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　　　　　　異な る脂肪酸組成の 高脂肪食摂取が

ラ ッ ト骨格筋の ミ トコ ン ドリア酵素活性お よび
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　The　purposes 　 of 　this　 study 　were 　l）to　 examine 　 whether 　fatty　 acid　composition 　of　the
diet　 might 　 affect 　 mitochondrial 　 enzyme 　 activities　 in　 rat 　 skeletal 　 muscle ，　 and 　2）to　 assess

the　 effects 　 of 　the　high−fat　 diets　on 　skeletal 　 muscle 　peroxisome 　proliferator　activated 　receptor

7coactivator
−1α （PGC −1α ）　protein　content ，　which 　is　a　key　regulator 　of　adaptive

mitochondrial 　 biogenesis．　 R ）ur−week −old 　 male 　 Sprague−Dawley　 rats 　 were 　 fed　 f6r　 30　 days

either 　 a 　 rodent 　 chow （12％ calorie 　 from　fat，　 CON 　 group； n ＝5）or　a　 high−fat　 diet（50％
calorie 　 from　 fat）containing 　 lard （LARD 　 group； n ＝5） or 　 olive　 oi1 （OLr 》E　 group； n 二5）．

Citrate　synthase （CS）and 　3−hydroxyacyl−CoA　dehydrogenase （3−HAD ）activities 　in　plantaris
muscles 　were 　significantly 　higher　in　both　LARD 　and　OLIVE　groups 　than　CON 　group （p＜

0．05）．Furthermore，　the　3−HAD 　activity 　in　OLIVE 　group　was 　significantly 　higher　than　that

in　LARD 　group　（p〈0，05）．　 PGC −1α 　protein　contents 　in　epitrochlearis 　muscle 　were

significantly 　 higher　in　 both　LARD 　and 　OLWE 　groups　 than　CON 　 group　 by　 88　and 　70％ ，

respectively （p＜ 0．05）．　 No　 significant 　difference　 in　PGC −−1α 　protein　 content 　 was 　 observed

between　LARD 　and 　OLIVE　groups ．　 In　conclusion ，　 these　 results 　 indicate　 that　1）olive 　oi1，

which 　 consists 　 mostly 　of 　unsaturated 　 fatty　acids ，　 has　 more 　 pronounced　effects 　 on 　 the　fatty
acid 　oxidation 　enzyme 　activity 　in　skeletal 　muscle ，　compared 　with 　lard　enriched 　in　 saturated

fatty　acids
，
　and 　2）feeding　high−fat　diets　increases　transcription　coactivator 　PGC −1α protein

content 　 in　 rat　 skeletal 　 muscle ．
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1，緒言

