
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

ラット血漿におけるコレステロールのエステル化 :
コレステロール,コール酸投与の影響

菅野, 道広
九州大学農学部食糧化学工学科栄養化学教室

Portman, Oscar, W
Oregon Regional Primate Research Center, Beaverton, Oregon, U.S.A.

https://doi.org/10.15017/22963

出版情報：九州大學農學部學藝雜誌. 22 (2), pp.157-172, 1966-04. 九州大學農學部
バージョン：
権利関係：



ラ ッ ト血 漿 に 診 け る コ レ ス テ ロ ー ル の エ ス テ ル 化

コ レステ ロール,コ ール酸 投与 の影 響

菅 野 道 広*・OscarW.Portman

Cholesterol esterification by rat plasma in vitro 

   Effect of dietary cholesterol and cholic acid 

   Michihiro Sugano and 0. W. Portman

Sperry25)が 最初に血清におけるコレステロールの

酵素的エステル化を観察して以来,こ の酵素について

多 くの研究がなされてきた.5)最 近Glomsetら は,6・8)

このエステル化反応が血漿の脂肪酸転位酵素により触

媒され,転 位された肪脂酸の大部分が血漿レシチンの

C2一位の脂肪酸に由来することを見出している.こ の

場合,血 漿の トリグ リセリドもまた飽和酸の供与体と

なると報告 しているが,Shahら23)の 研究によると脂

肪酸供与体としての トリグリセリドの役割はリン脂質

に比べ極めて低いようである.遊 離脂肪酸あるいは脂

肪酸、CoAは エステル化されない.8)こ のように血漿

のコレステロールエステル化反応に対 しリン脂質は脂

肪酸供与体として,ま た新生 したコレステロール ・エ

ステルの脂肪酸組成の上に極めて重要な働きをもつ.

血漿を含め,一 般に種々の組織のリン脂質のC2一位(β

位)の 脂肪酸は不飽和酸に富んでいる.10・11)血漿のコ

レステロールエステルもまた高濃度の高度不飽和酸を

含んでいることからもリン脂質のこの反応に及ぼす影

響がうかがわれる.リ ン脂質のβ位脂肪酸を加水分解

し,リ ゾ リン脂質を生成するホスホリパーゼAを 作用

させると,血 漿でのコレステロール ・エステル化反応

は殆んど完全に抑えられる.21・23)血漿の リン脂質は一

般的には高密度 リボ蛋白質中に多 く存在しているが,

エステル化酵素活性もこの区分で高い.7・30・31)したが

つてこの リボ蛋白質の構造を破損するような試薬(例

えばGroup-AStreptococcusの 抽出物20・22))を作用

させるとリン脂質の利用が容易 に な り酵素活性は高

くなる。

血漿のこの酵素は肝臓において生成されるものであ

つて,肝 臓の損傷,16)あ るいは肝臓摘除4)に よつてそ

の活性を低下する.し かしながら血漿と肝臓における

コレステロール ・エステル化酵素反応の機作は全 く異
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なつている.肝臓は遊離脂肪酸をCoA,ATPの 存在下

でエステル化 しうるがs9)グ リセ リド態の脂肪酸をエ

ステル化し得ない.3)血 漿,肝 臓のエステル化酵素の

性質を比較した場合,脂 肪酸特異性の点でも大きな差

異がある.Invitroで の ラット血漿のエステル化酵素

はアラキ ドン酸を優先的にエステル化 し,モ ノ不飽和

酸,飽 和酸では弱い.一 方肝臓ではモノ不飽和酸が特

異的にエステル化される.28)InviVOで もほぼ同様の

結果が得られている.28)一 方,リ ボ蛋白質態のコレス

テロールー4-C14を ラットに 静注 して,肝 臓と血液の

コレステロールエステル 中のC14濃 度(specificac-

tivity)を 追究してみると,注 射数時間内では血漿の

C14活 性 は肝臓のそれよりかなり高く,6～12時 間後

平衡に達する.28)

以上の点を考慮して みると,血 漿のコレステロー

ル ・エステル化酵素それ自体が,血 漿のコレステロー

ルエステルのレベルと組成に大きな役割を演 じている

ことがうかがわれる.さ らに,血漿のコレステロールエ

ステルを構成 している脂肪酸の組成を比較 した場合,

同一組成の食餌を投与 しても動物種によつて異なるこ

とが知られている.例 えばラットでは血漿のコレステ

ロールエステル中45～60%が アラキ ドン酸エステル

であるのに比べ,Cebusmonkeyで は約20%し か含ま

れていない.18)両 動物の他の組織ではこのような顕著

な差は認められない.こ の事実も血漿のコレステロー

ル・エステル化酵素の役割の一端を示すものであろう.

高度不飽和酸,恐 らくは必須脂肪酸が血漿 ・肝臓の

コレステロールの代謝に重要な役割をもつことは周知

の事実である.従 つて,上述の血漿のコレステロール・

エステル化酵素の性質から判断して,食 餌中の脂肪の

性状,血 漿あるいは肝臓のコレステロールのレベル ・

脂肪酸の組成その他の因子が,こ の酵素に影響を及ぼ

すことが考 え られ る.事 実,血 漿におけるコレステ



ロ一ル の エステル化のrateは,"essentialhyper-

cholesterolemia'1(木 態'性高コレステロール 血症)で

は しばしば高く,hypothyroidism(甲 状線機能低下

症)を 伴うhyperlipemia(高 脂血症)で は低いこと

が報告されている.6)ま た著者らは,必 須脂肪酸欠乏

ラット血漿ではこの酵素活性がかなり高 くなり,か つ

血液循環系からのコレステロールエステルの消失も速

やかであることを観察した.29)

これ らの観察を基にしてみると,血 漿のコレステロ

ール ・エステル化酵素の活性に及ぼす食餌因子,と く

に必須脂肪酸,コ レステロールの効果を追究すること

は興味があると思われる.本 研究では トウモロコシ油

あるいは完全に水添したココナッツ油にコレステロー

ルおよびコール酸を添加 した飼料を摂取 したラット血

漿のコレステロール ・エステル化活性,新 生した各エ

ステル中のC14の 分布,お よび エステル化された脂

肪酸の性状などを比較検討 したので報告 したい.

