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は し が き

本篇は、学位規則（昭和２８年４月１日文部省令第９号）第８条による

公表を目的として、平成３０年３月５日本学において学位を授与した者

の、論文内容の要旨及び論文審査の結果の要旨を収録したものである。

 学位記番号に付した甲は、学位規則第４条第１項（いわゆる課程博士）

によるものであることを示す。
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食品の機能性成分がカイロミクロン apoB48の分泌に与える影響の解析 

－家兎反転腸管系および動物個体を用いた検討－ 

実践女子大学大学院 生活科学研究科 

冨重 慶子 

概要【目的】 動脈硬化性心血管障害の危険因子として食後高脂血症が注目されている。本研究で

は組織レベルでのカイロミクロン(CM)の分泌を検討することを目的として、反転腸管系を用いて

分泌されるアポリポ蛋白 B48(apoB48)およびトリグリセライド(TG)等の成分測定を試みた。さら

に、脂質代謝に影響を与えるとされる数種のポリフェノールが CMの分泌に与える影響を反転腸管

系を用いた実験と動物個体に成分を投与した実験において観察した。【方法】家兎の小腸切片から

反転腸管嚢(sac)を作製し、脂質ミセル溶液に浸漬した後に sac 内に分泌される apoB48 等の測定

を行った。動物個体における検討では、成分投与後の apoB48分泌の経時的変化と長期投与による

測定を行った。real-time PCR を用いて、遺伝子発現調節を検討した。【結果】反転腸管系におい

て、apoB48および脂質の分泌を検出し定量することができた。resveratrol(Res)、genistein（Gen）、

curcumin（Cur）の添加によりコントロールに比べ apoB48減少がみられ、特に Res、Curでは濃度

依存的であった。Cur添加により、apob、apobec1、a1cf遺伝子発現に有意な濃度依存的な減少が

みられた。動物個体における検討では、apoB48、TG分泌に対照群に比べ大きな変化はみられなか

った。【結論】反転腸管を用いて CM 分泌の定量的な観察系を確立した。Res、Gen、Cur は遺伝子

発現調節を介して apoB48 分泌を抑制し、CM レムナント粒子数の減少を通じて動脈硬化抑制的に

働く可能性が示唆された。今回の動物個体の検討では、血中脂質分泌に対照群との違いは確認で

きなかった。 

key words ： 反転腸管、カイロミクロン、apolipoproteinB‐48、ポリフェノール 

【緒言】 

近年、食生活の変化と高齢化に伴い心血管障害が増加し、その原因としてのメタボリックシン

ドロームや動脈硬化への対策が必要とされている。これらの発症リスクとしては肥満，内臓脂肪，

LDL コレステロール，インスリン抵抗性などが挙げられているが，いずれも食事性脂質の関与が

大きく、特に食後高脂血症の影響が注目されている。食事由来の腸管リポ蛋白であるカイロミク

ロン（以下 CM）はリポ蛋白リパーゼ（以下 LPL）によって水解されることにより CMレムナントと

なる。この CM レムナントは以前から言われているように動脈硬化の発症リスクとなる 1)2)が、CM

または CM レムナントの分析には CM1 粒子当たり 1分子存在している CM粒子を統合するアポ蛋白

B48(以下 apoB48）3)の測定が必要である。我々は apoB48 の C末端の合成ペプチドを用いて apoB48

特異的モノクローナル抗体を樹立して ELISA系を開発し、apoB48の定量測定を可能とした 4)。

これまで脂質代謝の研究においては、培養細胞系 5)6)やヒトや実験動物を使っての報告 7)8)はみ

られるが、腸管組織レベルにおいて脂質の代謝を観察した報告は乏しく、さらに CM分泌を直接的

に分析した検討はみられない。まず、本研究において家兎の小腸の反転腸管系を用いて、組織で

の CM分泌を観察する方法を検討した。 

反転腸管系は、1954 年に Wilson & Wiseman がラットとハムスターの腸管を用いてブドウ糖吸

収の研究を報告 9)して以降、ビタミン 10)、薬剤 11)、ミネラル 12)、ホルモン 13)、リン酸の取り込み
14)等について検討されている。脂質の代謝についても報告 15)16)17)18)があるが、その分泌量を定量

的に検討している研究はない。 

本研究では、動脈硬化の抑制に資する食品成分を探索することを目的として、①反転腸管を用

いた CM 測定系を確立するとともに、食品成分がこれに与える影響を観察することとした。さらに、

2015 年我々が培養細胞を用いて検討した 6)脂質代謝に影響を与えるとされるポリフェノールの

Res、Gen、Cur を複数の濃度で添加して、CM の分泌に与える影響を検討した。 

個体を用いた検討としてこれらの食品成分を投与して CM分泌に与える経時的変化と、家兎に食

品成分を長期投与し CM分泌に与える影響を検討した。 
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研究 1 家兎の小腸を用いた反転腸管研究のための予備研究 