　持久的 な ト レーニ ン グ に よ り，骨格筋 の ミ ト コ ン

ド リ ア 酸化系酵素 な らび に脂肪酸 の β酸化に 関与す

る 酵 素群 の 活性 が 上 昇 す る
le）．こ の こ とは，運動時

の 脂質利用の割合を増加 させ，筋お よび 肝 グ リ コ ー

ゲ ン の節約，さ らに は 持久 的運 動能力の 改善 に 寄与

して い る と考えられ て い る
11〕．また，高脂肪食 を数週

間 に わ た っ て摂取する こ とで も，持久的 トレ ーニ ン

グ と同様に 骨格 筋 に お け る ミ トコ ン ド リア の 酵素活

性 が 増加 す る こ と が 知 ら れ て い る，Miller　et　al．
m

は，ラ ッ トを対象に 5週 間，高脂肪食 を摂取 させ た場

合，筋 グ リ コ
ー

ゲ ン 濃度の 低下 に もかかわ らず，ミ ト

コ ン ドリア酵素活性の 上昇に より，運動時 の グリコ ー

ゲ ン 利用が 節約 され，持久的運動能力が 有意に増加す

る こ とを報告 して い る．先行研究の 多 くは
IG．11・n ）

，主

に飽和脂肪酸を多 く含む ラ
ー

ドか らなる高 脂肪食を

用 い て い る が ，最近 で は不飽和脂肪酸 を多 く含む オ

リ
ー

ブ油 と亜麻仁油か らなる高脂肪食を摂取す る こ

と で も骨格筋の ミ ト コ ン ド リ ア が 増加す る こ と が 報

告 され て い る
」〕

．しか しなが ら，そ れ ら の 脂肪酸組

成 の 違 い が ミ トコ ン ド リア新生 に 及ぼす影響に つ い

て 直接 比較検 討 した研 究 は 少な く，ど の よ うな脂肪

酸組 成 の 高脂 肪食が ミ ト コ ン ド リ ア 新生 を引 き起 こ

す上 で 効果的 なの か は必ず しも明 らか で は な い ，そ

こ で ，本研 究 で は ，ラ ッ トを 対象に，飽和脂肪酸 を

多 く含む ラ
ードと不飽和脂肪酸を多く含むオ リ

ー
ブ

油 か ら な る 高脂肪食が骨格筋の ミ トコ ン ド リ ア 酵素

活性 に及ぼす影響につ い て検討する こ とを第
一

の 目

的 と した ，

　近年，ミ トコ ン ドリア系酵素 の 発現調節に 関する研

究が進み，Peroxisome 　Proliferator−Activated　Receptor

γ coactivator
−1α （PGC −1α ）と呼ばれる核内蛋 白質

が ミ トコ ン ドリア新生に おい て 重要な役割を果た して

い る と い う知見が 数多 く報告 され て い る“ 4 ’9・Z”’．

PGC −1α は転 写 補 助 因子 で あ り，PPARs ，　 Nuclear

Respiratory　Factor−1，−2 （NRF −1，　NRF −2），　Estrogen−

Related　Receptor　a （ERR α ）な ど多 くの 転写 因子群

と結合 し， ミ トコ ン ドリア 系酵素 の mRNA 発現 を促

進して い る と考えられ て い る
t141 ”・ua｝，また，

一
過性の

運動や 持久的 な ト レ
ー

ニ ン グ に よ り，骨格筋 の PGC −

1α 発現 量が増加す る こ とが報告 され て お り
7層羅 跚

、

運動に よ る ミ ト コ ン ド リ ア 新 生 の メ カ ニ ズ ム に も

PGC −1α が 関与 して い る 可能性 が示唆 され て い る．

以上 の こ と か ら，高脂肪食に よ る骨格筋の ミ トコ ン

ドリ ア 増加 の メ カ ニ ズ ム にお い て も，PGC −1． が関

与 し て い る 可 能性が 考 え られ る．最 近，Garcia−

Roves 　 et　 a1．5〕は，4 週 間 の 高 脂 肪 食 摂 取 で ｝よ

PGC −1α の mRNA の 発現量が 変化 しな い こ とを報

告 して い る，しか しなが ら，実際に転写活性化作用

を有する PGC −1 α の 蛋 自含量 が高脂 肪 食摂取 に よ

り，どの ように 変化す る の か は 明ら か とな っ て い な

い ．そ こ で ，本研究で は ，ミ トコ ン ドリア の 新生に

関 与 して い る と考え ら れ て い る PGC −1 α の 蛋 白含

量に 及 ぼ す高脂 肪食摂 取 の 影響 を検討する こ とを第

二 の 目的 と した ．

皿，方法

A ．実験動物 お よ び 飼育条件

　本実験で は，体重 が70〜90g の 4 週齢 の Sprague−

Dawley （SD ）系雄 ラ ッ ト （日本 ク レ ア）15匹 を用 い

た．ラ ッ トは ，室温 25℃ ，湿度30％ ，午後 9 時
〜

午

前 9時 を暗期に 設定 した飼 育室 に お い て ，個 別に飼

育が 可 能 な ス テ ン レ ス 製ケ
ージ を使用 し，1 匹ず つ

飼育 した．予 備飼育期間 に は ，飼料 と して 市販 の 粉

末飼料 （CE −2 ： 日 本 ク レ ア ） と飲料 と して 水道水

を 自由摂取 させ た ．

　予 備 飼育終了後，ラ ッ トを 1） コ ン トロ
ー

ル 群

（CON 群 ： n ＝5），2 ） ラ
ー

ド食 群　（LARD 群 ：n ＝

5），3 ）オリ
ーブ 食群 （OLIVE 群 ：n

＝5）に，無作

為 に分 け た ．CON 群 に は ，予備飼育 期 間 に 引 き続

き，粉 末 飼 料 （CE−2 ： 日 本 ク レ ア）を 与 え た．

LARD 群 と OLIVE群に は．エ ネル ギ ー比 で 脂質の 割

合が 全体の 50％ とな る よう に 設定 し，それぞれラ
ー

ド （雪印乳業） もしくは オ リ
ーブ 油 （味 の 素） とス

ク ロ ー
ス （三 井製糖），カ ゼ イ ン （日本ク レ ア），ビ

タ ミ ン Mix （AIN 　mix 　93，日 本 農産 工 業）， ミ ネ ラ

ル Mix （AIN　mix 　93G，日本農産工 業）を混合 した

も の を 摂取 さ せ た．ラ ードの 脂肪酸組成 は ，飽和脂

肪 酸 が41．4％ ，不 飽 和 脂 肪 酸 （一価，多 価）が

58，5％で あ り，
一方，オ リーブ油で は ，飽和お よび

不飽和脂肪酸が そ れ ぞ れ 、13．1％ ，86，9％ で ある
6）．

粉 末飼料 （CE −2）の 組成は ，エ ネル ギ ー比 で タ ン パ

ク質，脂 質 糖 質 の 割合 が r そ れ ぞ れ 2996，12％，

59 ％ で あ っ た．一
方，両 高脂肪 食 の 組成 は ，タ ン パ

ク 質，脂 質，糖 質が それぞ れ エ ネ ル ギ
ー

比 で 23％，

50％ ，27％ で あっ た．飲料 は水道水 を用 い ，飲料，

食餌と も に 自由摂取 と し，30日 間飼 育 した．なお，

本実．験は，早稲 田大学 ス ポ
ー

ツ科学 部動物 実験倫理
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骨格筋 ミ トコ ン ド リ ア に 及 ぼ す高脂肪食摂取の 影響

