿）perchlorate、3．4％Perchloric　acid（70％）、96％Ethyl　alcoho1）25m1を加えて室

温で30分静置後、530nmの吸光度を測定した。

2　リポタンパク質の分離

　血清中のリポタンパク質は、図1の如く密度の違いを利用する超遠心法［18］

により・キロミクロン（CM）、超低密度リポタンパク質（V：LDL）、低密度リ

ポタンパク質（LDL）および高密度リポタンパク質（mL）に分離した。

3　Sodium　dodecy1　sulfate　polyacrylamide　gel　electrophoresis　（SDS－PAGE）

　SDS－PAGEでのタンパク質の分析は、不連続緩衝液系を用いるLaemmiiら［30］

の方法に従った。即ち、血清およびリポタンパク質試料を予め3％SDS、5％

2－Mercaptoethano1（2ME）存在下で、　IOe℃、3分間処理した後、7．5、12または13％

のポリアクリルアミドゲルに添加した。泳動緩衝液（0．05M　Tris、0．38M　GIycine、

0．1％SDS、　pH8．75）下で、150Vで約2－4時間泳動をした。その後、ゲルを

Coomassie　briUiant　blueで染色し、タンパク質のバンドを検出した。尚、分子サイ

ズマーカーとして・myosin　heavy　chain　（205kDa）、β一galactosidase　（135kDa）、

醗、　　撚－灘’L．　　・耀藩
灘　　’灘懇三三　）’：’
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phosphorylase　b　（94　kDa）N　bovine　serum　albumin　（67　kDa）N　ovalbumin　（43　kDa）N

α一chymotrypsinogen　A（26　kDa）、myoglobin（18．5　kDa）およびcytochrome　C（12．5

kDa）を使用した。

0
　
1

4　ハプトグロビンの測定

　ハプトグロビン測定は、Yoshinoら［67］のSingle　radial　immunodiffusion（SRID）

法にて実施した。

　抗ウシHpウサギ血清は、　Yoshinoから分与された血清を使用した。2．5m1の2

％寒天溶液に・25m】の溶液（40mMリン酸緩衝液、0．84M　NaC1、2mM　EDTA、

0．1％NaN3、　pH　7．0、0．125　m1の抗ウシHpウサギ血清を含む）を混合した。2㎜

以上になるように寒天の厚さを保ち、直径5㎜のホールを開けた。被検血清

をそのホールに30μ1注入し、37℃、24時間静置した後、沈降線の直径を測定し

Hpの濃度を決定した。

　Yoshinoから分与された標準H：pを用いて測定したところ、図2に示す標準直

線が得られ、この方法では、25－500μg／mi範囲内で定量的測定が可能であること

が確認された。

5　ApoB－100の測定

　ApoB－100の測定は、　Katohら［26］のSRID法を用いた。

　抗ウシApoB－100ウサギ血清は、　Katohから分与された血清を使用した。2．5m1

の2％寒天溶液に、2．5m1の溶液（40mMリン酸緩衝液、0．3M　NaC1、2mM　EDTA、

0．1％NaN3、　pH　7．2、0．15　m】の抗ウシApoB－100ウサギ血清を含む）を混合した。

2㎜以上になるように寒天の厚さを保ち、直径6㎜のホールを開けた。被検

血清をそのホールに30μ1注入し、40C、72時間静置した後、沈降線内の面積を

測定し、ApoB－100の濃度を決定した。

「toge・ @羅懸羅羅．
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　Katohから分与された標準ApoB－100を用いて測定したところ、図3に示す標

準直線が得られ、この方法では、30一・150μg／m1の範囲内で定量的測定が可能であ

ることが確認された。

6　その他

　タンパク質量は、Lowryら［32］の方法に準じて、ウシ血清アルブミンを標

準タンパク質として定量した。

　血清および各リポタンパク死中のTG、　Total　cholesterol（TC）、Free　cholestero1

（F＿cho）、Cholesterol　esters（E－cho）、phospholipids（pL）、また、血清中のNon

esterifi　ed　fatty　acids　（NEFA）　N　Aspartate　transaminase　（AST）　N　Alkal　ine　phosphatase

（ALP）およびビリルビンの測定は、和光純薬工業（株）から発売されている

検査キットを、コルチゾールおよびα1－Acid　glycoprotein（α1－AGP）測定は、

それぞれDiagnostic　product　corporation（Los　Angels，　CA，　U．S．A．）、細菌化学研究所（仙

台）から発売されているキットを使用した。

　各検査における測定は、全て3回行いその平均値を求めた。

7　統計学的処理

　各測定値について、Student’s　t－testまたはX　一square　testを用いて平均値の差の検

定を行い、全て危険率5％（P〈O．05）および1％（P〈O．01）未満で有意と判定し

た。

羅鱗蜩
鱒難F、　・・叩　　、鐘

・輪己
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チューブに4mlの血清を入れる
　　　　　　・

　A液2mlを表層に重層する
　　　　　　・

　26，000×9、30分、37℃
　　　　　　・

　　　　・

下層4m1を他のチューブへ移す
　　　　　　　　，

　　　　　　　　・

　　　　　　　　i
　　　　　　　　，

　　　　　　　　i

　　A液2m1を重層する
　　　　　　　　i

　　114，000×g、16時間、37℃
　　　　　　　　・

　　　　　　　　・

上層2m1にA液4mlを加えチューブ壁
に付着した物を良く洗う

　　　　　　　　　」

26，000×9、1時間、37℃
　　　　　　　　　i
CM（密度く0．95g／m1）が分離される

　　　　・

上層1ml中にVLDLが分離される
　　　（密度0．95－1．0069／m1）

　　・

下層4m1
　　・

　　，

　　　　　　　　i

B液2mlを入れ、チューブ底に付着してるゼラチン守門を溶解する
　　　　　　　　・

　　114，000×9、20時間、20℃
　　　　　　　　，

　　　　・

上層1ml中にLDLが分離される
　　　（密度1．006－1．063g／mI）

　，

下層4m1
　・
　・

　　　　　　　　・

C液2m1を入れ、チューブ底に付着してるゼラチン状物を溶解する
　　　　　　　　・

　　114，000Xg、40時間、20℃
　　　　　　　　，

上層1m1中にHDL（密度1．063一ユ．210g／m1）が分離される

図1　リポタンパク質の分離手順

　リポタンパク質の分離手順を示した。A、　BおよびC液の組成は、次の通りで
ある。

　A液（密度1．0069／m1）：0．195　M　NaCl

　B液（密度1．182　gtml）：0．195　M　NaCI、2．44　M　NaBr

　C液（密度1．478g／m1）：0．195　M　NaC1、7．65　M　NaBr

　（A、B、　C液共に0．Ol％EDTA、1mM　NaOHを含む）
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第1章　エチオニン投与によるウシ脂肪肝の作出

　■　　　目的

　乳用牛の脂肪肝は、高泌乳牛の周産期における代表的な代謝障害要因の一つ

であり、脂肪肝とケトージス、起立不能症、第四胃変位、胎盤停滞、難産およ

び乳房炎等の感染症との関連が指摘されている［42］。

　脂肪肝の発生原因は、分娩前の過肥、ストレス、飢餓、ホルモン分泌の不調

および泌乳開始時のエネルギーの負荷など様々な理由が挙げられ［12－14，　41，

42，51，54］、特に周産期に大きく変動するホルモンや泌乳開始に伴うストレス

が発生の原因と考えられている［14，16，41，54，56，66，67］。

　肝の脂肪化は、肝におけるTG合成およびVLDLの合成・分泌のいずれかの過

程で障害が生じた際に脂肪肝が発症すると考えられている。具体的には、①末

梢脂肪組織から肝への脂肪酸動員の増加、②肝における脂肪酸合成の促進、③

肝における脂肪酸酸化能の低下、④肝でのリポタンパク質の合成・分泌の低下

などが考えられている［19，24，25，41，42，54，67］。このように、ウシ脂肪肝に

おける研究は、その発生における多様性、複雑な発生機序、発生予察の困難さ

などから、野外の発症例だけを対象とした研究だけでは充分な解明を果たせな

いと思われる。しかしながら、ウシ脂肪肝に関する研究は、自然発症例に関連

した報告［36，38］が主にされており、実験的に薬物を使用して脂肪肝を誘導

した報告はない。メチオニンの誘導体であるエチオニンは、ラットに脂肪肝を

起こすことが知られている。即ち、エチオニンが脂肪肝を誘導するのは、肝細

胞内のAdenosine5’一triphosphate（ATP）濃度の低下が引き金とされている。エチ

オニンは・メチオニンと競合的にATP中のadenosineと結合し、　S－adenosylethionine

となる。S＿adenosylethionineは、物質代謝系の中で利用されず、結果的にATP中

　　1・i，

　一

一類

．、謬
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のadenosine濃度の低下が促進されることになる。　ATPの低下、即ち