【方法】 

1. 実験材料（実験動物・試薬）

実験動物は New Zealand  White rabbit 雄 8 週齢～(体重 2.0～3.0kg)を用いた。試薬は

medetomidine（ドミトール、日本全薬工業）、midazolam（ドルミカム、アステラス製薬）、butorphanol 

tartrate（ベトルファール、明治製菓ファルマ）、aprotinin (アプロチニン溶液、和光純薬)、

resveratrol (東京化成)（以下 Res）、genistein (東京化成) (以下 Gen)、curcumin (和光純薬) 

(以下 Cur)を用いた。腸管の反転に用いた経口ゾンデは、ディスポーザブルフィーディングニー

ドル (エグゼック)を用いた。 

尚、本研究は実践女子大学生活科学部動物実験委員会の審査、承認を受けて実施した。 

2. 漿膜側 serosal side の培地の調製

反転腸管嚢(以下 sac)の内腔に分注する漿膜側の培地は、DMEM培地「ニッスイ」(日本製薬株式

会社)に 10%ウシ胎児血清(FBS)(GIBCO)、10％NaHCO３を加えて作製し、アプロチニンを 145KIU/ml

で添加した。 

3. 粘膜側 mucosal side 脂質ミセルの調製

脂質ミセルは培養実験に用いたもの 19）に準じ培地 1mlあたり 100mM oleic acid (シグマ) (以

下 OA) 6µl、25mM cholesterol (シグマ) (以下 Chol) 2µl、100mM 2-monooleoylglycerol(シグマ)(以

下 2-MO)2µl、100mM phosphatidylcholine (シグマ)(以下 PC)2µl、100mM lysophosphatidyl 

-choline(シグマ) (以下 LPC) 2µl を試験管内で混合し窒素下で乾燥した。DMEM（FBS－に溶解し

た胆汁酸（24mM sodium taurocholate (SIGMA) (以下 Tau) を培地 15ml (1本) あたり 1240µl分

注し超音波槽 (ULTRASONIC300, J.M.NEY COMPANY)で 10分間処理した。さらに 1本 15mlになるよ

うに DMEM (FBS－)を加えて、1 分間超音波処理し脂質ミセルを作成した。培地中の最終濃度は以

下の通りである。OA：600µM、Chol：50µM、2-MO：200µM、PC：200µM、LPC：200µM、Tau：2mM

4. 脂質ミセルに添加する食品成分の調製

食品成分 Res、Gen、Curは DMSOに 200mMに溶解して用いた。

5. 反転腸管の作製 9)20)