委員会の 承認を得て 行われた．

B ．組織 の 摘出お よ び 保存

　30 日間 の 飼育期間終了 日の 午後 1時 〜 3 時 に 採血

お よ び 組織 試料 の 採取 を 行 っ た ．体 重 100g あ た り

5mg の ペ ン トバ ル ビ タール ナ トリ ウ ム を投与する こ

とに よ る 完全麻酔下 に て 解剖 を行 っ た，解剖時 に は，

心臓 から血液を採取 した後，骨格筋 （足 底筋，滑車上

筋）お よ び 腹腔 内脂肪を摘出 し た．採取 し た血液は，

ベ ノ ジ ェ ク ト1 血清分離 用真空採 血管 （TERUMO ）

に 移 し， 卜分に放置し た 後，3000rpm で 10分間遠心

して 血清を得た．副睾丸脂肪，腹膜後方脂肪，お よ

び 腸 間膜脂肪 を摘 出 し，3 つ の 合計脂肪量 を電子 天

秤で 測定 し，腹腔内脂肪量と した．骨格筋サ ン プ ル

は，液体窒素中 で 凍結 し，分析 まで
一80℃ の フ リ

ー

ザ
ー

中 に て 保存 した，

C．骨格筋酵素活性

　氷 水中 に 浸 した ガ ラ ス 製 ホモ ジ ナ イザ ー
に骨格筋

サ ン プ ル （足 底筋）と 9倍量 の ホ モ ジ ナ イ ズ バ ッ

フ ァ
ー （175mM 　 KC1，10mM 　 GSH ，2mM 　 EDTA ，

pH7．4） を入 れ，ホ モ ジ ナ イ ズ した後，凍結
・溶解を

2度繰 り返 した ．Citrate　Synthase （CS）1舌性測定に

は，ホ モ ジ ネートをそ の まま使用 し，3−Hydroxyacyl −

CoA　dehydrogenase（3−HAD ）活性 に は．ホ モ ジ ネー

トを700xg で 10分 間 遠心 し て 得 ら れ た ヒ清 を用 い た．

ミ トコ ン ドリア酸化系酵素の 指標 と して CS 活性を．

Srereの 方法
en

に従 い 測 定 した．また ，ミ ト コ ン ド リ

ァ β酸化 系 酵 素 の 指 標 と して 3−HAD 活 性 を Bass

eta1 ，の 方法
1）
に 基 づ い て 測定 し た、

D ．PGC −1α 蛋 白含量

　本研 究 で は ，足底筋 と 同様の 筋線維組成 （Type　I

fiber：〜10％，　 Type　l　fiber：〜90％） を示す滑車 ヒ

筋
zzo

を PGC −1α 蛋白含量 の 分析 に 供 した．氷水 中

に 浸 した ガ ラ ス 製ホ モ ジ ナ イ ザ ーに骨格筋サ ン プ ル

（滑車上 筋）を入 れ ，Protease　inhibitor（SIGMA ＞を

添 加 した ホ モ ジ ナ イ ズ バ ッ フ ァ
ー （RIPA　Iysis

buffer，　Upstate）を加えて ホ モ ジ ナ イ ズ した ．凍結 ・

溶解 を 2 度繰 り返 した 後，700xg で 10分 間遠心 し，

上 清 を 得 た ．タ ン パ ク 濃 度 を BCA 　Protein　Assay

Kit （PIERCE ）を 用 い て 測 定 し，タ ン パ ク濃 度 が

3 μg／μ 1に な る よ うに ホ モ ジ ナ イズ バ ッ フ ァ
ーと

2−mercaptoethano1 を含む Sample　buffer（和光純薬）

で 調整した．そ の 後，95℃ で 5分間加温 し，電気泳

動用 サ ン プル と した，

　 タ ン パ ク質は，Laemmlii”’）の 方法に 基 づ き，7．5％

Resolving　gelお よび 4 ％ Stacking　gel を用 い た SDS−

PAGE 法 に よ り分離 し た，1 レ
ー

ン あ た り60μgの タ

ン パ ク質サ ン プル を ア プ ラ イし，サ ン プル が ゲル の

下端 に 達する まで 100V で 通竃 した ，

　電気泳動終了後，速や か に ゲ ル を取 り出し，ウ ェ ッ

ト式 プ ロ ッ テ ィ ン グ装置 （Bio−Rad）を用 い て ，100V

で 90分 間通電 し，Poly　Vinilidene　DiFluoride（PVDF ）