実 験 材 料 お よび 方 法

1.実 験動物および飼料組成

体重約409の 雄 白ネズミ(HoltzmanCo,Madi-

son,Wisconsin)を1匹 宛飼養カゴに入れ,実 験食と

水は自由に与えた。ラットは次の4群 にわけた:

第1群;ト ウモロコシ油区

Table 1. Composition of basal diet used. 

       (weight percent) 

Dextrose72 
 Casein (defatted)18 

 Salt mixture 1)4 
 Vitamin mixture 2)1 

Fats5 

1) The salt mixture  "  Hegsted  " contained : 
 calcium carbonate, 13.60 g ; dipotassium 

 phosphate, 16. 31g ; monocalcium phosphate, 
3. 41g ; magnesium sulfate, 4. 71g ; sodium 

 chloride, 7. 14 g ; ferric chloride, 1. 20 g ; 
 potassium iodide, 37mg ; manganous sulfate, 

167mg ; copper sulfate 10mg ; zinc chloride, 
  10mg. 

2) The vitamin mixture contained : thia-
 mine HCI, 200mg ; riboflavin, 200mg ; py-

 ridoxine HC1, 200mg ; niacin, 600mg ; cal 
 cium pantothenate, 800mg ; choline chloride, 

 40 g ; biotin, 4 mg ; inositol, 4 mg ; folic 
 acid 8mg ; ascorbic acid, 2. 4g ; methionine, 

100 g ; cyanocobalamin, 1. 6 mg ; vitamin A 
 acetate (1, 000, 000 IU/g), 200mg; calciferol, 

 8 mg ; alpha-tocopherol, 4 g ; menadione, 
20mg ; and glucose to make a total weight 

 of 1, 000 g.

策II群;ト ウモ ロコ シ油 十 コ レス テ ロー ル 十 コー ル

酸 区

第III群;水 添 コ コ ナ ッ ツ油 区

第VI群;水 添 コ コナ ッ ツ油 十コレステロール 十 コー

ル酸 区

基 木 飼 料 の組 成 はTable1に 示 す と う りで あ る.

コー ル酸 は コ レステ ロー ルの 吸 収 を よ く し,血 漿一 肝

臓 系 に お け る コ レス テ ロー ルの レベ ル に よ り顕 著 な差

を 与 え るた め 添加 した.14)

2.血 漿 に お け る コ レス テ ロー ル の エ ス テ ル 化 反応

の測 定 法

斬 首に よ り採血 し,ヘ パ リンを含 む 氷 冷 した チ ュー

ブ に と り,0℃ で30分 遠 心 分 離 して ヘパ リン」'(IL漿を 凋

製 した.血 漿,血 清 間 で 酵 素 活 性 に差 は認 め られ ない.

コレステロールー4℃i4の 石 油エーテル(沸 点30-60

℃)溶 液 を,稀 塩 酸 で 予 じめ洗滌 したCelite545と

混和 し,窒 素 気 流中で 溶 媒 を 蒸 発 さ せ る1),通 常

Celite100mgに コ レス テ ロー ルー4-C143μ9(8,6

μ9/μc)を 添 加 し,1m1の 血 漿 と共 に37℃ で5時

間incubationし た.

3,脂 質 成分 の分 析 法

Incubation終 了後,反 応 容 器 内 容 を0℃ で 遠 心 分

離 しCeliteを 除 き,上 澄 の一 定 容 を と り20倍 容 の ク

ロ ロ ホ ルム:メタノール(2:1,v/v)で 抽 出 し,抽 出

液 を20%容 の 水で洗滌 した.26)37℃,5時間 のin-

cubation中,コ レステ ロー ル の 環 状 構造 に は 変 化 は

な く,遊 離 型 とすれ ばC14活 性 のす べ て が ジ ギ トニ ト

と して 沈 澱 す る.脂 質 抽 出 液 を シ リカゲ ル カ ラ ム にか

け,コレステロール エ ステ ル を分 別 した.内 経0.8cm

の カ ラ ムに 約6～79の シ リカゲ ル(Mallinckrodt,

Silicicacid,100mesh)を つ め,予 じめ1カ ラム容 の

メ タ ノー ル お よび エチ ル ・エー テ ル,2カ ラム容 の リ

グ ロ イ ンで こ の順 に洗滌 した の ち試 料 の リグ ロイ ン溶

液 を負 荷 した.コレステロール エ ステ ル の溶 出 は2%

エ チ ル ・エ ー テ ルの リグ ロ イ ン溶 液 で行 なつ た.溶 出

成 分 の 確認 は放 射 性 の遊 離 コ レス テ ロー ル お よび エ ス

テ ル型 コ レス テ ロー ル,中 性 脂 肪 で 行 なつ た.

コ レス テ ロー ル エ ス テ ル区 分 を 鹸 化 して 脂 肪 酸 を遊

離 化 し,メ タ ノー ル:硫 酸:ベ ンゼ ン(10:0・1:

0.1,v/v)滉 合 液 中 で2時 間 還 流 して メ チ ル エス テ

ル と し,ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー に よつ て 脂 肪 酸 を分

別 定 量 した.直 径5mm,長 さ1.8mの カ ラム に エ チ

レ ング ライ コー ル ・ポリサクシネェート(Chromosorb

Wに16%添 加 した もの)を つ め,カ ラム温 度190℃,ア

ル ゴン ガ ス流60m1/分 の条 件 下 で,ArgonIonization



Detectorで 各 ピー クを 検 出 した 。 ガ ス クロ マ トグ ラ

ム上 の各 ピー クは 標 準 品 で 同定 し,定 量 は,Trian-

gulation法 に よつ た.

