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研究成果の概要（和文）：本研究では、食事性高コレステロール血症を引き起こす、系統を通常系統と掛け合わせ,第
二世代を兄妹交雑で作り出し、親世代の変化が、第二世代にどのように伝わるかを血清中のリン脂質脂肪酸で検討した
。その結果、肥満のモニターバイオマーカである、ジホモ-γ-リノレイン酸の値は体重増加化に伴って高くなり、DHA
は低くなる。しかし、ジホモ-γ-リノレイン酸の値は連鎖解析の結果、遺伝子は同定されないが、 DHAはその合成酵素
である遺伝子の変が発見された。これらの結論から、血清の脂肪酸組成は、遺伝的変異が原因である変化と、環境要因
である変化が見られることがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, EXHC rats mated with BN rats. In the generation 2, F2, serum 
dihomo-g-linoeinic acid and DHA levels linked to body weight gain. However, the dihomo-g-linoeinic acid 
levels did not relate to a gene mutation by linkage analysis. The DHA levels related to a mutation in a 
gene. Therefore, serum fatty said composition as a biomarker in a population may divide into two groups 
of life style-lelated and mutation related fatty acids.

研究分野： 栄養化学
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化症への危険を予知させる有用な
バイオマーカである血清コレステロール濃
度の上昇には個人差があり、それには様々な
遺伝子の変異が関係している。申請者は、SD
系ラットから交雑により単離され、コレステ
ロールを摂取させると速やかに血清コレス
テロール濃度が上昇する外因性高コレステ
ロール血症(ExHC)ラットを維持している。
このラットの高コレステロール血症は肝臓
から分泌される超低密度リポタンパク質
(VLDL)の異化がより遅いことに基づいてい
ることを見いだした。そして、この異化速度
の減少は、肝臓で合成される VLDL のトリア
シルグリセロール含量が少なく異化され難
い組成であることに原因があった。そこで
2002 年にラットのゲノム全配列決定のプロ
ジェクトにより発表されたマイクロサテラ
イトマーカを用いて、ラットゲノム全体を網
羅的に解析する方法である。他系統との交雑
により作出した F2 世代の連鎖解析により、
食事による血清コレステロール濃度を上昇
させる領域として染色体 5 番および 14 番の
領域に可能性があることが明らかになった
(M Asahina et al., 2005, Genetic analysis of 
diet-induced hypercholesterolemia in 
exogenously hypercholesterolemic rats, J 
Lipid Res., 46(10), 2289-2294)。この解析の
詳細では性により血清コレステロール値を
決定している領域が分離しており、連鎖解析
手法を用いた遺伝子同定結果においては非
常にまれな結果であった。雄においての 14
番の領域には RGD1309450_predicted の遺
伝子の cording region に mRNA が短くなる
変異が存在し、この遺伝子はヒトおよびマウ
スで発現している SMEK2 と相同性が高い。
また、雌において血清コレステロール量を制
御する領域は染色体 5 番に存在し、ホモコン
ジェニック系統で、約 33Mbp までに限局化
している。本年度中に同定できる予定である。 
 一方で、申請者は疾病対応型バイオマーカ
群としてヒト血清中の病態に関連する酸化
コレステロールの完全同定・定量も行ってい
る。現在のところ、質量分析計のチャートに
あるヒト血清中の酸化コレステロールの分
子種を同定し、同時にガスクロマトグラフィ
質量分析計(GC/EI-MS)で定量を行っている。
酸化コレステロールの定量はヒト・マウス・
ラットで分子種の変化はなく、量的変化が確
認されている。血中酸化コレステロールは現
在まで、脂質代謝、アルツハイマー病
(27-hydroxycholesterol,24(S)-hydroxychole
sterol:以下酸化コレステロール名は 27-OH
および 24(S)-OH のように示す：Prasanthi 
JR et al., 2009, Differential effects of 
24-hydroxycholesterol and 
27-hydroxycholesterol on beta-amyloid 
precursor protein levels and processing in 
human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Mol 
Neurodegener., 4, 1-8)、脂肪肝(4β-OH、7