メ ン ブ レ ン （Millipore）に タ ン パ ク質を転写 した．転

写 した メ ン ブ レ ン は，10％ （w ／v ） ス キ ム ミ ル ク ／

Tris−Buffered　 Saline，0．1％ Tween　20 （TBS −T） を

用 い て 1 時間の ブ ロ ッ キ ン グ処理 を行い ，
一

次抗体

反 応 （anti−PGC −1 α （Calbiochem）；5000倍 希 釈））

を 4℃ で 一晩行 っ た．翌朝，メ ン ブ レ ン を TBS −T

で 洗 浄 し，二 次抗体反応 を （HRP −conjugated 　anti−

rabbit　IgG ：10QQ〔賠 希釈）室温 で 1 時間行 っ た．　 TBS −

T お よ び TBS で 十分に洗浄した後 化学発光検出試薬

（ECL 　reagent ；Amersham 　Biosciences）と 1 分 間反

応 させ た．反応終 r後，LAS −3000 （FuJIFILM）を用

い て ，抗原 の 検出 を行 っ た．得 られ た バ ン ドを コ ン

ピ ュ
ー

タ
ー

に 取 り 込 ん だ 後，SIGMAGEL

（STATCON ） を用 い て 定 量 し，そ の 値 を コ ン ト ロ ー

ル 群 の平均値に 対 す る 相対値 で 表 した．

E、Iin清遊離脂肪酸濃度

　血清遊離脂肪 酸濃度 の 測定に は ，NEFA −C テ ス ト

ワ コ ー （和光純薬）を用 い た ．

F．統計処理

　デ ータ は 全 て平均値 ± 標準誤差 で 表 した．統計は

Sigma　Stat（Jandel　Scientific）を用 い て 行 っ た ．　 3

群間 の 比較には，一
元配 置の 分散分析を用 い ，多重

比較 に は，Fisher　LSD 法を用 い た ，

皿，結果

A ，体重，腹腔内脂肪量，血清遊離脂肪酸濃度

　Table　l に体重，体重 100gあた りの 相対 的 な腹腔

内脂肪量，お よび 血清遊離脂肪酸濃度の 結果 を示 し

た ．体重 は，LARD 群 が CON 群 お よ び OLIVE 群 に

比 べ て有 意に 高い 値 を示 した （LARD 　 vs ．　CON ：

p＜ 0．05，LARD 　vs ．　 OLIVE ：p〈 0．　Ol）．　 CON 群 と

OLIVE 群 の 間 に は 有 意な差 は 認 め ら れ なか っ た ．
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Table　 l　 Body 　weight ，　 viceral　fat　mass ，　 serum 　 FFA 　 concentration 　 for　 rats　fed　either　 rat　 chow

　　　　 or　the　high−fat　diets　for　30　days．

CON LARD OLIVE

　　　　Body　 weight （g）

Visceral血t （g〆100g　body　weight ）

　　　Serum 　FFA （mEq ／1）

367± 1／

4．1± O．31

，1± O．1

396± 2＊，＄＄

6．6± 0，4e ＊ ＊

4、1± 0．8＊

361土 76

．0 ± 0．3＊ ＊

3．6± 1．1＊

Values　 are 　 mean ± SEM ．＄Sindicates　 signhicant 　 difference廿om 　 OL【VE　 group　 at　 a　 level　 of　p〈 00L
＊，＊ ＊

and
＊ s ＊ indicate　 sign 出 cant 　differences　from　CON 　group 　at　levels　 of　pく0．05，　pく0、01　 and 　p〈0．　OOI，

respectively ．　 CON ： control 　 chow 　diet，　LARD ： lard−based　high−fat　diet，　OLIVE ： olive −based　high−fat　diet．