コ レス テ ロー ル エ ス テ ルは さ らに薄 層 ク ロマ トグ ラ

フ ィー に よ つ て,い くつ か の エ ステ ル 成 分 に 分 離 し

た19・28,29).シ リカゲ ルG(Merck製)の250mμ の薄

層 プ レー トに,試 料 を適 当な 幅 に連 続 ス ポ ッ トし,シ

ク ロヘ キサ ン;ベ ン ゼ ン(3.5:1,v/v)で 約18cm展

開 した.こ の 溶媒 の組 成 は 展 開温 度 に よつ てー調節 す る

必 要 が あ る.夏 期 に はベ ンゼ ンの割 合 を 減 ら して(4.5=

1,v/v)極 性 の 低 い もの に し,冬 期 で は2.8:1の 位

も のが 良 い.い ず れ の場 合 も,飽 不ri「酸 のRfが0.4～

0.5に なるように調節すればよい分離が得られる,展

開後風乾 し,溶 媒を蒸発させ,ヨ ー ド蒸気にあつて夫

々のコレステロールエステルを検出した.こ の方法に

よつて,Fig.1に 示 したように,正 常の ラット血漿

のコレステロールは,飽 和酸,モ ノ不飽和酸,ジ 不飽

和酸,テ トラ不飽和酸および,よ り高度の不飽和酸のエ

ステルに分別できる.最 も移動度の低い高度不飽和酸

の量は通常きわめて少ないので本実験ではテ トラ不飽

和酸エステルと合一してとりあつかつた.必 須脂肪酸

欠乏ラットの血漿の場合,モ ノ不飽和酸の増加はきわ

めて顕著であり,こ れに反 しジおよびテ トラ不飽和酸

は減少し,欠 乏食摂取期間の延長と共にアイコサ トリ

  Fig. 1. Thin-layer chromatogram of plasma  cholesterol  • esters. 

Plasma cholesterol esterol esters were separated into the subcom-
ponents by thin-layer chromatography using a 250 mu layer of Silica 
Gel G (Merck) and a solvent system of cyclohexane : benzene (3. 5 : 
1, v/v) at 18 to 22°C. Left : plama from rats on a corn oil diet. 
Right : plasma form rats on a hydrogenated coconut oil diet. 

 (1) : saturated esters ; palmitate, stearate and myristate. 
 (2) : monoenoic esters ; oleate and palmitoleate. 

 (3) : dienoic esters ; linoleate and trace amount of linolenate. 
 (4) : tetraenoic esters ; arachidonate. 

(5) : origin ; contained triglycerides, free cholesterol and phospho-
     lipids. 

(;) : trienoic ester ; eicosatrienoate(only plasma from essential fatty 
      acid deficient rat contained the eicosatrienoate ester), and 

      trace amount of linoleate. 
Std. means standard mixture of cholesteryl palmitate, oleate, and 
linoleate.



エ ン ・ エ ステ ル(C20:3)が 増 加 す る.こ のた め モ ノ

不 飽 和 峻 か らジ不 飽 和 酸 を分 離 す る こ とは難 し く,ま

た テ ス トラ不飽 和 酸 とC20・3酸 エ ステ ル を分 別 す る こ

と も困 難 で あ る(Fig.1参 照).

4.Incubation中 に エ ス テル 化 され た コ レス テ ロー

ル 量 の 定 量

Incubation終 了後 の 脂 質抽 出液 を 薄 層 クロ マ トグ

ラ フ ィー に よ つ て遊 離 お よ び エ ステ ル型 コ レステ

ロ ー ルに分 別 した.こ の 場 合,シ ク ロヘ キ サ ン:ベ

ン ゼ ン(5=1,v/v)を 用 い 約10cm展 開 した.両 区

分 中 のC14活 性 を 測 定 し,エ ス テ ル 中 のC14の%

を 計 算 した.C14の 活性 は,ヨ ー ド蒸 気 で 両 区 分 を検

出 した の ち,80℃ に加 温 して ヨー ドを とば し,脱 色

した の ち シ ン チ レー シ ョン用 バ イア ル に シ リカゲ ルを

直 接 けず り落 し,こ れ に シ ンチ レー シ ョン液 を加 え計

測 した.シ ンチ レー シ ョン液 の組 成 は;1,4-bis-2-(4-

methyl-5-phenyloxazolyl)-benzen,50mg;2,5-

diphenyloxazole,49を トルェ ンllに 溶 解.

Incubation中 に エ ス テ ル化 され た コ レス テ ロー ル

の 量 は次 式 に よつ て求 めた.

Fig. 2. The rate of solubilization and esterification of  cholesterol-4-
   C14 on Celite 545 by rat plasma in vitro. 

One ml of plasma was incubated with 0.3 /lc of cholesterol-4-C14 on 
Celite 545 (100 mg) at 37°C for periods indicated. 

•—• ; calulated on the basis of radioactivity, 
o—o ; determined by the decrease in free cholesterol.



Fig. 3. Distribution of radiocholesterol in subclasses of plasma chole-

     sterol esters. After the plasma incubation, cholesterol esters 

     were separated by thin-layer chromatography into sub-

     components and radioactivity counted. Plasma was harvested 

    from the rat fed on a chow diet. The highly polyenoic ester 

     means fatty acid esters of cholesterol polar than the ara-

     chidonate ester on the chromatogram.

この よ うに して得 た量 は,incubation中 に減 少 し

た遊 離 コ レステ ロー ルを 化 学 的 に 定 量27)し た 結 果 と

きわ めて よ く一 致 した.Fig.2に 示 す とお りで あ る.

Incubation中 に 全 コ レス テロー ル の量 は不 変 で あ り,

endogenous(血 漿 中 の コ レステロー ル)とexogenous

(添 加 し た コ レス テ ロー ルーC14)の コ レ ステ ロー ル の

変 化 が 一 致 した こ とか ら,少 な くと も37℃,5時 間

のincubation中 に,新 生 した コ レス テロー ル エ ステ

ル の水 解 は起 つ て い ない こ とが示 され た.し か し,コ

レス テ ロー ル エ ステ ル 間でinterexchange反 応 が 起

つ て ない とい う直 接'証明 は な い.

Fig.3に 薄 層 クロマ トで 分 離 した コ レス テロー ル

エステル各成分中のC14の%分 布が,経 時的に殆んど

変化がないことを示 した.こ の結果は,市 販の配合飼

料(PurinaRatChow)を 与えた ラットについて得

たものを一例として示 した.