S－adenosylmethionine減少によるメチル基転移能低下が、肝におけるアポリポタ

ンパク質の合成阻害となりリポタンパク質の合成・分泌低下が起こり肝の脂肪

化が起きると言われている［10，24，27，65］。

　そこで、エチオニン投与によるウシ脂肪肝の実験モデルの作出を試み、この

薬物投与後の血清リポタンパク質の動態について検討した。

H　　　材料

1　供試動物

　5頭の雌ホルスタイン牛をエチオニン投与試験に供した。年齢・体重の概要

を表1に示した。使用したウシは、全て2産以上の経産牛で、実験中は、非妊

娠で且つ、乾乳中であった。実験牛（E1、2、3）および対照牛（C）は、

臨床的に正常であったが、E4は実験開始前から元気・食欲低下等の臨床症状

を伴う重度の脂肪肝（肝臓中のTG量が119㎎／g）と診断されたウシであった。

2　エチオニン投与

　DL一エチオニンを20㎎／m】となるように0．9％の生理的食塩水に溶解し、体重

1　kg当りエチオニンを25㎎を腹腔内に、7日間隔で投与した。対照には、0．9％

の生理的食塩水を実験牛と同様に投与した。

3　自刃

　肝臓中のTG量測定のため、肝臓穿刺により約1gの肝組織材料を採取した。

採取間隔は、第1回目のエチオニン投与日を0日目とし、その後7、14日目に

実施することを基本とし、最長21日目まで行った。肝臓試料の採取後直ちに
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TG量の測定を実施した。

　リポタンパク質の分離および各種生化学検査に供するため、血液を頸静脈か

ら採取した。血液採取は、午前8時の給餌前とし、隔日に最長21日間採材を実

施した。血液からの血清分離は、室温に2時間放置した後常法により無菌的に

行った。リポタンパク質分離は、血清分離後直ちに実施した。生化学的検査等

については、採血後4日以内に行い、測定までの保存は、4℃あるいは一20℃

とした。

　エチオニン投与ならびに材料採材の日程を、投与牛E1を例として図4に示

した。その他の実験牛および対照牛における試験日程は、これに準じた。
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表1　実験牛の概要

Cow　Age　Sex　Body　Weight　Experimental
No．　（years）　（kg）　Periods（days）

8　Female　546
3　Female　573
4　Female　471
6　Female　560
5　Female　610

18

14

14

11

21

Day

Ethionine
treatment

Blood
sampling

Liver
biopsy

A

o

．

o o o

A

．

o o o

A

o

．

o o

．

図4　E1におけるエチオニン投与試験プログラム

　第ユ回目のエチオニン投与日を0日目とし、以後7日目およびユ4日目に第2，3回目のエチオニン

を投与した（図中の▲印）。

　採血は、第1回目の投与前に採材をし、以後隔日に採血をした（図中の○印）。

　肝生検は、第1回目の投与前に行い、以後7，ユ4，18日目に実施した（図中の◆印）。

なお、投与日と採血あるいは肝生検実施日が同じ日には、エチオニン投与前に採材を実施した。

、
d
羅
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皿工　　糸吉果

1　投与後の肝TG量の変化

　エチオニン投与により、実験的に脂肪肝を誘導することに成功した（図5）。

投与前の肝TG量は、8．58－12．7mg∠g（投与前の4頭の平均は、10．8±2．1mg∠g）の

範囲であった。エチオニン投与後、実験群では肝TG量の増加を認め、特に2

回目の投与後は、投与前半に比べて4－14倍量へと増加を示した。このことは、

体重1kg当りエチオニンを25mg、1週間隔で腹腔内に投与する方法が、ウシ

に対して脂肪肝を誘導させることを示している。

2　血清および各リポタンパク質中のタンパク質量の変化

　血清タンパク質量は、エチオニン投与によって特に変動は認められなかった。

各リポタンパク質でのタンパク質量は、HDLが最も多く次いでLDL、VLDLの順

であった（図6）。HDLは、リポタンパク質中の大部分を占めており、従来の

報告［7，17，22，47］のとおり、ウシリポタンパク質中の主要な構成成分であっ

た。エチオニン投与後、mしおよびLDLのタンパク質量は有意に減少したが、

VLDLのタンパク質量は特に変動は示さなかった。キロミクロン（CM）中のタ

ンパク質量は、非常に少なく対照を含め実験群についても期間中0．005－

0．02mg／m1の範囲で推移したに過ぎなかった。

3　各リポタンパク質分析

　リポタンパク質中のアポリポタンパク質の変化を、SDS－PAGEによって確認

した。アポリポタンパク質は、従来から報告のあるタンパク質の分子サイズと

その局在性から推定をした［10，22］。キロミクロンは、その含有量が非常に

少なかったので、全例でアポリポタンパク質の変動を確認できなかった。しか

し、myosin　heavy　chain（205kDa）より大きな分子サイズをもつタンパク質のバ

鰭
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ンドが1本僅かに認められた。VLDLの泳動像についても、　CM同様そのタンパ

ク質含有量が少ないためか、対照（C）とE2のみで確認できた（図7）。

VLDL中のタンパク質は、主として3本のバンドが認められた。このうち、2

本はmyosin　heavy　chain　（205kDa）より大きな分子サイズをもつタンパク質であ

り・分子サイズの小さい方は、CM中に認められたタンパク質と分子サイズが

同じであった。一方、分子サイズの大きい方のタンパク質は、CM中には認め

られなかったが、LDL中にはVLDL中よりさらに明確に認められるタンパク質

であった（図8）。これらタンパク質を他の報告にあるリポタンパク質中のタ

ンパク質の局在性と分子サイズ［7，17］から、この2つのタンパク質は、大き

な方をアポリポタンパク質B－100（ApoB－100、分子サイズ約550kDa、　VLDLと

LDLに多く局在）、小さな方をアポリポタンパク質B－48（ApoB－48、分子サイ

ズ約245kDa、　CMに基本的に存在）と推定した。　VLDL中の残る1本の71kDaの

タンパク質は、VLDLには認めたがLDLには認めなかった。このタンパク質は、

ウシ血清アルブミンの分子サイズ67kDaと同じような分子サイズを示したが、

このタンパク質については他に報告がなく推定をするには至らなかった。エチ

オニン投与後8、10、14日目には、ApoB－100は減少を示した。しかし、

ApoB－48および71kDaのタンパク質は、特に変化を示さなかった。

　E2から得られたU）しのSDS－PAGEを図8に示した。　VLDLで認めたApoB－100

が、主要なタンパク質として認められ、その他に43kDaのタンパク質が確認で

きた。この43kDaのタンパク質は・その分子サイズからラットのApoA－Nと類

似していた［7］。エチオニン投与後、ApoB－100と43kDaのタンパク質は図8に

見られるように減少し、LDL中のタンパク質量の減少（図6）と一致していた。

さらに、このLDL中のApoB－100についてデンシトメータにより測定する（図9）

と・明らかに投与牛では、弓頭がApoB－100の減少を示した。また、　SDS＿PAGE

による解析よりも、さらに定量性のあるSRID法でエチオニン投与後の血清

鼎灘懸醗灘
礁醗羅幽幽雛、’購澱

　’灘tt／層i鍋』・甜．一』熈．

　　　．馨　　Fk，『x噛
羅馬冒1　　　　　｛、幽し「1il’1’轟鞭’一’