　体 重 100gあ た り の 相 対 的 な 腹 腔 内 脂 肪 量 は，

LARD 群お よ び OLIVE 群が CON 群に比べ て 有意に

高い 値 を示 した （CON 　vs ．　LARD ：p＜ 0．001，　 CON

vs ．　OLIVE ：p ＜0．　Ol）．　 LARD 群 と OLIVE 群 の 間 に

有意 な差 は 認 め ら れ な か っ た ．

　 LARD 群 お よび OLIVE 群 の 血 清遊 離脂肪 酸 濃度

は，そ れぞれ CON 群 に比 べ て 270％，228％ 有意に

高い 値 を 示 した （p 〈 0．05）．LARD 群と OLIVE 群 の

問 に は 有意な差 は 認 め られ なか っ た．

B．骨格筋 CS 活性

　Figure　1 に足 底 筋 の CS 活性 の 結 果 を 示 し た．

CON 群 に 比 べ て LARD 群 と OLIVE 群 で そ れ ぞ れ

18％ ，17％ 有意 に 高 い 値 を示 して い た （p ＜ O．　05）．

LARD 群 と OLIVE 群の 間に は 有意な差 は認め られ

な か っ た，

C．骨格筋 3−HAD 活性

　Figure　2 に 足底筋 の 3−HAD 活性 の 結 果 を示 した．

CON 群 に比 べ て LARD 群 と OLIVE 群 で そ れ ぞ れ ，

23％，48％ 有意に 高 い 値 を示 し て い た （CON 　vs ．

LARD ： p く 0．05，　 CON 　vs ．　OLIVE ：p ＜ 0、001）、さ

らに，OHVE 群 の 3−HAD 活性は，　 LARD 群に 比 べ

て有意に 高い 値で あ っ た （p 〈 0．05）．

D ．骨格筋 PGC −la 蛋 白含量

　Figure　3 に滑車．E筋に おけ る PGC −1α 蛋白含量 の

結 果 を 示 し た 、CON 群 に 比 べ ，　 LARD 群 お よ び

OLIVE 群 で ，そ れ ぞ れ 88％，70％ 有意 に高い 値 を示

した （CON 　vs ．　LARD ： p く0、　Ol，　 CON 　vs ．　OL】VE ：

p ＜0．05）、LARD 群 と OLIVE 群 の 間 に は 有意な差

は認め られなか っ た、
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Figure　l　Effects　 of 　30　days　feeding　lard− or　 olive −

　　　　　based　high−fat　diets　on 　citrate 　synthase

　　　　　（CS ） activities 　in　rat　 plantaris　muscle ．

　　　　 Values　are　mean ±SEM ．＊ indicates　signifi−

　　　　　cant 　difrerence　at　a 　IeveI　of　p〈 0．05．

　 　　 　 　CON ；　 control 　 chow 　diet，　 LARD ：　 Iard−

　　　　　based 　high−fat　diet，　O 凵VE ：　olive −based

　　　　　high−fat　diet．
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Figure　2　Effects　of　30　days　of　feeding　Iard− or

　 　 　　 　olive−based　high−fat　diets　on 　3−hydroxyacyl−

　　　　　CoA 　dehydrogenase （3−HAD ）activities　in　rat

　　　　　plantaris　muscle ，　 Values　 are 　mean ±SEM ．

　　　　　＊ and 　＊ ＊ ＊　indicate　significant 　di「fererlces

　　　　　a吐　Ievels　of　p＜0．05　and 　p＜0．001 ，　respec −

　　　　　tively．　CON ： control 　 chow 　diet，　LARD ： Iard−

　　　　　based　high−fat　diet，　OLIVE ；　 01ive −based

　　　　　high−fat　diet．
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骨 格 筋 ミ トコ ン ド リ ア に 及 ぼ す 高 脂 肪 食 摂 取 の 影 響

N ．論議

　本研究 の 主 な知 見 は，1）ラ ー ドに 比 べ て ，オ

リ
ー

ブ油か らな る高脂肪 食の 摂取 は ，骨格筋 の 脂肪

酸 β酸 化系 酵素 の 活性 を よ り大 き く増 加 さ せ

る，2 ） ミ トコ ン ドリ ア新生 の メ カ ニ ズム に 関与 し

て い る と考えられ て い る転 写補 助 因子 PGC −1α の

蛋白含量が骨格筋に お い て高脂肪食摂取に よ り増加

する，とい う 2 点で あ る．

　 長期間 の 高脂肪 食摂取 に よ り，骨格 筋 の ミ トコ ン

ドリア 系酵素の 活性が増加す る こ とが数多 くの 研究

に より報告され て い る
5・1a ’7・ve）．本研究で も，30日 間

の 両高脂肪食摂取 に よ り骨格筋 CS お よび 3−HAD 活

性 の 上 昇が認め られ た （Fig．1，　 Fig．2）．さ ら に，

OLIVE 群 の 3−HAD 活性 は，　 LARD 群 に 比 べ て 20％

有意に高い 値を示 し て い た （Fig．2）．以 上 の 結果 か

ら，高脂肪 食 に よ り骨格筋 の ミ トコ ン ドリ ア 酵素活

性 が上 昇 す る もの の ，飽和 脂肪 酸に 比 べ ，オ リーブ

油 の よ うな不飽和脂肪酸 を多く含む高脂肪 食 を摂取

する こ と で ，脂肪酸 β酸化に関与す る酵素の 活性が

よ り大 き く増加す る 可 能性 が 示 唆 さ れ た ．

　脂肪 酸 代謝 に関 わ る酵 素 の 多 くは，核内受容 体

PPAR に よ る 発現 調節 を受ける こ とが 知 ら れ て お

り
3’s’21〕

，3−HAD もそ の 標的遺伝子の
一

つ で ある
15）．

PPAR に は α ，δ（β）， ン の 3 つ の サ ブ タ イプ が 存

在 し
xx21 ）

，そ の うち PPAR δ が骨格筋 に 多 く発現 し

て い る こ とが 知 られ て い る
23）．Garcia−Roves　et 　 al．’）

　 3．D
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Figure　3　Effecヒs 　of 　30　days　of 　feeding　Iard− or