結 果

1.食 餌脂肪 および コレステロール ・コール酸投与

の血漿におけるコレステロールのエステル化に

及ぼす影響

4種 の実験食を1,2,4お よび6週 間摂取したラッ

ト血漿のコレステロール値をFig.4に 示 した.コ レ



Fig. 4. Plasma concentration of cholesterol as a function of the 

     duration of feeding various diets. Two rats were sacrificed at 

     2 weeks on diets, and 3 rats thereafter. 

     •  ----..------- • ; corn oil •------ ---- • ; corn oil + cholesterol + 

     cholic acid, •------ ---• ; hydrogenated coconut oil, •------------• 

; hydrogenated coconut oil + cholesterol+cholic acid.

ステロールを摂取した場合,高 度不飽和酸の血漿コレ

ステロールのレベル低下効果は 明白であつた.第IV

群 のコレステロール ・レベルは4週 間目にピークをも

ち,以 後低下したのに反 し,第II群 で は4週 以後急

激に上昇した.こ のようなコレステロール濃度の変化

は,Hegstedら14)の 結果とよく一致した.必 須脂肪酸

欠乏食をとつた第III群 では非常にゆるやかではある

が コ レス ロー ル濃 度 は経 時 す れ ば 徐 々に低 下 した.各

群 の ラ ッ ト血 漿 にお け る遊 離 型 コ レステ ロー ルの 濃度

変 化 は 全 コ レス テ ロー ル の それ とほ ぼ 同様 の傾 向 を示

した.

Fig.5に 示 した よ うに,各 群 の ラ ッ ト血 漿 に お け

るinvitroで の コ レス テ ロー ル の エ ス テ ル化 は,そ の

コ レステ ロー ル ・レベ ル とほ ぼ 逆 の 関係 が あ る.す な



Fig. 5. Cholesterol esterification activity of plasma in vitro as a 

     function of the duration of feeding various diets.  •--------------- - • 

; corn oil, • -- --• ; corn oil + cholesterol + cholic acid, 
     • -- — - -• ; hydrogenated coconut oil, •------_------• ; hydro-

     genated coconut oil + cholesterol + cholic acid.

わち,コ レステロールの濃度が高い血漿ではエステル

化活性は低いようであつた.第IV群 の血漿の酵素活

性は例外で,そ のコレステロール ・レベルが4～6週

の間に急激に低 くなつたにもかかわらず酵素活性はな

お低下の傾向にあつた.

第III群 血漿の活性は,必 須脂肪酸を摂つた第1群

よりやや高い値をもち,この傾向はこれより長期(10～

20週)必 須脂肪酸欠乏飼料を摂つたラットではより顕

著であつた29).飽 和,不 飽和脂肪のいずれを摂取して

も,コ レス テ ロー ル,コ ー ル酸 の添 加 は血 漿 の エ ス テ

ル化 活性 を低 下 させ た.し か し コ レス テ ロー ル,コ ー

ル酸 を投 与 した 第II群 と第IV群 を比 較 す ると,前 者

で か な り高 い エ ステ ル化 能 が 観 察 され,こ の こと は必

須 脂 肪酸 の血 漿 コ レス テ ロー ル 濃度 低 下 効 果 の一 因を

示 唆 す る.

2.Incubation中 に 生 成 した種 々 の コ レ ステ ロー ル

エ ステ ル 中 のC14の 分 布

Fig.6,7に 前 記 の よ うに して 薄 層 ク ロ マ トグ ラ



Fig. 6. Distribution of  C14-cholesterol in subclasses of cholesterol 

     esters as a function of the duration on various diets. 

     corn oil, ----- ; corn oil -F cholesterol + cholic acid.

フィーによつて分別したコレステロールの各種脂肪酸

エステル中のC14の96分 布をしめした.

第1群 の血漿で,invitroで 生成したコレステロー

ルエステルの放射能のパターンは,第II群 の結果とよ

く類似した.し かし次の区分でかなりの差があつた.

すなはち,第II群 の リノール酸および飽和酸エステル

のCi4一 活性は コレステロール ・コール酸食期間の延

長とともにやや低下 し,モ ノ不飽和酸エステル区分の

活性は増加の傾向にあつた(Fig.6)。

第III,IV群 では第1,II群 ときわめて異なるC14

分布を示 したが,C14の%分 布は全実験期間を通じ第

III,IV群 間で同様の傾向を示した.モ ノ不飽和酸エス

テル区分中のC14は 経 時的に増加し,ト リおよびテ ト

ラ不飽和酸では低下 した.全 活性の50～80%は モノ

不飽和酸エステル区分で占められたが,こ のエステル

は必須脂脂酸欠乏ラットの血漿のコレステロールエス



Fig. 7. Distribution of  C14-cholesterol in subclasses of cholesterol 

     esters as a function of the duration on various diets. -- — ; 

     hydrogenated coconut oil, - ; hydrogenated coconut 

     oil -}- cholesterol -1- cholic acid.

テ ル 中 に特 異 的 に蓄 積 す る こ とは よ く知 られ て い る,

3.基 質 ・生 成物 の濃 度 と酵素 活性 の 関 係

必 須 脂 肪 酸 欠 乏 ラ ッ トの 血 漿 に お け る エ ステ ル化 活

性 の変 化 に関 し,基 質(コ レステ ロー ルお よ び リン脂

質)と 生 成 物(コ レス テ ロー ル エ ス テ ル)の 反 応 系 中

の 濃度 の,こ の 酵 素活 性 に及 ぼ す影 響 を しらべ る た め

に,い わ ゆ る"CommonSubstrate"法,を 用 い て

追 究 した.19)60℃ で30分 間 窒素 気 流 中 で 加 熱 し,エ

ステ ル化 活 性 を 失 活 させ た血漿 をCelite545に のせ

た コ レス テ ロー ルー4-C14と と もに37℃ でincubation

した後の上澄を基質として用いた.こ の基質が血漿に

おけるコレステロールのエステル化反応に際 し優れた

基質となることは詳細に報告 した.19)活 性血漿(加 熱

してないもの)0.2ml.を 上記の如 く して 得た基質

0.1～1.Omlと37℃ で3時 間incubationし た(最終液

量を1.2mlと な るように0.1Mリ ン酸カリ緩衝液,

pH7.4を 加えた).