　　一’．．謬辮．難購・騨轍灘．，灘i．・1．．．　　．、騰，護．

、羅雛醗翻灘
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ApoB－100濃度をSRID法にて測定すると、対照は減少することなく、むしろや

や増加する傾向を示した。しかし、実験牛では個体により期間中増減は認めら

れたものの、投与前値に復帰することはなく減少した（図10）。このように明

らかにエチオニン投与後、血中ApoB－100濃度は減少することが確認された。

　分子サイズ約24kDaのタンパク質が、　HDL中に最も多く認められた（図11）。

このタンパク質は、HDL中に多く存在することと分子サイズからApoA－1と推

定した。この他に、図11に認めるとおり、43kDaのタンパク質も僅かながら認

められた。しかしながら・VLDL・LDLで認めたApoB－100は認められなかった。

ApoA－1についてもLDLと同様デンシトメータで測定したところ、エチオニン

投与後、LDLのApoB－100程明瞭ではなかったが、　HDL中のApoA－1も減少して

いた（図12）。

4　血清および各リポタンパク質中のTG、　TCおよびPしの変化

　それぞれのリポタンパク質中の脂質成分は、他の報告［49］のとおりであっ

た。TGは通常ヒトでは、　CM、　VLDLに多く含まれるとされているが、ウシの

場合は、LDL中に多く含まれると言われ［49］、今回の例でも同様な結果であ

った。TCおよびPLは・HDL中に最も多く、次いでLDL、　VLDL、　CMの順に含有

量が減少した（表2）。

　血清および各リポタンパク質中のTG量は、　TCやPしに比べて変動が一定では

なかった（表3、図13、14）。この変動は、実験牛だけではなく、対照牛も同

様な傾向が認められた。TGの変化は、比較的多く含むLDL中の変動で検討した。

E1・E2共に投与後8日目に有意に減少し、　ApoB－100についても8ないし10

日目以降に著明に減少した。肝TG量について見ると投与後14日目に著しい増

加を示した。これに対して、E3ではLDLのTGは投与後2日目に減少したが、

VLDL中のTGは反対に増加を示した。　E　3のApoB－100は、投与後2日目に減少

・・
煤E @　　　　　1講

　．・鎌灘

　　。　　　　鰹鹸『…9

1灘難灘灘灘灘灘i・灘t，＿白山灘

（a｝「雛’” @　　　一黛　刃灘灘鑛　羅・’『t”
　葬・『　　　　餌銭’｝．，

　　　　　　　　　　羅　、繕　駆，
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をし・また・肝TG量は投与後7日目に増加を示した。この実験牛での結果は、

ApoB－100の減少とLDL中のTG量減少とは関連を示し、さらに肝TG量の増加と

も関連していることを予想させた。

　血清、LDLおよびHDL中のTCは、全ての投与牛で減少した（図13）。このTC

の減少は、E－choの減少と連動しているが、　F－choは変動を示さず、この結果

F一一choとE－choの比（F／E比）は、増加することが示された（図15）。

　血清、LDLおよびHDL中のPLは、　TCと同様な変化を示し（図14）、投与後減

少した。

5　脂肪肝牛でのエチオニン投与試験

　実験開始前から元気・食欲低下等の臨床症状を伴う重度の脂肪肝と診断され

たウシを使って、同様にエチオニン投与を試みた（E4、図16）。肝TG量は、

投与前119mg∠gから投与後7日目には238mg∠gと著明に増加した。　E　4は他の実

験牛と比べて、血清および各リポタンパク質中のTGが、明らかに減少するこ

とが認められた。血清（図10）およびLDL中のApoB－100の変動は、　LDLまた

VLDL中のTG量とよく相関していた。　TC、　Pしに関してもTGと同様、他の実験

牛に比べて著明な減少を示した。FIE比についても、投与前0．41から投与後11日

目には1．61と増加をした。ところで、TC、　PLは投与後2日目に減少を示したが、

ApoA－1は投与後6日目に初めて減少を示した。このように、　HDL中のApoA＿

1とTC、　Pしの関連については、認めることはできなかった。

6　血清中のNEFA、　AST、　ALPおよびビリルビンの変化

　血清中の各種生化学検査の結果は表4に示すとおりである。AST、　ALPおよ

びビリルビンは投与牛で著しく増加するという変化を示し、野外例と同じ結果

となった［42］。これら変動の起点は、E1およびE2では2回目の投与後に

醗懸灘麟二二、
　hる　　　撰・懇…蠣．灘．

藤：

轄

「
噛
」
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認めたが、E3では1回目の投与からであった。野外の脂肪肝発症時の前には、

持続的なNEFAの上昇が認められるとの報告［41，42，63］があるが、今回の実

験ではこの様な持続的なNEFAの増加傾向は認められず、　NEFAは対照を含め全

ての実験牛で検査日により増減が認められた。

贈囎

s’ ﾔ「ww @灘旨
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図5　エチオニン投与後の肝TG量の変化

　エチオニン投与は、0、7日目（E1、　E　2、　E　3）と14日
目（E1）で、図の矢印で示す。
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量は、0．0027－0．0039mgの範囲で含まれている。）添加した。分
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図8　エチオニン投与後のLDL（E2）のSDS＿PAGE
　ゲル濃度は7．5％であり、1レーン当たり100μ1（タンパク質

量は、0．0ユ35－0．0195mgの範囲で含まれている。）添加した。分

子量はkDaで表示した。　Mはマーカーである。
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図9　エチオニン投与後のLDL中のApoB－100の変化

　エチオニン投与後のLDL中のApoB－100濃度の変化を、デイ
ンシトメーターにより測定した結果である。投与前値を100とし

て、その後の変化を指数として表示した。矢印は、エチオニン投
与を示す。
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　エチオニン投与後の対照および試験牛の血清ApoB－100濃度を

SRID法にて測定した。矢印は、エチオニン投与を示す。
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図12　エチオニン投与後のHDL中のApoA－1の変化
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シトメーターにより測定した結果である。投与前値を100として、
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示す。
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表2　各リポタンパク質中のTG、　TCおよびPL濃度（mg／dl）