家兎は 3 種混合麻酔薬(medetomidine 0.5mg/ml、midazolam 2.0mg/ml、butorphanol tartrate

0.5mg/ml)21)を 1.0～3.0ml/体重 kgの麻酔下に正中切開にて開腹した。小腸は胃側より順次 6.5cm

ずつ約 30 個の切片を作成した。経口ゾンデを切片内腔に挿入し、先端を結紮して引き抜くことに

より反転し、もう一方の片端を結紮し反転腸管を作製した。漿膜側（内部）に 2.で作製した培地

を sac 1 本あたり 300～400µl分注した。 

6. 反転腸管の実験

脂質ミセル溶液を分注したコニカルチューブを 37℃に孵置し、酸素注入下で 15－300 分間 sac

を浸漬した。Sac内の培地を回収し、－20℃にて保存した。 

7. 実験条件と粘膜側の条件による実験デザイン

1）用いた腸管切片の部位による検討

腸管切片は胃側から大腸側にむかって順に位置をラベルして識別し、sac を作成した。Sac を

脂質ミセル溶液に 60分間浸漬した後、漿膜側の培地を回収した。 

2）浸漬時間の検討

Sac を脂質ミセル溶液に 15 分、30 分、60 分、180 分、300 分間浸漬し、漿膜側の培地を回収

した。 

3）添加する脂質溶液の種類による影響の検討

Sac を、脂質ミセル 10.5ml、脂質ミセル 5.25ml＋牛乳 5.25ml、牛乳 5.25ml＋DMEM 5.25ml に

浸漬し、60分後に漿膜側の培地を回収した。 

8. ApoB48 およびトリグリセライド (以下 TG)の測定

Sac 内の培地中の apoB48 は、ELISA 法により測定した。測定には Rabbit ApoB-48 ELISA KIT

(Shibayagi, Japan)を用いた。TG は glycerol-3-phosphate oxidase を用いた酵素法「トリグリ

セライド E-テストワコー」（GPO・DAOS法）で測定した。いずれも測定操作については製造者のプ

ロトコールに従って行った。
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9. 統計処理 

分散分析ののち Tukey法にて多重比較を行った。ｐ＜0.05を有意差有りとした。 

【結果】 

1. 用いた腸管切片の部位による検討  

ApoB48 の分泌は胃側から順番に作製した sac で 4-6sac 目まで増加して最大となり、以降、大

腸側へ向かい徐々に減少した。TG の分泌では 7-9sac 目まで増加して最大となり、以降徐々に減

少した。TG/ apoB48比は小腸の上部から中部に向けて比が大きくなり、下部に向かって小さくな

った(図 1)。この結果から、以降の反転腸管実験の小腸は幽門より 20cm下方から採取した。 

2. 浸漬時間の検討 

脂質ミセルに浸漬して行った検討の結果、apoB48分泌は浸漬時間に伴って増加したが、30分と

60 分の浸漬時間では顕著な変化はなかった。TG 分泌は浸漬時間の増加に伴って有意に増加した。

TG/apoB48 比は、60分後まで増加し、180 分以降は大きな変化はなかった（図 2）。 

この結果から、以降の反転腸管実験は浸漬時間 60分とすることにした。 

3. 添加する脂質の種類による影響の検討 

ApoB48 分泌は、脂質ミセルのみの溶液への浸漬に比べ、ミセル+牛乳、牛乳を加えた溶液への

浸漬において低値であった。TG 分泌ではミセルのみの溶液へ浸漬に比べ、ミセル+牛乳おいて高

値、牛乳を加えた溶液への浸漬において有意に高値であった(図 3)。 

 

 

 

研究 2 家兎反転腸管系によるカイロミクロン apoB48 の合成・分泌に食品成分等が与える影響 

【方法】 

1. 実験材料（実験動物・試薬）       研究 1と同じ実験材料を用いた。 

2. 漿膜側 serosal side の培地の調製         研究 1と同じ方法で行った。 

3. 粘膜側 mucosal side 脂質ミセルの調製     研究 1と同じ方法で行った。 

4. 脂質ミセルに添加する食品成分の調製 

食品成分 Res、Gen、Curは DMSOに濃度 200mM、400mMに溶解して用いた。 

0

50

100

150

200

250

300

1-3 4-6 7-9 10-1213-1516-1819-2122-2425-27

ap
o
B

4
8
 (
n
g/

m
l)

系

系

0

100

200

300

400

500

600

0分 15分後 30分後 60分後 180分後 300分後

ap
o
B

4
8
 (
n
g/

m
l)

系

列…
系

列…

T
G

(m
g/

dl
)

：p＜0.01 VS 0分**

**

**

**

**

**

**

apoB48 

TG 

図 1 反転腸管嚢の作成に用いた腸管切片

の部位による apoB48 および TG 分泌の検

討 

反転腸管嚢は胃側から大腸側に向けて

No.1-27 とした 
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図 2 反転腸管嚢の脂質ミセル浸漬時間による 

apoB48 および TG 分泌の検討 

 

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

ミセル ミセル＋牛乳 牛乳

ap
o
B

4
8
 (
n
g/

m
l)

系

列1系

列2

*

T
G

 (
m

g/
dl

)

apoB48 

TG 

図 3 脂質溶液の種類による apoB48 および 

TG 分泌の検討 

 

 

 

 ：p＜0.05 VS ミセル 
    
＊ 

7



0

50

100

150

200

250

con 100 200 400 con 100 200 400 con 100 200 400

resveratrol genistein curcumin

T
G

  
(ｍ

g/
ｄ
l)

* ： p<0.05 VS  control (n=5)*

0

50

100

150

200

250

con 100 200 400 con 100 200 400 con 100 200 400

resveratrol genistein curcumin

ap
o
B

4
8
  
(n

g/
m

l)
5. 反転腸管の作製 9)20)