Fig.8に 結果を示したが,ラ ベルした基質濃度の

増加とともに酵素活性はわずかながら上昇した.従 つ

て,活 性血漿の酵素活性が,反 応液系中の基質,生 成



Fig. 8. Relationship between level of substrate (cholesterol) or product 

     (cholesterol ester) and esterification activity. Two-tenths ml 
     of unheated plasma was used in all flask containing a  1.0 ml 
     addition as varying mixtures of inactivated plasma (containing 

cholesterol-4-C14) from rats fed chow diet and 0. 1 M potassium 

     phosphate buffer, pH 7.4.

物の濃度で抑えられることは考え難い.つ まり,必 須

脂肪酸欠乏によるラット血漿のコレステロール ・エス

テル化酵素活性の増加,あ るいはコレステロール ・コ

ル酸食によるエステル化能の低下は血漿のコレステロ

ールのレベルからだけでは説明され難い.Fig。8に 示

した結果は トウモロコシ油(5%)あ るいは無脂肪飼

料を8週 間摂取 したラットから得たものであり,無 脂

肪食ラットではCelite法 におけると同様高い活性を

示 した.基 質は保存食ラットより褥た.

4.血 漿のコレステロールエステルの脂肪酸組成

6週 間4種 の実験食を摂取 した各群のラット血漿の

コレステロールエステルの脂肪酸組成をTable2に

示 した.%で 比較した場合第II群 では 第1群 と比ベ

アラキドン酸の減少が 著しい.こ れに反 しオレイン

酸,パ ル ミトオレイン酸が著増 した.血 漿のコレステ

ロールエステルの濃度は 第II群 では著増 しているが,

血漿1m1あ た りのアラキ ドン酸エステルの絶対量に

換算 しても第1群,第II群 でそれぞれ264μg,115μg

で,か なりの差が認められた.

第III群 ではアラキ ドン酸量は極めて少なくC20の

トリ不飽和酸の蓄積が認められ,ま たパルミトオレイ

ン酸,オ レイン酸の量が多い.第IV群 では第III群 に

比ベアラキ ドン酸,C20ト リ不飽和酸量はともに極め

て少な く,モノ不飽和酸が激増 した.コ レステロール・

コール酸を摂収 した場合,投与 脂肪が全 く異なつてい

ても,コ レステロールエステルの脂肪酸組成にはかな

りの共通点があることがわかる.

5.Incubation前 後における コレステロールエステ

ルの脂肪酸組成の変化 一エステル 化された脂

肪酸の性状

ラット血漿のコレステロール ・テステル化酵素の活

性は必ず しも1血漿のコレステロール濃度にのみ影響さ

れないことを先に記 した.ま たラット血漿におけるコ

レステロールのエステル化の脂肪酸特異性の研究で,

この酵素はアラキ ドン酸を特異的に優先 してエステル

化することが認められた.28)し たがつて,こ の酵素活

性に及ぼす種々の要因の一つとして考えられるincu-

bation中 にエステル化された脂肪酸の性状を しらべ

るため次のような実験を行なつた.

す なはち,incubation前 後のコレステロール エス



Table 2. Fatty acid composition of plasma cholesterol esters and 
       the nature of fatty acids transesterified to plasma chole-

       sterol during the  incubaion.  1) 

              (Percent of total fatty acids)

1) Mean of 3 rats per group, 6 weeks on experimental diets. 
2) First figure indicates carbon number and the second indicates number of double bond. 

   Small amounts of fatty acids unidentified was present in addition to the fatty acids des-
   cribed here. 

3) Group I ; corn oil, Group II ; corn oil+cholesterol+cholic acid, Group III ; hydrogenated 
   coconut oil, Group IV ; hydrogenated coconut oil+cholesterol+cholic acid. 

4) Weight percentage of total fatty acids transesterified to cholesterol assuming exchange to 
   be minor in comparison with net transfer. The total amonut of fatty acids transest-

   erified to cholsterol calculated on the basis of increases in esterified cholesterol during 
   the plasma incubation at 37°C for 5 hours. 

5) This indicates the decrease in the relative amount of the fatty acid ester of cholesterol 
   during the plasma incubation.

テ ルの 脂 肪酸 組 成 を ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー に よつ て

しらべ た.Interexchangeに よ る 脂 肪 酸 の 組 成 変 化

は,エ ステ ル化 され た 量 に比 較 して 無 視 で きる位 少 な

い と推 定 して,エ ス テル 化 され た種 々の 脂肪 酸 の量 は

incubation前 後 で の コ レス テ ロー ル エ ス テ ル の 差 か

ら求 め た.結 果 はTable2に 併 記 したが,こ れ らの研 究

は実 験 食 を6週 間 摂 取 した ラ ッ トにつ い て行 なつ た.

まず コ レス テ ロー ル エ ス テ ルを 構成 す る脂 肪 酸 の 組

成(重 量%)をincubation前 後 で 比 較 した.第1

群 で はincubation中 に オ レイ ン酸 は 誠 少 し,リ ノー

ル酸 は 増 加 した.こ の 結果 は保 存食 を とつ た ラ ッ トで

のGlomsetの 結 果6)と よ く一 致す るが,飽 和 酸量 に

は は っ き り した変 化 は なか つ た.第II群 で は オ レイ

ン酸 は 増 加 し,パ ル ミチ ン酸 は減少 した.第III群,

第IV群 で はincubation前 後 で脂 肪 酸 組 成 に著 る しい

変 化 は な く,た だ 第IV群 で オ レイ ン酸 が わ ず か に増

加 す るよ うで あ つ た.

つい でincubation中 に 増 加 した 脂肪 酸 の 性 状 を し

らべた.第1群 ではincubation中 に増加 した脂肪酸

の65%以 上は高度不飽和脂肪酸(リ ノール酸,ア ラ

キ ドン酸)で 占められていた.ま たかなりの量の(17

%)の パ ルミチン酸の増加がみられたが,他 の脂肪酸

の増加は僅少であつた.第II群 では,こ れに反し増加

した脂肪酸の60%以 上は オレイン酸でみられ,ア ラ

キ ドン酸,パ ルミチン酸の増加も認められたが,リ ノ

ール酸量は殆んど変化しなかつた.