Fraction TG TC PL

CM　O．83±O．72　ND
VLDL　1．77±O．78

LDL　2．83±O．46

HDL　1．13±1．06

O．　12±O．　17

15．1　±3．87

41．5　±9．32

O．　21±O．　16

0．81±O．21

9．　34±2．　22

36．1　±7．67

　各リポタンパク質中のTG、　TC、　PL濃度は、投与前値の対照

（C）及び投与牛（E1、　E2、　E3）計4頭の平均値±SDである。

但し、CMついては対照（C）と投与牛（E3）計2頭の平均値±

SDである。NDは、検出できなかったことを示す。

コ　　ニ
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］V　　考察

　血清リポタンパク質分離のため、本来ヒト血清を分離するために開発された

方法［18］を用いた。その結果、密度によりキロミクロン（CM）、超低密度

リポタンパク質（VLDL）、低密度リポタンパク質（LDL）および高密度リポ

タンパク質（HDL）を分離した。この分離した各画分が従来言われているリポ

タンパク質であるかどうかを確認するために、各三分中に含まれるアポリポタ

ンパク質と脂質成分について検討した。

　CMでは・含有するタンパク質量が少ないため全ての例について検討するこ

とはできなかったが、アポリポタンパク質B－48（ApoB－48、分子サイズ約

245kDa）を主体とする画分であった。　VLDLとLDLではアポリポタンパク質

B－100（ApoB－100、分子サイズ約550kDa）を確認したが、　HDLには認められな

かった。さらに、HD：しではアポリポタンパク質A－1（ApoA－1、分子サイズ約

24kDa）が確認された。その他、　ApoB－48と分子サイズ約71kDaのタンパク質が

VLDLに認められたが、　LDLとHDL中には認められなかった。このことはVLDL

とLDLとの分離が正確であったことを示している。分子サイズ43kDaのタンパ

ク質は・LDLとHDL中にのみ認めたことおよびその分子サイズからアポリポタ

ンパク質A－W（ApoA一一　N）と予想されるがウシにおける報告がなく推定するに

は至らなかった。この様に・CMではApoB－48が・またVLDLとLDLはApoB－100

が、さらにHDLはApoA一　1が主要なタンパク質として検出され、従来から報告

のあるアポリポタンパク質の分子サイズとその局在性［10，22］とほぼ一致し、

リポタンパク質の分離が正確であったことが確認された。

　リポタンパク質中の脂質成分の検討では、VLDLにはTGが、　HDLにはTCとpし

が主に確認された。その中間のLDL中には、　TG、　TCおよびPしが含まれていた。

TGは通常ヒトでは、　CM、　VLDLに多く含まれるとされているが、ウシの場合

は、LDL中に多く含まれると言われ［49］、今回の例でも同様な結果であった。

’観＿．．螺
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この様に、リポタンパク質中の脂質成分の割合は、従来の報告［10，22］のと

おりであった。

　以上のように、今回用いたリポタンパク質の分離方法は、各リポタンパク質

分離後の構成アポリポタンパク質および脂質成分などからヒトだけではなくウ

シについても応用が可能であった。

　エチオニン投与によるウシ脂肪肝の誘導を試みたところ、肝TG量は投与前

8．58－12．7mVgであったものが増加を示し、特に2回目の投与後には、4－14倍

量へと増加することが認められた。この様に実験群での肝TG量は、野外例の

肝TG量［36，66］と同じかそれ以上の蓄積が認められた。また投与後のリポタ

ンパク質について検討した結果、アポリポタンパク質では、VLDLおよびLDL

中のApoB一・100の減少、またHDL中のApoA－1の減少が特徴的に認められた。一

方、脂質成分については、投与後TCおよびPLは各リポタンパク質あるいは血

清中においても減少することが明瞭であった。しかし、TGについては、対照

牛を含め全例で一定の変動傾向を示さなかった。このアポリポタンパク質、特

にApoB－100やApoA－1の減少は・他の野外の脂肪肝発症例でのApoB。100や

ApoA－1が減少していたとの報告［36，38］や、肝TG量と血清ApoB－100との関

連では、肝TG量が増加すると血清ApoB－100が減少するとの報告［35］と一致

した結果となった。アポリポタンパク質の減少は、エチオニンが肝におけるタ

ンパク質合成の阻害作用として働いているため、肝臓を起源とするApoB－100や

ApoA－1の減少が起こったと思われる。エチオニンが脂肪肝を誘導するのは、

肝細胞内のATP濃度の低下が引き金とされている。エチオニンは、メチオニン

と競合的にATP中のadenosineと結合し、　S－adenosylethionineとなる。

S一・adenosylethionineは、物質代謝系の中で利用されず、結果的にATP中のadenosine

濃度の低下が促進されることになる。ATPの低下、即ちS一一adenosylmethionine減少

によるメチル骨転移能低下が、肝におけるタンパク質合成を含めた種々の代謝
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系阻害の一要因となり、肝の脂肪化を起こすと考えられている［10，24，27，65］。

　今回の実験では、血清中のApoB－100とTGが一致して減少することを明確に

することはできなかった。LDL中のTGとApoB－100の変動は、エチオニン投与直

後に相関が認められたに過ぎず、ApoB－100の減少が起こっているにも関わらず、

血清TG量は元の値に復帰することが観察された。　TGは、肝臓中でApoB－100と

結合して血液中に分泌され各組織で利用される［46］。エチオニンは、このリ

ポタンパク門中のTGを各末梢組織で利用する時に必要となるリポタンパク質

リパーゼ等のリポタンパク質分解酵素に対して阻害作用を有する可能性があり、

その結果中間代謝物質であるレムナント形成［47］に影響を及ぼしているかも

しれない。そのためTGの代謝経路が不調となり、ApoB－100の減少と一致した

変動が必ずしも認められなかったと思われた。このApoB－100と血清TGとの関

連をより明確にするために、実験開始前から臨床症状を伴う脂肪肝であったE

4について他の3頭と同様なエチオニン投与を試みた。この結果、エチオニン

投与後の血清TG量は、　ApoB－100の減少と一致して減少することが観察された。

元々脂肪肝であったE4は、他の実験牛（E1、2、3）の様に血清TGの変

化に対して生体が持つ恒常性の維持機能に支障があることが窺われ、このため

ApoB－100の減少に伴って血清TG量の減少が認められたと思われる。野外の発

症例におけるリポタンパク一中のTGは、減少していた［19，49］、あるいは減

少していなかった［49］等様々な報告がある。この様にリポタンパク質とTG

の変動については、様々な報告があり今後の検討課題の一つと思われる。しか

しながら、今回認められたような血清TGの持続的あるいは一時的な減少は、

肝TG量の差異、即ち脂肪肝としての程度や病状の進行などの違いによって起

きているのではないかと推察する。

　原始HDLは、肝臓から血液中に分泌され循環中に成熟したHDLとなる［47］。

この循環中に・末梢組織から受け取った遊離コレステロール（F－cho）を

灘雛灘三三三三二二二三難1
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Lecithin一一cholesterol　acyltransferase（LCAT）によりエステル型コレステロール（E－cho）

に変換する［15］。投与後、血清TC量の減少とF－cho／E－cho（F／E）比の増加が

認められたのは、肝におけるLCAT合成の阻害あるいはHDLにおける㏄AT活性

の低下をエチ導引ンが引き起こしていることが考えられる。またHDL中の

ApoA－1は、　LCATの活性因子として重要なタンパク質の一つである［11］の

で、エチオニン投与後にApoA－1が減少したことが、　LCAT活性の低下を招き、

結果としてコレステロール代謝に変化をもたらしたと思われた。

　ウシ脂肪肝に関して通常実施される血清中の各種生化学検査を実施したとこ

ろ、AST、　ALPおよびビリルビンは投与牛で著しく増加するという変化を示し、

野外例と同じ結果となった［42］。これら変動の起点は、E1およびE2では

2回目の投与後に認めたが、E3では1回目の投与からであった。このことは、

肝TG量が増加してくる時期との関連を窺わせ、これら血清生化学的成績は肝

TGの蓄積と関係していると思われた。野外の脂肪肝発症時下には、持続的な

NEFAの上昇が認められるとの報告［41，42，63］があるが、今回の実験ではこ

の様な一定の傾向は認められず、NEFAは対照を含め全ての実験牛で日によっ

て増減が認められた。このことは、今回誘導した脂肪肝が、過剰な脂肪酸の肝

への動員を伴った脂肪肝発生とは異なり、肝からのTG分泌障害によって起き

た脂肪肝であることを示唆するものと思われる。

　以上のことから、野外の発症例で認められる肝TG量の増加、　ApoB－100や

ApoA－1の減少および血清生化学的変化等をエチオニン投与による実験群で確

認することが出来た。このことは、体重1　kg当りエチオニンを25mg、1週間

隔で腹腔内に投与する方法が、ウシに対して脂肪肝を誘導する実験モデルの一

つであることを実証し、ウシ脂肪肝の今後の研究に寄与できるものと思われた。
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V　　　！」、括