　 　　 　 olive・based　high−fat　 diets　on 　PGC −1　α

　 　　 　 protein　 contents 　 in　 rat　epitrochlearis

　 　 　 　 muscle ，　 Values　 are 　mean ±SEM ，＊ and

　 　　 　 ＊ ＊　indicate　　significant　　difFerences　　at

　 　　 　 leveIs　of 　p＜ 0．05　and 　p＜ 0．01，　respec −

　 　　 　 tively．　 CON ： control 　 chow 　diet，　 LARD ：

　 　　 　 lard−based　high・fat　diet，　OLIVE：　 olive −

　 　　 　 based 　high−fat　diet．

は ，高脂肪 食摂取 が，血 中遊離脂肪 酸濃度 の 上 昇 と

そ れ に伴 う PPAR δ の 活性化を介 し て 骨格筋の ミ ト

コ ン ドリ ア 新生 を引 き起 こ して い る 可能性 を示唆 し

て い る．本研 究に お い て も，解剖時の 血 清遊離脂肪

酸濃 度 が CON 群 に 比 べ て 両 高脂肪食群 で 約 2倍 高

い 値 を示 して い た （Table　 l）． したが っ て，本研 究

で 認め ら れ た両高脂肪食摂取 に よ る 3−HAD 活性 の

増加が，遊離脂肪酸濃度の 上 昇に伴 う PPAR δ の 活

性化 に よ っ て 引 き起 こ され た ロf能性が示 唆 され る ．

た だ し，LARD 群 と OLIVE群 の 遊離脂肪酸濃度 に有

意 な差 は認め られ な か っ た （Table　1）．した が っ

て，足底筋 に おける LARD 群 と OLIVE 群 の 3−HAD

活性の 違 い は 遊離脂肪酸濃度以外の 要因に よ る と考

え られ る．さ らに in　vitro の 実験 系に お い て ，飽和

脂肪酸と不飽和脂肪酸に よ る PPへR δ活性化作用 に は

大 きな違 い は 認 め られない こ とが報告 され て い る
8・W ）

．

した が っ て ，LARD 群 と OLIVE 群で は ，血 中の 脂肪

酸組成 は大 き く異 な っ て い る と考 えられ る もの の ，

PPAR δ の 活性化作用 も同程度で あっ た 可能性が 高

い ，骨格 筋 に は ，PPAR δ だけ で な く，PPAR α も発

現 してお り
3），PPAR　crは飽和脂肪酸に比 べ て，不飽

和脂肪酸 に よ る活性化を受けや すい こ とが 報告され

て い る
3），した が っ て ，OLIVE 群 で は，　 PPAR δだ け

で な く，PPAR α も活性 化 す る こ とが で き，それ に

よ り3−HAD 活性 を LARD 群 に 比 べ て よ り大 き く．ヒ

昇させ る こ とが で きた の か も しれな い 、

　 3−HAD 活性 とは異な り，ミ トコ ン ドリア 酸化系

酵素の 指標 で ある CS 活性は，両 高脂肪食の 摂取 で

同程 度 に 増 加 して い た （Fig．1）．上述 した よ うに ，

高脂肪食摂取 に よ る骨格筋 ミ ト コ ン ド リ ア 新生 に

PPAR δ が 関与 して い る こ とが 示唆 さ れ て い る
s｝．し

か しなが ら，PPAR δに よ っ て 発現調 節 を受け て い

る 遺伝 子 群 は 主 に，脂肪酸代謝 に 関 与す る 酵 素群 で

あ り
3・a2 ’）

，　 CS の ような酸化系酵素 の 増 加 まで を も

PPAR δ に よ っ て 説明す る こ と は 難 しい ．

　近年，ミ トコ ン ドリ ア系酵素群 の 遺伝 子発現 調節

を 包括 的 に 制御す る 分子 と して ．PGC −1 α が 発見 さ

れ た
19・N ）．PGC −h は ，　 PPARs ，　 NRFs ，　 ERR α な ど

の 数 多くの転写 因子 を活性化 し，ミ トコ ン ドリ ア系

酵素 の 発現調節 を担 っ て い る こ と が報告 され て い る

t1’n．　 CS と の 関連 に お い て も，　 Wende 　et　a1．
tS）

は

PGC −1． が 骨格 筋 に 特 異 的 に高発 現 す る トラ ン ス

ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て ，Wild　Type の マ ウ ス に

比 べ て CS の mRNA 発現量が約 2 倍 高 い 値 を示す こ
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とを報 告 して い る．本研 究 で は ，CON 群 に 比 べ ，