第III群 では必須脂肪酸欠乏に特異的なC20:3酸 を

除いて,高 度不飽和酸の増加はな く,モ ノ不飽和酸

(オ レイン酸,パ ルミトオレイン酸),飽 和酸(パ ルミ

チン酸)で の増加は著るしく,約70%を 占 め た.

この傾向は第IV群 では更に顕著で,オ レイン酸およ

びパルミチン酸の増加のみ観察され,両 者で全増加の

90%以 上 を占めた.

Glomset6)はinvitroでコレステロール にエステル

化された脂肪酸の組成は,血 漿のリン脂質のC2位 の

脂肪酸組成とよ く類似することを報告している.し た



がつて,Table2に 示 した各脂肪酸の増加から,リ ン

脂質のC2位 の脂肪酸組成も推測できる.

以上の結果か ら血漿脂質の脂肪酸組成が,エ ステル

化酵素の活性に大きな影響をおよぼすことがうかがわ

れる。第1群 と比べた場合に,第II群 でのエステル化

活性が著るしく低いことは,第II群 血 漿中のアラキ ド

ン酸のレベルが第1群 と比べ極めて低いことに一因が

あると考えられる.何 故なら,ラ ット血漿ではアラキ

ドン酸をエステル化する活性が非常に高 く,し たがつ

Specific activit3

て そ の エ ス テ ルの 代 謝 は速 や か で あ る と考 え られ るか

らで あ る.28)

6.新 生 し た コ レス デ ロール エ ス テ ル のSpecific

Activity

種 々の食 餌 を与 え た場 合 の ラ ッ ト血 漿 の コ レステ ロ

ー ル ・エ ス テ ル化 酵 素 の 脂 肪 酸 特 異 性 を 追 究 した .

Incubationfl:!に エ ス テル 化 され たC14一 コ レス テ ロー

ルの 量 は 前 記 した よ うに 各 群 に よ つて 大 差 が あ るの

で,specincactivityは 次 の よ うに 表 示す る こ とに

した.

% C14activity in each cholesterol ester fraction
 % composition of corresponding cholesterol ester  tatty acids

実 験 期 間4週 お よ び6週 で の上 記 の よ うに定 義 した

specificactivity値 をTable3に 示 した.

Specificactivityは 各 群 でheter◎geneousで あ る

こ とが わ か る.Invitroで の ラ ッ ト血 漿 に お け る コ レ

ス テ ロー ル ・エ ステ ル化 活 性 と このspeci丘cactivity

値 に は大 変興 味 あ る 相 関 が あ る よ うで あ る.す な わ

ち,第li群 と第II群 を 比 較 した場 合,実 験 食4週 間 で

は酵 素 活性 に は 大 差 が な く,ま たspeci丘cactivity

に も差 は ない,し か し6週 間 後 に な る と第II群 で は エ

ス テ ル化 活性 は第1群 に比 べ 薯 る し く低 下 し,同 時 に

ア ラ キ ドン酸 エ ス テル のspecificactivityが きわ め

て 高 くな る.つ ま りラ ッ ト血 漿 の エ ステ ル化 活 性 にア

ラキ ドン酸 が 重 要 な 役割 を演 ず る こと を示 唆 す る,他

方 モ ノ不 飽和 酸 のspecificactivityは 実 験食6週 間

後 の 第II群 で そ の 脂肪 酸 量 の 著 増 の結 果 第1群 の 約

1/3に な つ て い る.

飽 和 脂 肪 あ る い は,そ れ に コ レス テ ロー ル ・コー ル

酸 を 加 え た飼 料 を摂 取 した場 ・合 には,specificactivi-

tyの パ ター ン は 第1,II群 と 極 めて 異 な つ てい る.

最 も顕 著 な の は モ ノ不 飽 和 酸 の 区分 で,第1,第II群

と比 べ 約3～5倍 の 高 いspecificactivity値 を もつ

て い る。 一 方 第III群 で は トリ,テ トラ不 飽 和酸 の

sPecificactivityが 低 い の に比 べ,第IV群 で は非 常

に高 く,ち よ うど 第1群 と 第II群 の 関 係 に よ く類 似

す る.

Table 3. Specific activity of cholesterol esters after incubation of 

       plasma with  cholesterol-4-C  14  . 1)

C14-activity - - % in specific band 
Fatty acid -- % of ester cholesterol fatty acids

1) Mean of 3 rats per group. 
2) Saturated esters of cholesterol contain the palmitate, stearate and myristate esters, Mo-

   nounsaturated; oleate and palmitoleate esters, dienoic ; linoleate ester, trienoic ; eicosa-
   trienoic acid ester, tetraenoic ; arachidonate ester. Only rats which had received hydro-
   genated coconut oil diets contained eicosatrienoic acid esters,



Incubation後 の コ レステ ロー ル エス テ ル 中の 必須

脂 肪酸(リ ノー ル酸,リ ノ レイ ン酸,ア ラキ ドン酸)

の レベ ルをTable4に 示 した が,こ の表 と酵 素活 性

を比 較 す れ ばわ か るよ うに,高 度 不 飽和 酸 が ラ ッ ト血

漿 の エ ステ ル化 活 性 に 重要 な役 割 を持 つ こ とが再 確 認

沢力,ヒ ろ.

Table 4. Essential fatty acid contents of 

       plasma cholesterol  esters.  1) 

      (Percent of total fatty acids)

1) Fatty acid composition analyzed after 
   the plasma incubation at 37°C for 5 

   hours. Mean of 3 rats per group per 
   each experimental period. Essential fa-
   tty acids include linolic, linolenic, and 

   arachidonic acids. 
2) Group I ; corn oil diet, group II ; corn 

   oil + cholesterol + cholic acid, group III ; 
   hydrogenated coconut oil, group IV ; 
   hydrogenated coconut oil -I- cholesterol -f-

   cholic acid.

考 察

コレステロール ・コール酸を投与 した場合に,血 漿

の胆汁酸のレベルが高 くなることは当然考えられる.