　ウシ脂肪肝に関する研究は、自然発症例に関連した報告が主としてされてお

り、薬物投与による実験的脂肪肝に関する報告はない。そこで、ラットに脂肪

肝を起こすとされているエチオニンを用いて、ウシ脂肪肝の誘導を試みた。

1　体重1　kg当りエチオニンを25mg、1週間隔で腹腔内に投与すると、肝TG

量は明らかに増加した。

2　血中リポタンパク質の分析では、VLDLおよびLDLに認められたアポリポ

タンパク質（Apo）B－100は投与後減少した。　HDL中のAp6A－1もまた、　ApoB

－100程明確ではなかったが投与後に減少をした。

3　ApoB－100の減少とVLDLおよびLDL中のTG減少は、エチオニン投与直後に

は、関連が認められた。

4　LDLおよびHDL中のコレステロールとリン脂質は、投与後に減少をした。

コレステロールの減少は、コレステロールエステルの減少によるものであった。

5　肝TG量の増加に伴って、　AST、　ALPおよびビリルビンの増加が認められた。

6　野外の発症例で認められる肝TG量の増加、　ApoB－100やApoA－1の減少およ

び血清生化学的変化等をエチオニン投与による実験群で確認することができ、

今回の方法がウシ脂肪肝を誘導する実験モデルの一つとして有用であることを

実証した。
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第2章　エチオニン投与によるウシ血清ハプトグロビン

　　　　　の誘導

　■　　　目的

　ハプトグロビンは、肝を起源とするヘモグロビン結合タンパク質として知ら

れており、α鎖とβ鎖からなるタンパク質である。ヒトでは、この両鎖の化学

構造が解明され［2，4］、生理的機能についても、ヘモグロビン結合に関する

機能と急性期反応タンパク質に関する機能の2つに大別されている。現在ウシ

のHpについては、ヒトのHpと分子量、免疫反応性、重合体形成等に違いが確

認されている［9，　40］。ウシの血清Hpは、通常健康な状態で検出されること

はなく、急性の炎症反応によって増加するとされている［5，33，40，60］。しか

し、炎症反応時以外にも、輸送などによる消耗やストレス、飢餓、デキサメサ

ゾン投与と絶食の組み合わせ等により、Hpが認められる［39，66，67］との報告

もあり、ヒト同様、ウシ血清Hpの合成系や生理的意義についてはさらに検討

が必要と思われる。

　最近、肝TG量が増加した野外のウシ血清中に新たに出現する35kDaと23kDa

のタンパク質が報告された。このタンパク質は、同定の結果、ハプトグロビン

と確認された。このように肝TG量増加時にHpが有意に認められることから、

Hpがウシ脂肪肝の新たなマーカーとして利用できるのではと報告されている

［55，　66］　o

　第1章でエチオニン投与による実験的脂肪肝の誘導に成功したことを述べて

きた。そこで、この脂肪肝の誘導時に、野外におけるウシ脂肪肝の報告と同様

にHpが認められるか否かを検討した。併せて、　Hpの出現の要因を知るために、

Hpと同様肝で合成され炎症性疾患時に増加すると報告のあるα1一酸性糖タン
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バク（α1－AGP）［20，21，62］およびウシ脂肪肝と関連があるのではないかと

されているコルチゾール［42］の血中レベルについても検討した。

皿　　材料

　試験に供した動物、エチオニン投与方法および採材については、第1章に記

載したとおりである。

皿　　　結果

1　血清のSDS＿PAGE

　ウシ血清中のHpについてSDS－PAGEを用いて検討した。ウシのHpは、血清中

において200－2，000kDaとその分子サイズは、一定していない［40］。これは、

α鎖とβ鎖からなるHpの構成単位がさらに多数S－Sブリッジで結合し、重合体

を形成するためである。そこで還元剤である2MEを使用してS＿Sブリッジを切

断した状態で泳動を実施した。図17に示すように、精製したHpは23kDaのα鎖

と35kDaのβ鎖の2本のバンドとして泳動される。実験開始前から脂肪肝であ

ったE4の血清を泳動したところ、同様の2本のバンドがエチオニン投与後0

－4日目までは確認されたが、6日目以降では検出されなくなった。これは通

常Hpの含有量が少ないこと、数多くの蛋白質が存在すること、或いは

SDS－PAGEの持つ検出感度が関係していると思われ、ウシ血清中のHpを

SDS－PAGEによって定量することは不適当であった。

2　SRrDによるハプトグロビンの測定（表5、図18）

　対照（C）は、実験期間中血清Hpは検出できなかった。しかし、　E　1、2
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および3ではエチオニン投与前には検出されなかったHpが、投与後検出され

た。E1では投与後8日目以降に、　E　2では投与後2日目以降（但し、投与後

6、10、12日目には検出されず）に、E3では投与後6日目以降に検出された。

また、投与前から肝TG量が119mg／gと明らかに脂肪肝と認められたE4は、

SDS－PAGEによる検討で、投与後6日目以降にHpが確認でなかったが、　SRIDに

よる測定では、投与前からHpが検出され期間中持続して検出された。これは、

Hpの検出精度がSRIDの方がSDS－PAGEより良かったためと思われた。

　検出されたHp濃度のそれぞれの最高値は、　E　4が最も高く、次いでE3、

E2、　E　1の順であり、第1章で示した肝TG量の最高値の順位と同じ結果で

あった。

3　血清コルチゾール（表5）

　E1はエチオニン投与後12と18日目に、　E2は投与後12と14日目に、　E3は

投与後4から10日目に投与前に比べて増加を示した。E4は、他の投与牛に比

べて投与前から高い値を示し、投与後2日目以降実験期間中全ての時点で投与

前値に比べて高い値を示した。対照牛もまた、実験開始後6から12日目と18日

目に投与前に比べて増加していた。

4　血清α1＿AGP（表5）

　対照、E1、2の3例は、期間中大きな変動は認められなかった。しかし、

E3はエチオニン投与後12日目以降に、　E4は投与後2日目以降に投与二値よ

り増加した。
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図17ウシ血清（E4）のSDS＿PAGE
　エチオニン投与後の血清SDS－PAGEである。

　各レーンの添加量は、50μ1（0．lmgのタンパク質を含む）で

あり、ゲル濃度は13％とした。Hpの23kDaと35kDaは、それ
ぞれα鎖とβ鎖を示す。矢印は血清中のH：pを示す。
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図18エチオニン投与後の血清Hp濃度の変化

　エチオニン投与後の対照及び試験牛の血清Hp濃度をSRID法
にて測定した。
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　】V　　考i察

　　ハプトグロビンは、肝を起源とするヘモグロビン結合タンパク質として知ら

れており、α鎖とβ鎖からなるタンパク質である。ウシの血清Hpは、通常健

康な状態で検出されることはなく、急性の炎症反応によって増加するとされて

いる［5，33，40，60］。しかし最近、野外のウシ脂肪肝血清中にHpが有意に認め

られるとの報告がなされ、Hpがウシ脂肪肝の新たなマーカーとして利用でき

るのではと報告している［55，66］。

　第1章でエチオニン投与による実験的脂肪肝の誘導に成功したことを述べて

きた。そこで、この脂肪肝の誘導時に、野外例と同様にHpが認められるか否

かを検討した。

　ウシ血清中のHpについて、まずSDS－PAGEを用いて検討した。ウシのHpは、

血清中において200－2，000kDaとその分子サイズは、一定していない［40］。こ

れは、HpどうしがS－Sブリッジで結合し、重合体を形成するためである。そこ

で還元剤である2MEを使用してS－Sブリッジを切断した状態で泳動を実施した。

図17に示すように、還元状態のHpは231d）aのα鎖と35kDaのβ鎖の2本のバンド

として泳動される。実験開始前から脂肪肝であったE4の血清を泳動したとこ

ろ、同様の2本のバンドがエチオニン投与後0－4日目までは確認されたが、

6日目以降では検出されなくなった。これは通常Hpの含有量が少ないこと、

数多くの蛋白質が存在すること、或いはSDS－PAGEの持つ検出感度が関係して

いると思われ、ウシ血清中のH：pをSDS－PAGEによって定量することは不適当で

あると結論した。

　そこで、Yoshinoらが報告した簡便に測定が可能なSRID法［67］を用いて測

定を実施した。対照では全試験期間Hpが検出されることはなかった。このこ

とは、試験期間中に行ったエチオニン投与時の注射針の刺入、隔日に実施した

血液の採材および肝生検時の組織損傷などの非特異的要因が、Hpを惹起しな
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かったことを示している。一方、エチオニンを投与した実験群（E1、2およ

