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研究成果の概要（和文）：本研究は、なぜクマは体脂肪率 30〜40％の肥満状態でも脂肪肝や高

脂血症を発症しないのか、その特徴的な体脂肪蓄積メカニズムを明らかにすることを目的に、

秋田県北秋田市マタギの里阿仁クマ牧場において、ツキノワグマを用いて行われた。麻酔下で

血中糖および脂肪濃度測定、静注糖負荷試験ならびに脂肪組織バイオプシー等の実験を行った。

その結果、ツキノワグマにおける冬眠前時期の体脂肪蓄積の増大は、単に摂食量だけでなく、

生理・代謝機構によっても調節されていることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： This study was conducted in Ani Mataginosato Bear Park, 
Kitaakita-shi, Akita Prefecture in order to know why obese bears do not suffer fatty liver 
even though they get 30-40% fat of body weight and to investigate a feature mechanism 
for accumulation of body fat.  Under anesthetized condition, measurements of blood 
concentrations of carbohydrate and fat, intravenous glucose tolerance tests and adipose 
tissue biopsies were performed for this study.  As results, it is concluded that increase 
of body fat accumulation during pre-hibernation period is controlled by physiological 
and metabolic mechanism as well as hyperphagia in Japanese black bears. 
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１．研究開始当初の背景 
 クマは、活動期（およそ５〜11月）と冬眠
期（およそ 12〜翌 4月）の２相を交互に繰り
返して、周年サイクルを営む。生理学的にみ
ると、活動期には平常の生理機構を有してい
るのが、いったん冬眠期に入ると生体内の生
理機構は一変する。例えば、体温は活動時の

37〜38℃から 30〜33℃に低下し、心拍数や呼
吸数も平常時の 20％程度に減少する。血中の
尿素／クレアチニン濃度比は、活動時には 30
〜50 なのが冬眠時には 10 以下に低下する
（Nelson et al. 1984 Science 226: 841）。
クマの冬眠中の呼吸商が 0.7であったことよ
り、冬眠中のエネルギー源は脂肪であること
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が判明している（Nelson et al. 1973 Am J 
Physiol 224: 491）。 
 クマは、冬眠に関連して特徴的な繁殖生理
を有する。ツキノワグマであれば、6〜7月が
交尾期であるが受精後胚はすぐに着床せず、
4〜5 ヶ月後の冬眠開始時期に一致して着床
が起こる（着床遅延現象：Tsubota et al. 2001 
Reproduction 121: 587）。着床後は約 2ヶ月
で胎子発育が完了し、冬眠中の 1 月下旬〜2
月上旬に出産がみられる（坪田 1998 冬眠す
る哺乳類 213）。その後、高脂肪高蛋白質お
よびクマ特有のオリゴ糖を含む乳汁によっ
て新生子を哺育する（Urashima et al. 2004 
Comp Biochem Physiol B 138: 587）。このよ
うにクマは冬眠前時期に冬眠に必要な基礎
代謝ならびに妊娠雌にとっては妊娠・出産・
哺育の一連の繁殖行動に必要なエネルギー
を体脂肪として蓄えなければならない。 
 冬眠前時期におけるクマの主要な食物は
堅果類（ブナ、ミズナラ、クリなど）ならび
に漿果類（サルナシ、ヤマブドウ、マタタビ
など）である。それらの多くは炭水化物（糖）
を多く含む。したがって、クマは糖から脂肪
を合成する機能を発達させていると考えら
れる。すなわち、この時期クマは堅果・漿果
類を飽食することにより多量の糖分を摂取
し、それを肝臓および脂肪組織（一部筋肉）
で脂肪に変換合成し、余分なエネルギーはす
べて体脂肪として蓄えている。 
 これまでにわれわれは、冬眠前時期のクマ
は体脂肪率 30〜40％もの皮下脂肪を蓄える
にもかかわらず（Nakamura et al. 2008 Jpn 
J Zoo Wildl Med 13: 15）、血中中性脂肪、
コレステロールおよび遊離脂肪酸濃度は平
常時のレベルまたはそれ以下に保たれてい
ることを報告した（Kamine et al. 2012 Jpn 
J Vet Res 60: 5）。また、体脂肪の脂肪細胞
においてレプチンが合成され（Nakamura et 
al. 2008 Can J Zool 86: 1042）、血中レプ
チン濃度が 11 月にピークをもつ周年変化を
示すことを明らかにした（Tsubota et al. 
2008 J Vet Med Sci 70: 1399）。以上により、
クマは、冬眠前時期に効率よく糖を脂肪に変
換し、無駄なく体脂肪を蓄積していると考え
られる。また、その脂肪蓄積レベルをレプチ
ンによりシグナル伝達していることが予想
される。 
 