研究 1と同じ方法で行ったが、sac中に分注した培地は 400µlとした。

6. 粘膜側溶液への食品成分の添加による影響の検討

4 で調製した食品成分溶液を最終濃度 100、200、400µM になるように脂質ミセル溶液に添加し

た。Sac を食品成分が添加された脂質ミセル溶液に小腸上方から下方にかけ均等になるように振

り分け、各々5sac 浸漬した。脂質ミセル溶液は 37℃に孵置し、酸素注入下で 60 分間 sac を浸漬

した。Sac内の培地を回収し、－20℃にて保存した。組織は採取し、RNAlater®Solution（Ambion、

USA）に浸漬して－20℃にて保存した。 

7. ApoB48 の測定

ApoB48 は研究 1と同じ方法で測定した。

8. TG、総コレステロール(TC)、low-density lipoprotein（LDL）、high-density lipoprotein（HDL）の測定

Sac 内の培地中の TG、TC、LDL、HDLは各々LabAssayTM Triglyceride（GPO・DAOS method）（Wako,

Japan）、LabAssayTM Cholesterol (Cholesterol Oxidase・DAOS method）（Wako, Japan）、L タイ

プワコー LDL-C・M（選択消去法）（Wako, Japan）、HDL-コレステロール E-テストワコー（リン

タングステン酸・マグネシウム塩沈殿法）（Wako, Japan）を用いて測定した。測定操作について

は製造者のプロトコールに従って行った。

LDL 測定における検量用試料はマルチキャリブレーター リッピド（Wako, Japan）を使用した。 

9. 遺伝子発現調節の測定

採取した小腸組織は total RNA を RNeasy Plus Mini Kit(50)（キアゲン）および

QIAshredderTM(50)（キアゲン）を用いて抽出した。cDNA は High Capacity RNA-to-cDNA Kit 

(Applied Biosystems）を用いて調製した。Apo B, 編集酵素 APOBEC1, APOBEC1 相補因子 A1CF、

18sRNA, actinβ、ApoA1、コレステロール輸送体 NPC1L1、核内受容体 PPARγの遺伝子発現を測定

した。各プライマー・プローブ（Applied Biosystems Inc）1µl と調製した cDNA 1.9µlを TaqMan 

Fast Advanced Master Mix(Applied Biosystems）10µlと混合し、TaqMan array96-well plateに

分注した。real-time PCR (ABI PRISM  7000 Sequence Detection System,Applied Biosystems)

を用いて cDNAを増幅し、 β-アクチンを内在コントロールとして解析を行った。 

10. 統計処理

分散分析ののち Tukey法にて多重比較を行った。ｐ＜0.05を有意差有りとした。

【結果】 

1. ApoB48、TG の測定結果

ApoB48 分泌では、3 成分とも対照群に比べて減少が見られ、Res と Cur では濃度依存的な減少

がみられた(図 4)。各々、28.5％、38.9％減であった。TG 分泌では、Res 添加で増加傾向にあり

400µM 添加で有意な増加がみられたが、Gen、Cur添加では対照群に比べ変化はなかった(図 5)。 

2. TC、LDL、HDL の測定

Res 添加で、TC では 100µM 添加において有意な増加がみられたが、その他の濃度、では対照群

に比べ大きな変化はなかった。LDLでは、すべての濃度において有意な増加がみられた。HDLでは、

いずれの添加濃度でも対照群に比べ大きな変化はみられなかった(図 6)。 

図 5 食品成分が TG 分泌に与える影響の検討 

   （反転腸管系を用いた検討） 

図 4 食品成分が apoB48 分泌に与える影響の検討 

  （反転腸管系を用いた検討） 
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  Gen、Cur 添加では、TC、LDL、HDL 分泌でいずれの添加濃度でも対照群に比べ大きな変化はみ

られなかった(図 7、図 8)。 

  
 

 

 

 

 

 

 

3. 遺伝子発現調節の結果 

 Res 添加では、apob の発現が対照群に比べ濃度依存的に減少し 200µM（26.9％）では有意であ

った。apobec1と a1cfは対照群に比べ、発現に増加がみられた(図 9)。Gen添加では apobの発現

が対照群に比べ濃度依存的な有意な減少が見られた。apobec1と a1cfは対照群に比べ発現に有意

な増加がみられたが、濃度が濃くなるに従い増加の程度は少なくなった(図 10)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cur 添加では、apob、apobec1、a1cfすべて、 

対照群に比べ濃度依存的な有意な減少が見 

られた(図 11)。 

 

 

 

  

 

 

図 9 resveratrol による遺伝子の発現調節 

（µM） 

図 10 genistein による「遺伝子の発現調節 

（µM） 

図 11 curcumin による遺伝子の発現調節 

図 8 curcumin が TC、HDL、LDL 分泌に与える影響 

図 7 genistein が TC、HDL、LDL 分泌に与える影響 
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図 6 resveratrol が TC、HDL、LDL 分泌に与える影響 
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研究 3 食品成分投与によるカイロミクロン分泌への経時的影響の検討 