び3）では、投与前には検出されなかったHpが、投与後全例で検出された。

また、実験開始前から臨床症状を伴う脂肪肝であったE4は、投与前からHp

が検出され、試験終了時まで持続してHpが検出された。このE4でのHpの出

現は、先の報告［55，66］と同じ結果であった。しかし、E4を含め試験群の

Hpの変動は、一定した増加傾向ではなく、全例で増減を示す結果となった。

このHpの増減の理由は、今回明確にすることはできなかったが、検出された

Hp濃度のそれぞれの最高値は、　E　4が最も高く、次いでE3、　E　2、　E　1の

順であり、第1章で示した肝TG量の最高値の順位と同じ結果であった。この

ことは、肝TG量の増加と血中Hp出現とは関連があることを示唆している。

　ラットの肝細胞を用いた実験で、Hpの合成・分泌がグルココルチコイドに

よって調節され、これはHp遺伝子の中にグルココルチコイド応答エレメント

があるためと報告されている［37］。またウシ脂肪肝発症時には、血液中のグ

ルココルチコイドが増加していると報告されている［42］。さらに、ウシにデ

キサメサゾン投与と投与中止と同時の絶食により、Hpが検出されるとの報告

がある［67］。そこで・エチオニン投与牛においてHpの出現が、グルココル

チコイドとの関連があるかどうかを評価するために血清中のコルチゾール濃度

を測定した。E1、2および3では、コルチゾールの増加がHpの出現と部分

的に関連があると思われた（表5）。例えば、E1では投与後12日目にコルチ

ゾールが上昇し、Hpはその4日後の16日目に増加をした。同様に、　E　2では

投与後12日目にコルチゾールが上昇し、Hpはその2日後の14日目に増加をし

た。また、E3では投与後4日目にコルチゾールが上昇し、　Hpはその2日後

の6日目に増加をした。しかしながら、対照ではコルチゾールが増加を示した

にも関わらず、Hpは期間中検出されることはなかった。この理由については、

今回明らかにすることはできなかった。エチオニンを投与したウシでHpが検
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出されたことに対して、グルココルチコイドがどのように関わっていたかは、

今後の検討課題であると思われる。

　Hpと同様肝で合成され炎症性疾患時に増加すると報告のあるα1一酸性糖タ

ンパク（α1－AGP）［20，21，62］についても測定をした。その結果、　E　1、　E

2および対照では、期間中絶に変動は認めなかった。しかし、E3では投与後

12と14日目に、E4では8と10日目に増加した。ところで、　E　3での肝TG量

の増加やHpの検出は、α1－AGP増加に先行して起こっており、またE4の投与

前のα1－AGPは、他の実験牛（対照を含めて）の投与前回に比較して高い値を

示していた。従って、α1－AGPの増加は肝にTGが蓄積した後に起きたと思われ、

Hpと同様α1－AGPも炎症反応とは別に脂肪肝でも増加する可能性を示唆してい

るので、今後の検討課題と思われる。

　エチ蒔田ン投与によってウシ脂肪肝の誘導をしたところ、血清Hpの出現が

確認された。このHpの出現は、エチオニンが直接肝細胞を刺激して誘導した

ものか、コルチゾールが誘導したものか、或いはエチオニンとコルチゾールの

両方の作用によって誘導されたものかは特定することはできなかった。また、

Hpの出現が肝TG量の増加以前に認められるのか、それとも増加後に認められ

るのか、今回の実験からだけでは特定することはできない。しかしながら、脂

肪肝の野外例からH：pが検出されること［55，66］、またハプトグロビンは免疫

抑制を持つと言われ［3，6，43］、ウシ脂肪肝で免疫力が低下する［13］ことな

どから、Hpの出現とウシ脂肪肝とは何らかの関連があると示唆する現象であ

ると考えられる。

　以上のように、Hpの出現に関した側面からもエチオニン投与によるウシ脂

肪肝の誘導は、ウシ脂肪肝の野外例と同じ様な病態を示す実験モデルであるこ

とが確かめられた。
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V　　　！J、i括

　エチオニン投与により実験的に起こしたウシ脂肪肝の血清中にハプトグロビ

ンが誘導されるかを検討した。

1　血中ハプトグロビンをSRID法により測定をしたところ、エチオニン投与

により作出した脂肪肝牛全例の血清中にハプトグロビンが出現した。

2　エチオニン投与により作出した脂肪肝牛で、血清コルチゾールの増加が認

められた。

3　エチオニン投与により作出した脂肪肝牛の1例で、α1－AGPの増加が認め

られた。

4　ハプトグロビンの誘導と血清コルチゾールの増加は、脂肪肝の発生と関連

していることを示唆した。
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第3章　周産期におけるウシ血清ApoB＿100濃度とハプト

　　　　　グロビン

　■　　　目的

　脂肪肝発症は、分娩を契機とすることが多い。この時期に多く発生する理由

として、エストラジオールなどの性ホルモンやグルココルチコイドが大きく変

化することが考えられる。事実、血中エストラジオールや肝臓中のエストラジ

オールレセプターはVLDLの合成に重要であると、ニワトリ［58］やラット

［64］で報告されている。また、エチ右脚ン投与によって、ラットの肝臓中の

エストラジオールレセプターが著しく減少し、肝TG量の増加を認めたとの報

告もある［27］。さらに、エストラジオール投与によるウシ脂肪肝の誘導が示

されている［16，26，29］。また、ウシ脂肪肝発症時には、血液中のグルココル

チコイドが増加するとの報告もある［42］。これらの知見は、いずれも分娩時

のエストラジオールやグルココルチコイドの急激な変動が、脂肪肝発症と深い

繋がりがあることを示唆している。

　前章までに、ウシ脂肪肝を実験的に誘導して検討してきた。その結果、肝

TG量の増加時には、血清中のApoB－100やApoA－1濃度が減少していることが示

され、またエチオニン投与後には、血清中にハプトグロビンが出現してくるこ

とやコルチゾールが増加していることなどが確認された。

　そこで本章では、ウシ脂肪肝と関連が窺われたApoB－100とハプトグロビンに

ついて、その周産期における血中動態について検討をした。

　　ロ

叢　’
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皿　　　材料

1　供試動物

　分娩前後の検査に使用した動物は、酪農学園大学付属農場で飼養されている

年齢3歳以上のホルスタイン牛である。これらは、分娩前後および異常分娩等

の臨床的異常を認めず、また、2産以上の牛に限定した。この牛群を分娩日を

0日として・1群）一44日から一30日、2群）一21日から＿9日、3群）0日から

1日、4群）7日から14日、5群）28日から35日の5つに群分けをした。

2　世帯

　血清中のHp、　ApoB－100、コルチゾールおよびα1－AGp等の測定のため頸静脈

から採血した。血液採取は、午前8時の給餌前とし、例外として分娩当日につ

いては、分娩後24時間以内に採材した。血液からの血清分離は、室温に2時間

放置した後常法により無菌的に行った。測定まで一20℃で保存をした。

皿　　　糸吉果

1　分娩前後のハプトグロビン（表6、図19）

　分娩前後のHpをSRID法により測定したところ、図19に示すような各群の分

布となった。分娩O－14日の二つの群で高値となる傾向が見られるので、各群

の平均値の差の検定を実施したが、分散が大きいため有意な差は認められない

結果となった（表6）。このSRID法の測定範囲は、分析方法にも述べたよう

に25－500μg／miの範囲で測定することができる。しかし先にも述べてきたように

ウシの場合血清中のHpは、健康な状態では種々の測定がなされてはいるが検

出されることはない。従ってこの点を考慮して、今回の健康であった各牛群の

Hp濃度について検討するのではなく、血清中にHpが出現するか否かに焦点を

蝸?灘灘? ハ鑛
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当てて検討した・即ち・SRID法を実施して僅力・でも沈降線を認めた検体をHp