２．研究の目的 
 ツキノワグマは摂食、体重変動および繁殖
の概念リズムを有し、それぞれが密接に関連
している。ツキノワグマの生存および繁殖は
体脂肪に大きく依存していることから、本研
究では冬眠前の脂肪蓄積機構に焦点を当て、
その代謝メカニズムを明らかにすることを
目的とした。具体的には以下の 3つの目的を
掲げて研究を遂行した。 

 
(1)ツキノワグマの麻酔に関する情報は乏し
く、クマの糖・脂質代謝への麻酔薬の影響に
注目した報告はほとんどない。したがって、
安全で効果的な麻酔薬の組み合わせを確立
するとともに、これらの麻酔薬が糖・脂肪代
謝に及ぼす影響について検討する必要があ
る。そこで、クマにおいて安全で効果的、か
つ、血液生化学値および静注糖負荷試験の結
果に影響の少ない麻酔プロトコールを確立
することを目的とした。本研究では、麻酔薬
の組み合わせとして、チレタミン・ゾラゼパ
ム（TZ）の単独投与および TZ と３種類の麻
酔前投薬の併用（メデトミジン、アセプロマ
ジンおよびブトルファノール）の 4種類を用
いた。 
 
(2)冬眠前におけるクマの主要な餌資源は堅
果類および漿果類であり、それらに多く含ま
れる糖を脂肪へと変換していることが予想
され、その代謝過程において、末梢組織にお
ける糖の取り込みおよび脂肪合成を促進す
るインスリンが重要な役割を果たしている
可能性がある。そこで、「ツキノワグマは冬
眠前の飽食期にインスリン感受性を変化さ
せることで糖を効率よく脂質に変換する代
謝機構へと移行する」という仮説を立てた。
この仮説を検証するために、１）血液生化学
値および静注糖負荷試験における血中グル
コースおよびインスリン濃度変化について、
２）インスリン負荷試験により末梢における
インスリン感受性変化について、検討した。 
 
(3)ツキノワグマは冬眠前の過食期において
摂取した食物を効率よく体脂肪へと変換す
る機構を活性化させており、また、冬眠中に
蓄えた脂肪をエネルギーとして利用してい
ると推測される。この仮説を検証するために、
冬眠前と冬眠中における血液中の脂肪成分
の生化学的分析および白色脂肪組織（WAT）
における脂質代謝関連酵素の遺伝子発現解
析を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、秋田県北秋田市阿仁マタギの里
クマ牧場（北緯 40 度、東経 140 度）で飼育
されているツキノワグマを用いて行われた。
この施設では、成獣雄、成獣雌および亜成獣
を分けて、活動期（4〜11 月）には屋外の放
飼場で、冬眠期（12〜3 月）には屋内で飼育
している。活動期には主な餌として加熱圧ぺ
んトウモロコシ（東日本株式会社）を１頭当
たり 1.5〜2.0 kg、１日１回 16時頃に与えて
おり、飲水は自由にできる。10 月および 11
月はクマの食欲が亢進するため、リンゴを１
頭当たり 1、2 個追加して与えている。11 月
中旬頃より徐々に給餌量を減らし、12月には