【方法】 

1. 実験材料（実験動物・試薬） 

実験動物は New Zealand  White rabbit 雄 8 週齢～(体重 1.7～3.0kg)（東京実験動物株式会

社）を用いた。投与した食品成分試薬は resveratrol (東京化成)（以下 Res）、genistein (LC 

Laboratories) (以下 Gen)、curcumin (和光純薬) (以下 Cur)を用いた。 

2. 食品成分の投与と採血 

家兎 4 羽(食品 1 成分毎)に 1 週間高脂肪飼料（1%コレステロール、6%ピーナッツオイル含有に

調製 LRC-4、オリエンタル酵母工業（株））を摂取後、21時間絶食させた。8日目（絶食後）高脂

肪飼料＋食品成分各々0、200、400、800µmol/kg 体重を 1 時間摂取させた。高脂肪食摂取前、摂

取開始前、1、3、6、9時間後の 6回採血し、血漿を－20℃にて保存した。食品１成分について家

兎を 4 羽使用し、各個体における用量依存性を検討するため 4 サイクルの実験を行った。2 サイ

クル目以降の高脂肪食摂取は 3日間とし、1日目採血のデータは初回時の検体を使用した。 

3. ApoB48 の測定 

2．で採取した血清のapoB48は、70倍に希釈し ELISA法により測定した。測定には Rabbit ApoB-48 

ELISA KIT (Shibayagi , Japan)を用いた。測定操作については製造者のプロトコールに従って行

った。測定後、補正を行った。 

4. TG、TC、LDL、HDL の測定 

 2．で採取した血清の TG、TC、LDL、HDL は各々研究 2 も示した Kit を用いて測定した。測定操

作については製造者のプロトコールに従って行った。LDL 測定における検量用試料はマルチキャ

リブレーターリッピド（Wako, Japan）を使用した。TG、TC、LDLの測定では、検体を生理食塩水

で以下の倍率に希釈して行った。TG：2倍、TC：10倍、LDL：5倍 

. 統計処理   分散分析ののち Tukey法にて多重比較を行った。ｐ＜0.05を有意差有りとした。 

【結果】 

1. apoB48 測定結果 

 食品成分の長期投与では、血漿中の apoB48 分泌はいずれの成分においても有意な差はみられな

かった(図 12、13、14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 resveratrol 投与による apoB48 分泌の経時的変化 図 13 genistein 投与による apoB48 分泌の経時的変化 

図 14 curcumin 投与による apoB48 分泌の経時的変化 
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研究 4 食品成分長期投与によるカイロミクロン分泌への影響の検討 

【方法】 

1. 実験材料（実験動物・試薬） 

実験動物は New Zealand  White rabbit 雄 10週齢(体重 1.8～2.1kg)（東京実験動物株式会社）

を用いた。投与した食品成分試薬は resveratrol (東京化成)（以下 Res）、genistein (LC 

Laboratories) (以下 Gen)、curcumin (和光純薬) (以下 Cur)を用いた。 

2. 食品成分の投与と採血 

12 羽の家兎を 4グループに分け、すべてのグループに 1日目から 7日間高脂肪飼料（研究 3と

同じ）を与えた。8 日目から 2 週間グループ１はコントロールとして引き続き高脂肪飼料のみを

与えた。残りの 3グループは高脂肪飼料と共にグループ 2は Resを 1500µmol/kg体重/day22)、グル

ープ 3 は Gen を 20µmol/kg 体重/day23)、グループ 4 は Cur を 600µmol/kg体重/day24)与えた。採血は

1、8、15、22 日目に耳の静脈より取り、遠心分離後血清を－20℃にて保存した。 

3. 組織(小腸、肝臓、大動脈)採取 

 長期投与後、家兎は研究 1と同じ方法にて開腹した。小腸は胃から 25cm、71cm、114cmから各々

1cm の切片を 5片採取した。肝臓は左葉、右葉各々5片採取した。小腸、肝臓ともに採取後、十分

量の RNAlater®Solution（Ambion、USA）に浸漬して－20℃にて保存した。大動脈を採取し縦に切

開して写真を撮った後、ホルマリンに浸漬し保存した。 

4. ApoB48 の測定       研究 3の 3と同じ方法で測定した。 

5. TG、TC、LDL、HDL の測定       研究 3の 4と同じ方法で測定した。 

6. 遺伝子遺伝子発現の測定      採取した組織を研究 2の 8と同じ方法で測定した。 

7. 大動脈の染色 [1] [2] 