LARD 群 お よ び OLIVE 群 で PGC −1 α 蛋 白含量 が と

もに約 2 倍に増加 し て お り （Fig．3），そ の 結果，両

高脂肪食 の 摂取 で CS 活性が同程度に 増加 し た とい

う可能性が考えられ る．

　Garcia−Roves　et　al．
fi｝
は，4 週 間 の 高脂肪食摂取 で

は，PGC −1α の mRNA の 発現量が変化 しな い こ とを

報告 して い る．彼 ら の 研究で は，PGC −1α mRNA が

測定さ れ た の は，4 週間 の 高脂肪 食摂取が終了 した

時 点 で あ っ た ．した が っ て ，高脂肪食を長期 間摂取

す る こ と に よ り
一

度は 増加 した PGC −1 α mRNA 発

現 量が，蛋白 を十分 に発現 した こ とで フ ィ
ー ドバ ッ

クを受け分解 し，4 週間の 時点で は 高脂肪食摂取前

の レ ベ ル に ま で 回復 した と い う ロ∫能性 が考 えられ

る，また，もう
一

つ の 可能性 と して は，PGC −1 α の

蛋自発現調節に お い て，脂肪酸は ，mRNA 合成 の転写

の 過程 を活性化する の で は な く，翻訳の 過程 を活性化

も しくは，PGC −h の 蛋 自 を安 定化 し，　 PGC −1α の

mRNA の 増加を 伴 わ ず に，　 PGC −1α 蛋 白含量 を増加

させた とい うこ と も考えられ る，こ れ らの 可能性を

検証す る た め に は，高脂肪食摂取 に よ る PGC −1α の

蛋白含量 お よび mRNA 発現 量 の 経 時 的変 化 を観察

す る 必要があ る だ ろ う．

　 Miller　 et 　 al．’7）が 報告 して い る ように，高脂肪食摂

取は骨格筋 の ミ トコ ン ドリ ア を増や し，持久的運動

能力 を改善す る 可能性が あ る こ とか ら，競技力向上

を 目的 とした栄養学 的手法 として 有効 で あるか もし

れない ．しか しなが ら，長期 間の 高脂肪食摂取 は，内

臓脂肪の 蓄積や糖尿病，高脂血症 などの 生活習慣病

を引 き起 こ す こ とが知 られ て い る
9．12）．本 研究 に お い

て も，両 高脂肪食に よ っ て 体重あ た りの 腹腔内脂肪

量 の 増加が認め られ た （Table　 1）．今後は，内臓脂肪

の 増加 を伴 わな い で骨格筋の 脂肪酸代謝機能を向上

す る こ とが で きる 脂 質摂取 量 や摂取期 間 を検討す る

研 究 が 必 要 と な る で あ ろ う．ま た，Power　and

Newsholme ’s，

は ，硬化ヤ シ油，サ フ ラ ワ
ー

油，イ プ ニ

ン グ プ ラ イ ム ロ ーズ 油な ど に 比 べ て ，多価不飽和脂

肪酸 を多く含 む魚油 か らな る 高脂肪 食を摂取す る こ

と に よ り，ラ ッ トの 骨格 筋 にお け る Mitochondrial

Carnitine　Palmitoyltransferase　1 （mCPT 　I ＞活性 が

顕 著 に 上昇 す る こ とを報告 して い る．したが っ て ，

今後 魚油な ど の 様 々 な油脂 の 効果の 検討も必 要で

あろ う．

　以上，本研 究を ま と め る と，飽和脂肪 酸を多 く含

む ラ
ー

ドに 比 べ ，不飽和脂肪酸が 豊富な オ リーブ油

か ら な る高脂肪食を摂取す る こ とで ，ミ トコ ン ドリ

ア の 脂肪酸酸化 に関与する 酵素 の 活性 が よ り顕著に

増加 する可 能性 が示唆され た ．また ，高脂肪食を30

0 問摂取 する こ と に よ り，ミ ト コ ン ドリ ア新生 の メ

カ ニ ズ ム に 関与 して い る と考え られ て い る転 写補助

因子 PGC −1 α の 蛋 白含量 が 増加す る こ とが 明 らか

と な っ た ，

引用 文献

1）Bass　 A，　 Brdiczka　 D，　 Eyer　 P，　 Hofer　 S，
　 Pette　 D

　　（1968）Metabolic　 differentiation　 of　distinct　 muscle

　　types　 at　 the　level　 of　enzymatic 　 organization ．　 Eur

　 JBiochem　 10： 198−206

2＞Delp　MD ，　 Duan　C （1996）Composition　 and 　 size

　　of　 type　 I，　 IIA，　 IIDIX，　 and 　 IIB　 fibers　 and 　 citrate

　　synthase 　 activity　 of 　 rat 　 muscle ．　 J　 Appl　 PhysioL

　 　80： 261−270

3）Desvergne　 B
，
　 Wahli　 W （1999） Peroxisome

　　proliferator−activated 　receptors ：　nuclear 　control 　of

　 　 metabolism ．　 Endocr　 Rev．20： 649−688

4）Finck　BN ，　 Kelly　 DP 　（2006）PGC −1　 coactivators ：

　　inducible　 regulators 　 of　energy 　 metabolism 　 in

　　health　and 　d｛sease ．　J　CIin　Invest．　 l　l6二 615−622