 

 

完全に給餌を止めて、4 月中旬まで絶食状態
に置いている。活動期に実験に用いた個体は
屋内の放飼場（5m×4m）に隔離し、採材前日
の 16 時に加熱圧ぺんトウモロコシ 1.5kg を
与え、その後採材まで 18〜24 時間絶食状態
に置いた。冬眠期に用いた個体は 1頭ずつ冬
眠室（2m×2m）に入れ、1 月に超音波診断を
行って妊娠していないことを確認してから
採材を行った。以下に、(1)〜(3)の研究方法
を記す。 
 
(1)麻酔薬の組み合わせとして以下の 4種類
を用いた：TZ（9 mg/kg体重）の単独投与、
TZ（6 mg/kg体重）およびアセプロマジン（0.1 
mg/kg体重）、TZ（6 mg/kg体重）およびブト
ルファノール（0.3 mg/kg体重）、TZ（3 mg/kg
体重）およびメデトミジン（40 μg/kg体重）。
図 2-1は本研究におけるタイムスケジュール
を示している。麻酔薬の投与量は推定体重に
基づいて決定した。クマを不動化した後、左
右頚静脈を留置針で確保し、一方から麻酔薬
の点滴静注およびグルコース静注を行い、も
う一方から採血を行った。実験中の維持麻酔
薬として、酢酸リンゲル液 500 mlに TZを溶
解し 1 mg/mlの濃度に調整したものを使用し、
点滴静注（1-3 mg/kg/hr）を行った。 
 
麻酔状態のモニタリング 
 麻酔の導入時間を TZ投与後横臥位もしく
は伏臥位になり、音などの刺激に反応しなく
なるまでの時間と定義した。実験中は、15分
間隔で体温、心拍数および呼吸数を記録した。 
 
静注糖負荷試験およびサンプリング 
 TZ投与後 60分、90分および 120分（糖投
与前 70分、40分および 10分）に基礎値測定
のための採血を行った。TZ投与後 130 分に、
滅菌50%ブドウ糖液を1〜3分間で頚静脈に投
与した。投与完了時を 0分とし、投与後 0、
10、30、60、90、120、150および 180分に採
血を行った。採血後、血漿は 10分以内、血
清は 30分以内に 1880×gで 10分間遠心分離
した。分離した血漿および血清は、分析まで
－30℃で凍結保存した。 
 
血液生化学検査 
 血漿グルコース、TG、TCHO、ALTおよび AST
濃度の測定には、自動生化学分析装置（富士
ドライケム 7000, 富士フィルム, 東京）を用
いた。血清中遊離脂肪酸（NEFA）濃度測定は、
市販キットを用いて行った。インスリン濃度
測定は、イヌ用に市販されている ELISAキッ
ト（イヌインスリン測定キット, 森永生科学
研究所, 神奈川）を用いて行い、イヌインス
リンを標準品として使用した。なお、アッセ
イ内およびアッセイ間変動係数は、それぞれ
3.6 %および 8.0 %であった。 

 
(2)麻酔の導入及び維持 
 麻酔薬は、TZ 7 mg/kgとアセプロマジン
0.1 mg/kgおよび TZ 3 mg/kg体重と塩酸メデ
トミジン 40 μg/kg体重を組み合わせて用い
た。実験中の維持麻酔薬として、酢酸リンゲ
ル液 500 mlに TZを溶解し 1 mg/mlの濃度に
調整したものを使用し、点滴静注（0.3〜2.2 
mg/kg/hr）を行った。 
 
静注糖負荷試験および採血 
 まず基礎血液サンプルを採取し、その 10
分後に滅菌 50%ブドウ糖液（グルコース 0.5 
g/kg体重）を 1〜3分間で頚静脈内に投与し
た。投与完了時を 0分とし、投与後 0、5、10、
20、30、40、60、90、120および 150分に採
血を行った。採血後、血漿は 10分以内、血
清は 30分以内に 1880×gで 10分間遠心分離
し、分離した血漿および血清は、分析まで－
30°Cで凍結保存した。 
 