陽性、全く沈降線を認めなかった検体をHp陰性として、血清中のHpの有無を

検討した。

　分娩前44日から分娩後35日までの5つの群でのHp出現率は、第1群0％

（0／42）・第2群1・％（4／42）・第3群74％（31／42）・第4群21％（9／42）、第5群5％（2／42）で

あった。このHp出現率について統計処理をすると、分娩当日の第3群は、他

の分娩前後の4つの群に比べて有意に出現率が高いことが認められた（表6）。

2　分娩前後のApoB－100濃度（表7、図20）

　1から5群の血中ApoB・一100Wa度の平均値は、それぞれ110、78、58、67およ

び92μg／m】であり、分娩当日の第3群はその前後の4つの群に比べて最も減少

していた。特に、分娩前44－30日の第1群および分娩後28－35日の第5群とは、

危険率1％未満で有意差が認められた。

3　分娩前後の血清タンパク質、α1－AGP、　TG、　NEFAおよびコルチゾール濃

　　度

　分娩前後の血清タンパク質、α1－AGP、　TG、　NEFAおよびコルチゾール濃度

を表7に一括して示した。

　タンパク質とα1－AGP濃度は、分娩前後に有意な変動は認められなかった。

　TG量は、分娩を境として血中濃度に大きな変化が認められた。分娩後は、

分娩前の約20mg／dlから、約半分に減少していた。

　NEFAは、分娩当日の第3群がその他の第1、2および5群に比べて有意に

増加していた。

　コルチゾール濃度は、分娩当日の第3群がその他の4つの群に比べて有意に

増加していた。

鰹二二灘鍵灘羅三二二二二二難灘鐵蒙藁1灘醗…灘難籔
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図19　分娩前後のウシ血清Hp濃度の変動

　分娩前後の各群における血清Hp濃度をSRID法にて測定した
結果を示す。．
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表6　分娩前後のウシ血清Hpの変化

Group Days　from

parturition

Hp　concentration

　　（　＃　gtml）

　　（n＝42）

Hp　detection

　rate　（qo）

　（n＝42）

一44　to　一一30

－2ユ’to－9

　0to　1
　7　to　14

28　to　35

　o±　o

ユ3±60
274　±　259

66±ユ41

24±109

O／42　（　O）““

4／42（ユ0）＊＊

31／42　（74）

9／42　（21）“’

2／42　（　5）＊“

＊＊P〈O．0ユ，検定は、分娩当日（O　to　1）の群との比較。

濃度は、平均値±SDで記載した。

騨i’懸一一　　購懸灘一懇　懸一
　　　　・灘霧二二懇懇麟難三三三三二二二二li灘懸灘1羅灘羅灘
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図20分娩前後のウシ血清ApoB一ユ00濃度の変動

　分娩前後の各群における血清ApoB一ユ00濃度をSRID法にて測

定した結果を示す。各群における数値は、平均値±SDで示した。

一幽i
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　】V　　　考察

　　前章までに、ウシ脂肪肝をエチオニンを投与することにより実験的に誘導し

　て検討してきた。その結果、血清中のApoB－100やApoA－1濃度の減少に伴い肝

TGが増加することが示された。また、血清中にハプトグロビンが出現するこ

とが確認された。そこで、出産を契機とすることが多いウシ脂肪肝に関して、

ウシ肝の脂肪化と関連が窺われたApoB－100とハプトグロビンについて、その周

産期における血中動態を検討した。

　分娩前後における各群のHp濃度をSRID法で測定したところ、分娩時の群で

は平均値が高値となっていたが分散が大きいために、その前後の群との間に有

意差は認められなかった・この分散が大きくなった理由は、ウシの場合血清中

のHpは、健康な状態では種々の測定法でも検出されず、今回測定に使用した

SRID法においても沈降線を観察することなく、Hp澱としてO　”grmlとして処

理せざる得なかった。この結果、二丁における分散が大きくなったと考える。

　しかしながら、別の統計検定法を用い血清中のHp出現率について検討して

みると、分娩前後での血清Hpは、結果からも分かるとおり分娩時での出現率

は、その前後に比べて有意に高く、74％（42例中3ユ例）にHpの出現を認めた。

この高いHp出現率は、臨床的には異常を認めず、また血清タンパク質やα

1－AGP等に大きな変化が認められないことなどから、少なくとも生産性を阻害

するような重大な急性炎症によってのみ誘導された結果とは思われず、他の

Hp合成系に関連した要因もあったと思われる。

　そこで、第2章の検討でHpと関連を窺わせた血清コルチゾールについて、

その血中濃度を測定した。その結果、分娩当日の群はその前後の群より有意に

増加していることが認められた。分娩時期は、ホルモンの急激な変化が起こる

時期であり［56］、この分娩期に血清コルチゾール増加と高率にHpが出現し

たことは・なにか関連があることを予想させる。先に述べた様に、Hpの合成

避
　釦　　鐵・

　　　　灘
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調節について＋分に解明されている訳ではないが、本研究で示したウシにおけ