α-OH)、肺疾患(6-keto-5-OH：M Plufer et al., 
2005, Ozone Exposure in Vivo and 
Formation of Biologically Active Oxysterols 
in the Lung. JPET., 312(1), 256-264) など、
さまざまな疾病との関連が示唆されている。 
 ExHCラットは高コレステロール血症を示
し、同時に高い肝臓コレステロール値も示す。
したがって、体内での酸化コレステロールお
よびステロイド産生の基質濃度は高いこと
となり、血中から新規ステロイドの探索が容
易になると考えられる。ExHC ラットは高コ
レステロール血症以外にも NBRP Rat 
Phenome Databese からのデータによれば、
逃避試験(Passive avoidance training)の結
果も悪くなっている(BN/Seac ラット:9.9 秒、
ExHC/Ta ラット:48.3 秒、全ラット系統平
均:28.5 秒)。つまり、ExHC ラットでは脳の
発達が悪い可能性がある。これを利用した、
脳重量・学習能の発達に関連する遺伝子の同
定は行われていない。これまで行ってきた飼
育において、対照系統である BN ラットと比
較して、ExHC ラットはすべての白色脂肪組
織(WAT)の重量が有意に増加し、また、低肝
臓トリグリセリド量および低インスリン応
答という表現型をもっている。つまり、ExHC
ラットは低学習能、肥満、脂肪肝抵抗性、糖
尿病の表現型をもつ。これらの疾病は脂質代
謝異常が関連し、とくに分子機構として肥
満・脂肪肝の発症において酸化コレステロー
ルは核内レセプター(LXR、ER)などのアゴニ
スト・アンタゴニストとなり、内分泌攪乱様
作用を発揮することが示唆されている。 
 さらに、疫学的なデータと遺伝的素因の解
析は直接的な一次バイオマーカ(表現型およ
び生化学的検査項目)で検証され、より精度の
高い二次バイオマーカ(一次バイオマーカの
存在形態およびその代謝物)は、病態発症機構
の解明に重要な知見を与えている。例えば、
動脈硬化症発症において血清総コレステロ
ール濃度(一次)→HDL および LDL コレステ
ロール濃度(二次)→small dense LDL コレス
テロール濃度(三次)、または糖尿病発症にお
いて、血糖値(一次)→HOMA-IR およびヘモ
グロビン A1c(二次)である。しかし、このバ
イオマーカの発見上、遺伝的素因を考慮した
モデル集団での検討はない。 
 さらに、ExHC ラットは全ゲノム DNA 配
列データのデータベース化を完了した。対照
系統である BN 系ラットはデータベースが
Web 上にあり、利用できる。この 2 系統を掛
け合わせた F1 さらに F2 世代を、遺伝的多様
性をもつ集団と考え、前述した高コレステロ
ール血症を規範として上記の表現型と一次
バイオマーカ(脳容量・体脂肪率・血清総コレ
ステロール濃度等)、二次バイオマーカ(酸化
コレステロール等のステロイド代謝物およ
び血中脂質の脂肪酸組成)の妥当性を検証す
ることができるとの着想に至った。 
 
２．研究の目的 



 モデル動物同士の交配による遺伝的に解
析可能な交雑集団における一次的・二次的バ
イオマーカの動態とその妥当性を、すでに遺
伝子同定の終了している高コレステロール
血症原因遺伝子の挙動を参照しながら、新規
バイオマーカである血清酸化コレステロー
ル濃度と脂質代謝異常症との対応、さらに新
規なバイオマーカステロイド分子を探索し、
バイオマーカとして集団内挙動を同時に検
証することを目的とする。 
３．研究の方法 
 ExHC ラットに BN ラットをかけあわせ、F1
世代をつくる。しかし、この際、ミトコンド
リアは雌性側の遺伝子をもつことになるの
で、交雑は ExHC(♀)×BN(♂)と BN(♀)×
ExHC(♂)の両系統の F1 世代をつくる(以降、
かけあわせの順は♂♀の順)。F2 世代は
F1(ExHC×BN)と F1(BN×ExHC)のそれぞれの
中でのランダム交雑と F1(ExHC×BN)×F1(BN
×ExHC)の 2 集団のランダム交雑を行い、F2
世代を 3 集団つくることを開始する。この 3
集団内の個体は各 200 匹ずつとする。個体数
の根拠は一形質が二遺伝子以下で決定され
る場合、一遺伝子型で 10 匹確保すると、160
匹となることである。この集団を 3年間にわ
たって作製し、表現型の評価のため、血清・
臓器を保存する。さらにマイクロサテライト
マーカを用いて各個体の遺伝様式をマッピ
ングする。 
 血清の酸化コレステロール濃度は未同定
の 1 種を除いて 12 種類の同定が終了し、定
量法も確立している。この方法で定量を行う
場合、血清のサンプリング量は 200μl しか
必要としない。前述の計画方法 1でできた集
団{親(P)・子(F1)・孫(F2)}においてまず、
血清酸化コレステロール・血中脂質濃度(リ
ン脂質・遊離脂肪酸・コレステロールエステ
ル)を測定する。また、同様にしてそれぞれ
の脂肪酸組成を測定する。現在、血清脂肪酸
組成はメタボリックシンドロームバイオマ
ーカとしての地位を確立しつつあるが(C 
Maruyama et al., 2008, Differences in 
Serum Phospholipid Fatty Acid 
Compositions and Estimated Desaturase 
Activities between Japanese Men with and 
without Metabolic Syndrome, J Atheroscler 
Thromb. 15(6):306 –313) 、 そ の 際 、
desaturation index(不飽和化指標)も計算さ
れている。しかし、血清のどの脂質の脂肪酸
組成が生体の不飽和化反応と関連があるの
かは報告がなく、総括して議論されているの
で、この集団と、不飽和化酵素の抗体を用い
て、肝臓中のΔ9-desaturase(SCD-1)、Δ
6-desaturase およびΔ5-desaturase タンパ
ク質量および mRNA 量を測定し、肝臓内の脂
肪酸組成と照らし合わせて考察を行う。 
４．研究成果 
 本研究では、食事性高コレステロール血症
を引き起こす、系統を通常系統と掛け合わせ,
第二世代を兄妹交雑で作り出し、親世代の変

化が、第二世代にどのように伝わるかを血清
中のリン脂質脂肪酸で検討した。その結果、
肥満のモニターバイオマーカである、ジホモ
-γ-リノレイン酸の値は体重増加化に伴っ
て高くなり、DHA は低くなる。しかし、ジホ
モ-γ-リノレイン酸の値は連鎖解析の結果、
遺伝子は同定されないが、 DHA はその合成酵
素である遺伝子の変が発見された。これらの
結論から、血清の脂肪酸組成は、遺伝的変異
が原因である変化と、環境要因である変化が
見られることがわかった。 
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