頻回採血静注糖負荷・インスリン負荷試験 
 Bergmanら（1979）により開発されたミニ
マルモデル法の手技に基づき、糖投与前 15
分、10分、5分および 1分に基礎血液サンプ
ルを採取した後、滅菌 50%ブドウ糖液（グル
コース 0.3 g/kg体重）を 2 分間で頚静脈内
に投与し、その 20分後に体重（kg）あたり
0.05 Uのインスリンを 2分間で静脈内に投与
した。ブドウ糖の投与開始時を 0分とし、投
与後 3、4、5、6、7、8、10、12、14、16、19、
22、24、25、27、30、40、50、60、70、80、
90、100、120、140、160および 180分に採血
を行った。全ての血液サンプルを 1880×gで
10分間遠心分離し、分離した血漿は分析まで
－30°Cで凍結保存した。 
 
(3)麻酔薬に、TZ 3.0mg/kgと塩酸メデトミジ
ン 40µg/kg を投与した。血液は頚静脈から約
40ml採取し、直ちに 3,000回転（1,050×g）
にて 10 分間遠心後、血清および血漿を分離
し-20℃で保存した。また、外科的に臀部を
3cm程切開して、約 3×3cm2の白色脂肪組織片
を採取した。組織を細かく裁断した状態で
RNAlater® Soln （ Invitrogen, Carlsbad, 
California, USA） 1.5ml に入れ、RNA 抽出
まで-20℃で保存した。 
 
血液中の糖・脂質成分の測定 
前述のとおり 
 
リポタンパク質分画の測定 
 6 月および 3 月の 2 個体の血漿を用いてリ
ポタンパク質の主要分画カイロミクロン
（CM）、超低密度リポタンパク質（VLDL）、低
密度リポタンパク質（ LDL: low density 
lipoprotein）および高密度リポタンパク質



 

 

（HDL: high density lipoprotein）の測定
を行った。測定は LipoSEARCH（Skylight 
Biotech）に委託した。 
 
WATにおける脂質代謝関連酵素のmRNA発現解
析 
RNA抽出 
 RNeasy Lipid Tissue Mini Kit®を用いて
白色脂肪組織約 80-100mg から total RNA を
分離した。残留 DNAを取り除くため RNA分離
後に DNaseⅠによる DNA 分解処理を行った。
次に SuperScriptTM Ⅲ  Fast Strand cDNA 
Synthesis Kitを用いて、抽出した total RNA 
800ng（RNA収量が少なかったサンプルについ
ては 400ng）より、Random hexamerをプライ
マーとして逆転写反応を行い、cDNAを合成し
た。 
 
Real-time RT-PCR 
 Real-time RT-PCR により、25 種類の脂質
代謝関連酵素遺伝子および 3種類のコントロ
ール遺伝子の mRNA発現量を測定した。PCR反
応液は、cDNAテンプレート（total RNA換算
量 4ng/µl）を 1µl、プライマー各 10pmol/µl
を 1µl（Forward Primer 0.5µl + Reverse 
Primer 0.5µl）、Power SYBR® GREEN PCR Master 
Mixを 10µl、Molecular Biology Grade Water
を 8μl 混合して、1 ウェルあたり計 20µl と
した。反応は 95℃で 15秒間、60℃で 20秒間、
95℃で 15秒間を 40サイクル行った。 
 