　る脂肪肝の誘導実験でコルチゾールとHpの出現には関連を窺わせたこと、ウ

　シ脂肪肝発症時には、血液中のグルココルチコイドが増加していた［42］こと、

ウシでのデキサメサゾン投与と投与中止と同時の絶食によりHpの誘導された

　［67］こと、さらにラットの肝細胞を用いた実験で、Hpの合成・分泌がグル

ココルチコイドによって調節されることが認められ、このHpの合成・分泌調

節はHpを発現させる遺伝子の中にグルココルチコイド応答エレメントがある

ためとされている［37］ことなどを考え併せると、Hpの出現は、グルココル

チコイドが肝臓におけるHp発現遺伝子を刺激することによって起きた現象の

一つであると考えることができよう。しかしながら、ウシでのHp濃度変化と

グルココルチコイド濃度変化との相関等に関する点については今回の研究では

検討しておらず、またこの点についての報告もなく、今後さらに詳しい検討が

必要であると思われる。

　ヒトのHp遺伝子座は第16番目の染色体上にあり、この近い部位に脂質代謝

に関連した遺伝子が存在する［50］と言われている。また、血清コレステロー

ル濃度の調節とHpアイソフォームには、どのような機序かは不明だが、数多

くの臨床データから関連があるとヒトでは報告されている［54］。従来脂肪肝

発生には・NEFAやTGなどの脂質代謝に異常が起こることが必須条件であると

されており［13，41］、今回の検討でも分娩前後には、NEFAやTGの変動が認め

られた・また・野外例［55・66］あるいは今回の実験的に起こした脂肪肝にHp

が認められ、分娩時にはその前後に比べて有意にHpが出現した。この様に、

ヒトやウシでの脂質代謝異常は、Hpとの関連性を強く示唆する結果と思われ

た。

　ハプトグロビンは、プロスタグランディン合成を阻害するとされている

［23，53］。また、プロスタグランディン合成の元になるアラキドン酸は、分

　　、1麟　　羅灘．，．．『

za’二三『欝難雛r 灘　



娩期に起きたウシ脂肪肝で明瞭に減少していたとの報告［44］、またエチオニ

ン投与によるラットでの脂肪肝でも同様なことが言われている［61］。これら

の報告などからもどのような合成系でHpが誘導されるにせよ、　Hpの出現が脂

肪肝と関連していることの一つの証左と思われた。

　分娩前後の血清ApoB－100の変動について検討したところ、分娩当日はその前

後に比べて最も減少しており、乳期別に検討した報告［34，35，48］とほぼ一致

した値となった。肝TG量と血清ApoB－100との関連では、ウシ脂肪肝の野外例

で血清ApoB－100の減少が認められたとの報告［36，38］や、肝TG量が増加する

と血清ApoB－100が減少するとの報告［35］がある。このことからすると、今回

観察された分娩時でのApoB－100の減少が、何らかの理由で引き続き起こった場

合に脂肪肝として発症するのではと考えられる。そのため、ウシでは脂肪肝が

分娩を契機とする理由の一つと思われる。

　以上のように、分娩時の血清Hpの出現およびApoB－100濃度の減少は、出産

後の脂肪肝発生と関連していると思われる。

藁』～尋
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V　　　！J、括

　出産後に多く発生するウシ脂肪肝の一要因について次のような検討をした。

同一牛舎のウシを5つの群（分娩時を0日としてその前後の牛群を1群：一44

日から一30日・2群：一21日から一9日、3群：0日から1日、4群：7日から

14日、5群：28日から35日）に分けて、周産期におけるHp、　ApoB－100およびコ

ルチゾール等の血中動態を検討した。

第3群の血清Hpは、その前後に比べて有意に検出率が高かった。

第3群の血清ApoB－100は、その前後に比べて有意に減少していた。

第3群は・血清TG濃度の低下およびNEFAの増加が認められた。

第3群の血清コルチゾールは、その前後に比べて有意に増加していた。

分娩時の血清Hpの出現およびApoB－100濃度の減少は、出産後の脂肪肝発

生と関連していることが示唆された。

・「i @Si纒灘為門門鞭鰭’・円円 躍’L）



一　60

総括
　ウシ脂肪肝に関する研究は、自然発生例に関連した報告が主としてされてお

り、実験的に脂肪肝を誘導した報告はない。そこで、ラットに脂肪肝を起こす

とされているエチオニンを用いて、ウシ脂肪肝の誘導を試み、血中リポタンパ

ク質とハプトグロビンの動態を中心に生化学的検討を行った。また、出産後に

多発するウシ脂肪肝の要因についても同様の検討を加え以下の結果を得た。

1　ホルスタイン牛に体重1　kg当りエチオニンを25mg、1週間隔で腹腔に投

与すると、肝TG量は明らかに増加した。

2　リポタンパク質の分析では、VU）L（密度0．95－1．006g／m1）およびLDL（密度

1．006－1．063g／ml）に認められたApoB－100は投与後減少した。また、　HDL（密度

1．063－1．210g／m1）中のApoA－1もまた、　ApoB－100程明確ではなかったが投与後に

減少をした。

3　ApoB－100の減少とVLDLおよびLDL中のTG減少は、エチオニン投与直後に

は、関連が認められた。

4　LDLおよびHDL中のコレステロールおよびリン脂質は、投与後に減少をし

た。コレステロールの減少は、コレステロールエステルの減少によるものであ

った。

5　血中HpをSRID法により測定をしたところ、エチオニン投与により作出し

た脂肪肝牛全例の血清中にHpが出現した。

6　エチオニン投与により作出した脂肪肝牛で、血清コルチゾールの増加が認

められた。

7　分娩時の血清パラメータについてその前後と比べると、Hp、コルチゾー

ル・NEFAの増加・並びにApoB－100とTGの減少が認められた。

　以上の結果は、自然発症のウシ脂肪肝と類似した側面を有しており、本実験

モデルの有用性を示唆すると同時に、アポリポタンパク質の減少によって肝臓
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からTG分泌が障害され・肝TG量の増力・が起こることを示している．また、月旨

肪肝と血清Hpとの関連性が確認されたので、その診断的有用性が示唆された。
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Serum　Lipoproteins　and　Haptogllobin　in　Cows　with

　　　　　　　Experimentally　lnduced　Fatty　Liver

EUI　UCHIDA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUMMARY

　　　　　The　previous　studies　of　fatty　liver　in　cows　have　been　mainly　fbcused　on

na加ral　cases・and血ere　have　been　n・re卿s・n　cxpcr㎞entally血duced伽y　liver

Ethi・nine・an　anal・gue・f　methi・㎡ne，　is㎞・wn　t・induce　fatty　liver血mts　by

㎞ibit血9血e　bi・synthesis・f　s・me　pr・tcins　such　as　ap・lip・pr・teins．　The　purP・se・f

the　study　reported　here　is　to　induce　fatty　liver　in　cows　by　administration　of

ethi・血e・t・determine血。　mle・f　semm　lip・pr・teins　and　hapt・91・bin（Hp），㎝d　t。

make磁tical　c・mmentary　up・n　p・ssible　fact・曲r血e　devel・pment・f伽y　liver㎞

　　　　　　　　　　cows　at　pcnpartum．

　　　　　The　results　obta血cd　werc　su㎜漉ed　as酬ows：

1）htraperit・neal珂’ecti・n・f　ethi・血e　at　a　d・se・f　25mgil（9・f　b・dy　weight　at　1

week　intervals　resulted　in　a　significant　increase　in　hver　triglyceride（TG）content．

2）The　serum　level・f　sevcral　ap・lip・pr・teins　was　f・und　t・deerease，㎞脚icula，

ap・lip・pr・te血B－100（ap・B－100）血ve坦・w　density（0．95　t・1．0069／ml）

1ipoprotein　and　in　low　density（1．006　to　1．063　g加1）lipoprotcin　f止actions．　Decreased

　　　　

懇羅．灘

　　窺
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concentration　of　apolipoprotein　A一　1　in　high　density　（1．063　to　1．210　g／ml）

lipoprotein　was　also　observed，　although　not　as　distinctly　as　with　apoB一一100．

3）The　decrease・f　semm　ap・B－100　c・n㏄ntrati・舳the伽・血P・pr・tein　fracti。ns

was　correlated　to　the　decreased　TG　concentration　in　the　respective　fractions．

4）　Serum　levels　of　total　cholesterol　and　phospholipid　in　low　and　high　density

lipoprotein丘actions　were　decreascd．　The　decrease　in　cholcsterol　was　attributed　to

the　reduced　concentration　of　cholesterol　esters．

5）　in　order　to　assess　the　possible　association　of　serum　Hp　with　fatty　liver，　serum　Hp

　　　　　　　　　ロconccntratlon　was　cvaluated　by　the　single　radial　immunodiffUsion　method　after

ethionine　administratio：n．　Haptoglobin　concentration　was　found　to　be　increased　in　the

sera　of　cthioni皿e－administered　cows．

6）Semm　cortisol　concentration　was　also　increased　in　ethionine－treated　cows．

7）Among　various　serum　paramcters　measured　before　and　aftcr　parturition，　Hp，

cortisol　and　nonesterified　fatty　acids　were　increased，　and　apoB－100　and　TG　wcre

dccreased　at　parturition．

　　　　　Thus，　ethionine　administration　to　cows　can　inducc　biochemical　altcrations

quite　similar　to　those　seen　in　natural　cases　of　fatty　liver；that　is，　a：n　increase㎞

hepatic　triglyceridc　content，　a　decreased　levcl　of　serum　apolipoprotein　and　a

significant　rise　of　serum　Hp　level．　These　results　suggest　that　ethio血e　administration

provides　a　useful　model　fbr　the　study　of　the　pathogenesis　of　fatty　liver　in　cows．　It

was　also　suggested　that　serum　Hp　is　correlated　with　the　developmcnt　of　fatty　liver㎞
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cows，　and　may　be　one　of　the　markers　for　the　diagnosis　of　fatty　liver　in　cattle．
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