Sperry2s)は 胆汁酸が血清のコレステロール ・エステ

ル化酵素の活性を阻害することを報じているので,コ

レステロール ・コール酸をとつたラット血漿でのエス

テル化活性の低下が,血漿 の胆汁酸濃度の上昇による

のではないかと推察された.6週 間実験食を摂取 した

ラット血漿中の胆汁酸濃度を半定量的に測定 したが,

15)Sperryが コレステロールのエステル化阻害を観

察 した場合の濃度よりはるかに低かつた,し たがつ

て,胆 汁酸のレベルが,酵 素作用に影響を及ぼすにし

ても,木 実験の結果は,そ のレベル変化だけでは説明

されない.

種 々の原因による肝臓機能の低下によつて,血清 の

エステル化酵素の活性が,低 下することが報告されて

いる.4・16)一方,コ レステロー ル,とくに飽和脂肪との同

時摂取は肝臓脂肪を著増させる.血 漿のエステル化酵

素は肝臓に起源することが 知られているから,4)こ の

ような肝臓脂肪の蓄積(と くに必須脂肪酸欠乏の場合

のモノ不飽和酸,C20の トリ不飽和酸の増加)な らび

に肝臓の細胞構造の変化(た とえば ミトコンドリア膜

の変化12・i3,24))等が肝臓におけるこの酵素の生成,あ

るいは血巾への放出に影響を 及ぼすことが考えられ

た.ま た,血 漿のエステル化酵素活性の大'トは高密度

リボ蛋白質とともに存在するが,7・29～31>種々の原 因に

よる血漿の脂質成分,と くにコレステロール,ト リグ

リセ リドなどの増加は,主 に低密度リポ蛋白質での増

加によることは周知の事実である.し たがつて,こ の

両 リボ白質の相対的かつ絶対的レベルが,血 漿の酵素

活性に影響することは当然推測される.

第1,第II群 を比較した場合,血 漿のコレステn-一

ルエステルの脂肪酸中アラキ ドン酸量のコレステロー

ル ・コール酸食による減少は著るしい(Table2参

照),肝 臓と比べて 血漿の コレステロールエステルが

より高度不飽和酸に富むことや,血 液一肝臓系におけ

るアラキ ドン酸 エステルの速かな動移28)な どから,

高度不飽和酸の血漿のコレステロールエステルの代謝

に対する役割の特異性がかうがわれる.Morinら17)

は棉実油飼料にコレステロールを添加することによつ

て,ラ ット肝臓におけるコレステロールのアラキ ドン

酸エステルの生成が増加することを報 じている.コ レ

ステロールの負荷は,肝 臓におけるアラキ ドン酸エズ

テルの生成を増し,同 時に血中えの移動もますと考え

ている.著 者らの木研究では,6週 間実験飼料をとつ

た場合,コ レステロ・一ル ・コール酸を摂取 した第II群

では,トウモロコシ油だけの第1群 に比ベエスデル化能

は約1/2に 低下 し,同 時にコレステロール エステル中

のアラキ ドン酸の絶対量も1/2で あ り,モ ノ不飽和酸

エステルのそれは約10倍 であつた.、こ流 らの結果か

ら,ラ ット血漿におけるコレステロールのエステル化

反応でアラキ ドン酸エステルの生成が特異的に優位に

行なわれ,モ ノ不飽和酸エステルの生成が比較的低い

ことを考えると,28)必 須脂肪酸含有油脂と同時にコレ

ステロール ・コール酸を摂取 した場合でのエステル化

能の低下も説明づけられよう.ま た肝臓からのこめ酵

素の放出程度の違いにもよるであろう.29)

必須脂肪酸欠乏食ラットでは肝臓における血漿酵素

の生成,な らびに血中への放出が早められ,そ の結果

必須脂肪酸欠乏食ラットの血漿のエステル化酵素の活

性が高まると考えられる結果を先に得た.29)必 須脂肪

酸欠乏食にコレステロール ・コール酸を添加すると酵

素活性は著 しく低下 した.こ の場合 必須脂肪酸欠乏

に特異的なC20ト リ不飽和酸エステルの血漿中の含量

は著 る し く低下し,モ ノ不飽和酸が著増 した.こ れ

らのことから,血 漿のエステル化酵素が,血 漿の,そ

して恐 らくは肝臓脂質の脂肪酸組成によつてもかなり

影響されることがわかる,



第1,II群 ラット血漿によりinvitroで 生成 したコ

レステロールエステルのspecificactivity(Ci4%/脂肪

酸%)を6週 間で比較 してみると,第II群 ではアラ

キ ドン酸エステルのspecificactivityは 第1群 の約

5倍 高いことが認められた.Fig.3に 示 したCt4の

コレステロールエステル中の分布が経時的に不変であ

ることを考慮すれば,血 漿におけるコレステロールの

エステル化に際し,ア ラキ ドン酸エステルの生成が特

異的に優先することが再確認できよう.一 方飽和脂肪

を摂取 したラットの血漿ではモノ不飽和酸エステルの

sPecficactivityは 不飽和脂肪を摂つた ラットの結

果と比べかなり高い.ま た第IV群 では第II群 におけ

ると同様に高度不飽和酸エステルのspecificactivity

が著 るしく高くなつた.こ の点も血漿に お け る コレ

ステロールのエステル化と脂肪酸特異性の関係の一端

を示唆する.必 須脂肪酸欠乏は肝臓から血液への酵素

の放出を速やかにするようであつたが,29)こ の場合,

血漿の酵素は必須脂肪酸を摂つた場合とは逆に,モ ノ

不飽和酸をより特異的にエステル化する能力をもつよ

うであつた.