 保存してあった大動脈を 70% ethanolで簡単に洗浄し、0.5% Sudan Ⅳ溶液(溶媒：70% ethanol

と acetone(1:1))に 20分間浸漬した後、1 時間流水中で洗浄した。 

8. 長期投与後家兎の小腸を使用した反転腸管実験 

 成分を長期投与した家兎の小腸を採取し、研究 1、2 と同じ方法で反転腸管実験を行った。

浸漬液は脂質ミセルのみとした。回収した sac内培地の apoB48、TGの測定を行った。 
【結果】 

1.  ApoB48、TG 分泌の結果 

血漿中の apoB48 分泌はいずれの成分においても、対照群に比べ 22 日目の測定結果において有

意な差はなかったが、コントロールに比べ Gen、Cur 投与が低かった(図 15)。血漿中の TG分泌は

Day8 と比べ Day22 において対照群、Res群、Gen群、Cur群、各々74.3％、89.0％、44.3％、48.7％

の増加がみられた。対照群に比べ Gen投与群、Cur投与群では増加率が低かった。(図 16) 

 

 

 

 

 

2. 反転腸管実験での培地 apoB48、TG 測定の結果 

 対照群に比べ、投与群の小腸使用の反転腸管では、Res、Gen の apoB48 分泌に増加の傾向がみ

られ、TG 分泌では 3成分に減少の傾向がみられた。（図 17、18） 

図 15 食品成分の長期投与による血清 apoB48 分泌

に与える影響 

 

図 16 食品成分の長期投与による血清 TG 分泌に与える 

影響 
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【考察】 

食後高脂血症研究では様々な細胞系や個体系の研究が行われてきているが、細胞レベルと個体

レベルを結ぶ腸管組織を使用したでの研究は乏しく実験手段として確立されていない。本研究で

は、反転腸管を CM分泌を定量的に測定しうる実験系として確立した。 

反転腸管嚢の作製は Wilson ら 9)や Hamilton らの報告 20)を参考にしたが、本研究では、小腸を

反転させる補助器具として小動物用の経口ゾンデを使用し、これにより sac の識別表示、sac 内

への培地の分注が容易となった。 

これまで、反転腸管系を用いての脂質に関する研究としては、種々の条件下でのタウロコール

酸の取り込み・蓄積をみた研究 18)25)やりんご未熟果実由来ポリフェノールの脂肪の吸収阻害作用

の研究 26)、脂質吸収におけるカルシウム、マグネシウムイオンの影響をみた研究 16)、リノール酸

やオレイン酸の取り込みを観察した研究 17)27)がある。反転腸管系での脂質の吸収・分泌を検討し

た研究において、電子顕微鏡で細胞質内への脂質小滴の蓄積および細胞外への出現 15)、CM様粒子

を形態的に観察した報告 16)があるが、CMの分泌を定量的に検討した報告はない。 

粘膜側に添加する脂質については、前述の研究では粘膜側の脂質をオレイン酸やリノレン酸、

リノール酸をそのまま添加 16)17)27)またはミセル化して添加 15)26)ている。我々は培養細胞系での脂

質代謝の検討 6)に用いた脂質ミセル 19)を調製した後、反転腸管に吸収させて漿膜側に分泌された

apoB48 と TGを測定しカイロミクロン分泌を定量的に観察した。 

まず、反転腸管系で脂質代謝を検討するために小腸の部位による違いを観察した。apoB48分泌

は胃側から約 25cmで最も多くなり TG分泌は apoB48分泌より少し下部の約 50cmで最大となった。

すなわち、脂肪の吸収能、apoB48の合成・分泌能が胃側の sacにおいて大腸側より高いことが示

唆された。この CM 分泌の結果を受けて、反転腸管実験は幽門より 20cm 下方からの小腸切片を使

用することが適切であると考えた。また、切片部位を小腸上～下部を均等に選択して用いること

により部位による違いの影響を排除した。 

次に浸漬時間による apoB48 と TG 分泌について検討した。どちらの分泌おいても浸漬時間が延

びるに従い、分泌量は増加した。脂質関係を検討した他の研究 11)16)17)18)25)では 30分から 4時間の

浸漬時間であったが、apoB48分泌では 30分から 60分までの増加が多くなく増加率もどちらの分

泌も時間が経つに従って減少してきたので、浸漬時間は 60分が適切であると考えた。 

浸漬する脂質溶液をミセルと牛乳で比べた結果では、牛乳の量の増加により apoB48分泌は減少

し、TG 分泌は増加した。TG/apoB48 比は、牛乳の比率が多くなるにしたがって大きくなった。す

なわち、TG 分泌が多いことは牛乳溶液の脂肪濃度 (18mg/ml) がミセル溶液 (0.5mg/ml) に比し

著しく高く、高率に吸収したことによると考えられる。一方 apoB48は、通常は細胞内で過剰合成

されており、TGの増加にしたがって分泌が増加するはずであるがむしろ減少がみられている。飽

和脂肪酸が多い乳脂肪はカイロミクロン粒子サイズを減少させる 28)すなわち相対的に apoB48 を

増加させることが知られているので、ここではホエイのタンパク成分などが apoB48の減少に関与

した可能性がある。ホエイや乳製品において報告されている抗動脈硬化作用 29)30)は apoB48を介す

るところがあるかもしれない。 

さらに本研究では、脂質代謝に影響を与える可能性が報告されている数種のポリフェノールに

ついて反転腸管系を用いて検討した。ワインポリフェノールの成分である resveratrol（Res）22) 