研究成果 
 
(1)ツキノワグマにおけるアセプロマジンお
よびブトルファノールの使用はこれまで報
告されておらず、本研究が初めての報告であ
り、本研究の結果からアセプロマジン 0.1 
mg/kg およびブトルファノール 0.3 mg/kg と
組み合わせる場合、TZの投与量としてそれぞ
れおよそ 7 mg/kg および 9 mg/kgが必要であ
ることが分かった。麻酔薬の安全性について
は、4 種類全ての組み合わせにおいて心肺機
能への悪影響は認められず、麻酔の導入およ
び維持を安全に行うことができることを示
した。ただし、TZA 群、TZB 群および TZM 群
では軽度の低体温が認められたため、これら
の麻酔薬を寒冷環境下で使用する場合には、
適切な加温処置を行う必要があることが分
かった。また、各群間で血中脂質（TG、TCHO、
NEFA）および肝酵素（ALT、AST）の値に有意
差が認められなかったことから、今回使用し
た麻酔薬の組み合わせのこれら血液生化学
値への影響はほとんどないと考えられた。静
注糖負荷試験への影響については、TZN、TZA
および TZBの 3種類はほとんど影響を与えな
かったため、クマにおいて静注糖負荷試験を
行う際の不動化薬として利用できると考え

られた。一方、TZM については、メデトミジ
ンによる高血糖作用およびインスリン分泌
抑制作用が認められたため、クマの糖代謝を
研究する際にはメデトミジンを使用すべき
でないことがわかった。  
 
(2)血液生化学値の変化として、体重の増加
に伴って血中 TG 濃度の有意な減少が認めら
れた。静注糖負荷試験では、11月上旬におい
て末梢インスリン感受性の増加および耐糖
能の向上が示唆され、11月下旬にはインスリ
ン応答が増大し、インスリン抵抗性が示唆さ
れた。これらの結果から、活動期から飽食期
へとクマの糖・脂質代謝が変化し、飽食期に
は脂肪蓄積に傾いた代謝状態を示すととも
に、末梢組織におけるインスリン感受性が増
加することによってグルコースの取り込み
が促進されることが示唆された。さらに、阿
仁クマ牧場で飼育されているクマにおいて
は、11月中旬頃を境に代謝状態が飽食期から
冬眠期へと切り替わり、11月下旬にはインス
リン抵抗性を示すことが示唆された。また、
インスリン負荷試験では、インスリン投与後
のグルコース消失速度に有意な変化は認め
られなかったものの、実験に供した 4 頭中 3
頭において、6 月、11 月上旬および 11 月下
旬の 3群間でグルコース消失速度にばらつき
が認められ、11月上旬にインスリン感受性が
増加する傾向が認められた。 
 
(3)血液中のグルコース濃度は 6月（活動期）、
11月（冬眠前）および 3月（冬眠中）で変化
を示さなかったのに対し、中性脂肪（TG）、
総コレステロール、遊離脂肪酸およびグリセ
ロール濃度は、6 月と比較して 3 月に有意に
上昇し、VLDLおよび LDL濃度は 6月と比較し
て 3月に増加する傾向が見られた。また、TG
濃度は 6 月と比較して 11 月に有意に低下し
た。WATにおいて、脂肪酸合成や TG合成に関
連する FAS、G6PD、ME および DGAT2 の mRNA
発現量は、6月と比較して 11月に有意に増加
し、3 月に有意に減少した。また、脂肪合成
を抑制する酵素や、脂肪酸の運搬および異化
に関連する酵素の mRNA発現量は、6月と比較
して 3月に有意に増加した。 
 今回の実験結果から、冬眠前は WAT におけ
る脂肪合成が亢進し TG が WAT に取り込まれ
るため、血液中の TG 濃度が低下すること、
一方、冬眠中は脂肪分解および脂肪の利用が
亢進し、血液中への脂質の放出が増加するこ
とが強く示唆された。また、季節毎の給餌量
がほぼ一定であるにもかかわらず脂肪合成
関連酵素の遺伝子発現が冬眠前に増加した
ことから、ツキノワグマの体脂肪蓄積は摂食
量の増大以外の要因によっても調節されて
いることが明らかになった。
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