先にラット血漿におけるコレステロール ・エステル

化反応の脂肪酸特異性の研究で,著 者はリボ蛋白質態

コレステロールー4-C14を 静注した直後,血漿 のコレ

ステロールの アラキ ドン酸エステルが 高いspecific

activityを もつことを報告 した.28)一 方 肝臓でも注

射直後で(1時 間まで)ア ラキ ドン酸は高いspecific

activityを もち,後 には低 くなることを認めた.こ

の結果は,肝 臓の,恐 らくはendoplasmicreticulum

においてコレステロールのアラキ ドン酸エステルを優

先的に生成 し速やかに血流へ放出する系があることを

示唆している.29)こ れに反 し,血 漿の飽和,モ ノ不飽

和酸エステルのspecificactivityは 低 く肝のそれは

高い.以 上の結果 およ び 血漿のコレステロールエス

テルの脂肪酸組成か ら判断して,血 漿のコレステロー

ル ・エステル化酵素それ自体の血漿のコレステロ・一ル

エステルのレベルと脂肪酸組成の保持に対する重要性

がうかがわれた.

他方,必 須脂肪酸欠油脂にコレステロール ・コール

酸を添加した飼料をとつた第IV群 では,飽 不川旨肪だ

けの第III群 と比べ,血 漿のエステル化活性は低下 し,

同時にC20ト リ不飽和酸の血漿のコレステロール エス

テル中のレベルも低下 した.つ まり血漿,肝 臓の脂肪

酸組成,そ して恐らくは肝臓の細胞構造と酵素活性の

深い関連性を示唆する.

なお以上の研究では,体 内コレステロールのレベル

を,コ レス テ ロー ル無 添加 区 との 差 を よ り顕 著 に す る

た め,14)コ ー ル酸 を同 時 投 与 した.し た がつ て,コ レ

ス テ ロー ル だ け あ るい は コー ル酸 だ け添 加 した 場 合 の

結 果 に つ い て は論 ず るこ とが で きず,結 果 の 解 釈 に は

い くらか制 限 が あ る,こ の点 につ い て は 目下 研 究 巾 で

あ る.

総 括

Invitroに お け る コ レス テロー ル の酵 素 的 エ ステ ル

化 反 応 を,ト ウ モ ロ コシ油 あ るい は 水添 した コ コナ ッ

ツ油 に コ レス テ ロー ル お よ び コー ル酸 を 添 加 した飼

料,あ る い は無 添 加 の飼 料 を 摂 つ た ラ ッ トの 血 漿 につ

い て 経 時的 に追 究 した.

1・ 水 添 した コ コナ ッツ油 を 投 与す る と,ト ウモ ロ

シ油 の場 合 と比 べ 血 漿 の コ レステ ロー ル の レベ ル はや

や低 下 し,エ ステ ル化 能 は わ つ か な が ら高 くな つ た.

2・ 水 添 コ コナ ッツ油 に コ レス テ ロー ル,コ ー ル酸

を 同 時 に添 加 す ると,ト ウモ ロ コシ油 に添 加 した場 合

よ りか な り低 い酵 素活 性 を示 した.い ず れ の 場 合 も,

コ レス テ ロー ル,コ ー ル酸 無添 加 と 比 べ 酵 素活 性 は

薯 し く低 か つ た.

3・ コ レステロー ル,コ ー ル酸 と トウモ ロ コシ汕 あ

る い は水 添 コ コナ ッツ油 の 紅 み合 せ は,血 漿 中 の高 度

不 飽 和 酸 エ ス テ ル量 を著 し く減少 させ た.lin漿 を コ レ

ス テ ロー ルー4-C14とincubationし た場 合,新 生 した

これ ら 高 度 不 飽 和 酸 エ ス テ ルのspecificactivityは

著 し く高 くな つ た.

4.肝 臓 の機 能 の み な らず,血 漿 の コ レス テロー ル ・

エ ス テル 化酵 素 そ の ものが 血漿 の コ レス テ ロー ル エ ス

テ ルの 代 謝 に大 きな 役割 を演 ず る こ とが推 測 され た.

また 食餌 脂肪,ひ い て は血 漿(そ して恐 ら くは肝 臓)

の 脂 肪組 成 が,こ の酵 素 の 活 性 に大 き な影 響 を 及 ぼ す

こ とが示 され た.実 験 条 件 下 に お け る ラ ッ ト血 漿 の コ

レス テ ロ ー ル ・エ ス テ ル化 酵 素 の 活性 変 化 の 要 因 に つ

い て検 討 を 加 え考 察 を 行 な つ た.

こ の 研 究 は1962-64年,PostdoctralResearch

Fellowと して米 国HarvardUniversity,Schoolof

PublicHealth,DepartmentofNutritionで 行 なつ

た もの の一 部で あ る.著 者 の一 入0.W.Portmanは

現 在OregonRegionalPrimateResearchCenter,

Beaverton,Oregon,U.S.A。 に て研 究 に従ljl:中であ る.
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                          SUMMARY 

   Enzymatic esterification  in vitro of cholesterol by plasma was compared at timed intervals 
with rats fed on diets containing corn oil or hydrogenated coconut oil with or without the combina-
tion of cholesterol and cholic acid. 

   Feeding the completely saturated cocount oil resulted in slightly decreased levels of plasma 
cholesterol and higher levels of cholesterol esterifying activity than was present in rats fed corn 
oil. The combination of corn oil with cholesterol and cholic acid resulted in lower levels of 

plasma cholesterol and higher enzymatic activity than the combination of hydrogenated coconut 
oil and cholesterol and cholic acid. 

   The nature of fatty acids transesterified during the incubation was remarkably different in each 

group. In rats fed corn oil and cholesterol and cholic acid more than 70 % of the increase in 
fatty acids transfered were saturated and monounsaturated in contrast to a value of about 70 % 
polyunsaturated acids for rats fed corn oil alone. Feeding hydrogenated coconut oil alone or 
with cholesterol and cholic acid resulted in remarkable increases in saturated and monounsaturated 
acids during the plasma incubation. 

   The combination of cholesterol and cholic acid with corn oil or with hydrogenated coconut 
oil produced a remarkable decrease in plasma polyunsaturated acid esters. The fatty acid speci-
ficity of cholesterol esterification by rat plasma was significantly heterogeneous in every groups, 
and there were high specific activities of the polyunsaturated acid esters after incubation with 
cholesterol-4—C/4, 

   It was suggested that plasma cholesterol esterifying activity itself as well as the liver func-



tions would have a possible significance on the metabolism of  plsama cholesterol esters. Discus-

sions were made on factors influencing the plasma cholesterol esterifying activity in rat plasma.