** 

** 
** 

** 

図 17 成分を長期投与された家兎小腸の 

apoB48 分泌への影響（反転腸管による検討） 

図 18 成分を長期投与された家兎小腸の 

TG 分泌への影響（反転腸管による検討） 
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31)32)大豆イソフラボンの成分である genistein（Gen）23)33)、ウコンの成分である curcumin（Cur）
6)34)35)の 3食品成分を脂質ミセル溶液に添加し CM分泌を検討した。

これまで Resの脂質代謝への影響については、血中脂質低下作用 22)36)37)、抗動脈硬化作用 38)39)、

酸化 LDL と apoB が減少したとの報告 40)等がある。また、電気泳動による apoB48 分泌の検討 31)

や apoB48、apoB100 の分化異化率を検討している報告 32)はあるが、apoB48 を直接定量して CM 分

泌を検討した報告はない。また、大豆イソフラボンおよび主要成分である Gen の脂質代謝への影

響では、血中脂質低下作用 41)42)、抗動脈硬化作用 33)が報告されている。Gen の影響の検討におい

て肝臓細胞を用いての apoB分泌減少の報告 43)はあるが、CMや apoB48の分泌を検討した報告はな

い。2015 年に著者が培養腸管細胞 Caco2を用いて Curの脂質代謝への影響について、apoB48の分

泌が遺伝子転写と mRNA編集のレベルで抑制されることにより、動脈硬化抑制に働く可能性を報告

した 6)。その他の報告では血中脂質低下作用 34)35)、抗動脈硬化作用 44)、NPC1L145)の発現減少も報

告されている。今回の反転腸管系の研究の結果では、apoB48分泌はコントロールに比べ 3成分の

添加おいて減少がみられた。apoB48は CM1粒子当たり 1分子存在しているので 3)、apoB48の減少

は分泌された CM 粒子数が減少していることを意味する。一方、TG 分泌においてはわずかな増減

がみられたが、対照群に比べ大きな変化はなかった。そのため、TG/apoB48 比では 3 成分とも対

照群に比べて増加がみられた。これらのことは 3食品成分の添加により TG分泌量に大きな変化が

ないにもかかわらず、CM の粒子数が減少したことにより CM の粒子サイズが増大していることを

示している。この結果は我々が先に腸管細胞 Caco2 極性培養系で検討した結果 6)と同じである。

CM粒子は血中で LPLにより代謝されることにより同数の CMレムナント粒子となるので CM粒子数

の減少は動脈硬化巣の形成に働く CM レムナント 1)2)の粒子数減少をもたらすことになる。今回用

いた 3 種の食品成分は apoB48 分泌減少を通して CMレムナント粒子数を減少させる効果があると

考えられ、動脈硬化抑制的に働く可能性が示唆される。脂質関連タンパク質の遺伝子転写解析の

結果、Res と Gen は apob 遺伝子が、Curでは apob、apobec1、a1cf が対照群に比べ濃度依存的な

減少をみせており、3成分が遺伝子転写レベルで apoB48 分泌を抑制していることが観察された。 

反転腸管系の検討によるその他の脂質の測定において、肝臓から分泌される LDLが測定された。

培養細胞を用いた検討 6)で apoB100 が検出されなかったので、組織からの分泌ではなく別の原因

がある可能性が高いと考える。反転腸管作製時に腸間膜の除去を行うが、その処理が十分でなく

血液がコンタミしてしまったか、また除去としてはある程度十分であっても血液が付着していた

ことも考えられる。 

動物個体を用いた検討では、高脂肪飼料＋食品成分摂取後の apoB48、TG等分泌の経時的変化を

観察した検討と、高脂肪飼料＋食品成分を長期間投与して食品成分の apoB48、TG等分泌への影響

の検討を行ったが、いずれの成分・濃度においても対照群に比べ有意な差はなく、大きな変化も

みられなかった。しかし、長期投与実験後に採取した大動脈を観察において、対照群の大動脈に

おいて動脈硬化の初期病変の脂肪線条（fatty streak）的な変化が認められたが、投与群におい

てはわずかなものか、または認められなかった。 

血中脂質の経時的な変化を観察した検討では、高脂肪飼料摂取後 1、3時間後と上昇し、3時間

後をピークに apoB48、TG分泌が減少している報告 46)があり、今回の結果とは大きく異なった。ま

た、長期投与を行っての検討についても前述の 3 成分の先行研究でヒトあるいは動物への投与実

験研究において、血中脂質低下作用 22)34)35)36)41)42)が報告されており今回の結果とは異なっている

が、実験期間が 7～24 週間であり今回の検討では期間が短かった可能性は十分考えられる。しか

し、Res 投与の研究で実験期間が 8 週間で血中脂質に大きな変化は見られなかったが、抗動脈硬

化作用は見られたとの報告 47)もあり、今回の結果はこの報告と同じ結果となった。また、長期投

与実験において血中脂質の変化が観察されなかったことについては、長期投与後の家兎小腸を用

いた反転腸管実験で対照群に比べ投与群の小腸で apoB48分泌が増加した結果から、食品成分を小

腸内腔に添加した場合と摂取して小腸壁内に成分が取り込まれた場合とでは CM 分泌または

apoB48 分泌への影響に違いがある可能性が考えられる。 

本研究は、Res、Gen、Curが apoB48分泌に与える影響を細胞生物学的な検討に続き、組織さら

には動物個体を用いて検討したものである。組織での検討のための反転腸管系で脂質代謝を検討

する系を確立し、Res、Gen、Cur について培養細胞株の検討に続き、CM レムナント粒子数の減少
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を介し動脈硬化抑制的に働く可能性が示唆された。また、遺伝子発現調節の結果より、Res、Gen、

Cur は CM apoB48の合成・分泌を、遺伝子転写と mRNA 編集のレベルで抑制することが明らかとな

り、脂質改善、動脈硬化の抑制に関与しうる可能性が示唆された。 

【結論】 

反転腸管を用いた CM分泌の定量的な観察系を確立した。反転腸管系を用いて食品成分が脂質代

謝に与える影響を観察することができた。resveratrol などのポリフェノールは apoB48分泌を減

少させ、動脈硬化抑制的に働く可能性が示唆された。食品成分投与による検討では、apoB48分泌

には大きな変化はみられなかったが、動脈硬化の初期病変の抑制が確認できた。 
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平成29年度 食物栄養学専攻 博士後期課程（博士）論文  

主査・副査講評要旨 

 

氏名 冨重 慶子 

 

論文名 食品の機能性成分がカイロミクロン apoB48 の分泌に与える影響の解析 

     －家兎反転腸管系および動物個体を用いた検討－ 

 

 本邦の死因の２位３位を占め、寝たきりの主因でもある動脈硬化性脳血管疾患につ

いて、腸管から分泌されるカイロミクロンによる食事性高脂血症が大きな危険因子で

あることが知られている。一方、いくつかの食品の機能性成分について、基礎的研究

において動脈硬化を抑制するとする報告がみられるが、その効果や機序の詳細は明ら

かになっていない。 

 本研究は、カイロミクロンの構造タンパクである apoB48 に着目し、その分泌をタン

パク質および遺伝子での解析を試みたものである。組織レベルの研究として開発、確

立した反転腸管実験系において、食品成分として、修士課程の腸管細胞系を用いた研

究において効果が見られた resveratrol, curcumin, genistein の３成分を用い、いずれにお

いても対照群に比べ apoB48 減少の傾向を確認し、Res、Cur では濃度依存的な減少を

見いだしている。遺伝子発現調節の検討では、Res、Gen 添加において apob 遺伝子発

現に減少の傾向がみられ、Cur では apob、apobec1、a1cf 遺伝子発現を抑制することを

確認している。家兎個体への短期および長期の成分投与実験においては、血中脂質濃

度に対照群との違いは確認できなかったが、成分を長期投与した家兎の大動脈には、

対照群でみられた動脈硬化病変が抑制されていることを観察し、組織研究と合わせ、

３成分特に Curcumin において脂質異常の抑制の可能性とその機序を解明した。 

 本研究をより発展させるためには投与期間を初めとする実験条件をさらに検討する

必要がある。一方、系の複雑化を考慮すると、細胞、組織、個体において一貫した知

見を得、組織での遺伝子レベルでの機序を見いだした成果は大きい。 

 本研究の成果は、動脈硬化の危険因子及び抑制因子としての食生活により適切に対

応が期待できる貴重な研究として、食物栄養学専攻の博士論文として相応しいと評価

できる。 
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