5）Garcia−Roves　P，　Huss 　JM，　Han　DH ，　Hancock　CR，

　　Iglesias−Gutierrez　E ，　Chen 　M ，　Holloszy　JO （2007）

　　Raising　p］asma 　fatty　 acid 　 concentration 　induces　 in−

　　 creased 　biogenesis　 of　 mitocholldria 　in　 skeletal

　 　 muscle ．　 Proc　 Natl　 Acad　 Sci　 USA．104： 10709−

　　 10713

6）五 明紀春，長 谷 川 恭子 （1993） ア ミ ノ 酸 ＆ 脂肪酸

　　組成表　女子 栄 養大学出版部

7）Goto　 M ，　 Terada　 S，　 Kato　 M ，　 Katoh　 M ，　 Yokozeki

　　T，Tabata　 I，　 Shlmokawa　 T （2000）cDNA 　 CIoning

　　and 　mRNA 　analysis　 of　 PGC −1　in　epitrochlearis

　　muscle 　in　 swimming −exercised 　 rats ．　 Biochem　 Bio−

　　phys　 Res　Com 皿 un ．274 ： 350−354

8）Grimaldi　 PA ．（2007） Peroxisome　 proliferator−acti −

　　vated 　receptors 　as 　sensors 　of 　fatty　acids 　and 　de−

　 　 rivatives ，　 Cell　 Mol 　 Life　 Sci．64： 2459−2464

9）Han 　 DH ，　 Hansen　PA，　 Host　HH ，　 and 　 Holloszy　JO

　　（1997）Insulin　 resistance 　 of 　 muscle 　 glucose　 trans−

　　port　 in　 rats 　fed　 a　 high−fat　 diet．　A 　 reevaluation ．

　 　 Diabetes　 46： 1761−1767

10）Holloszy　JO，　Booth　FW （1976）Biochemical　adapta −

　 　 tions　 to　 endurance 　 exercise 　 in　 muscle ．　 Annu 　 Rev

　　 PhysioL　38： 273−291．

11）Holloszy　JO，　Kohrt　WM ，　 Hansen 　 PA （1998）The

一 50 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Exercise and Sports Physiology

NII-Electronic Library Service

JapanSociety  ofExercise  and  Sports  Physiology

gE.zz l- F=)  Fi) 7L:Jl/C2-g-fi.,EeMfiMAita)figrv

   regulation  of  carbohydrate  and  fat metabolism  dur-

   ing and  after  exercise.Front  Biosci. 3: DIOII-

   DI027.

12) Kim N  Nolte LA, Hansen  RA, Han  DH,  Fergu-

   son  K, Thompson I\t, Holloszy JO (2000) High-

   fat diet-induced muscle  insulin resistance:  relation-

   ship to visceral fat mass,  Am  J Physiol Regul In-

   tegr Comp  Physiol. 279: R2057-R2065

13) Laemrnli UK  (1970) Cleavage of  structural  pro-

   teins during the assembly  of  the head of  bacterio-

   phage T4. Nature 227: 680-685

14) Lin J, Handschin C, Spiegelman BM.  (2e05) Meta-

   bolic centrol  through the  PGC-1  family of  tran-

   scription  coaetivators.  Cell Metab. 1: 361-370

15) Marcus, SL, Miyata KS, Zhang  B, Subramani S,

    Rachubinski RA, and  Capone JP (1993) Diverse

   peroxisome  proliferator-activatecl receptors  bind

    to the  peroxisome proliferator-responsive ele-

    ments  of  the  rat  hydratase/dehydrogenase and

   fatty acyl-CoA  oxidase  genes but differentially in-

    duce expression,  Proc Natl Acad  Sci USA  90:

    5723--5727

16) McAinch AJ, Lee  JS, Bruce CR, [funstall RJ,

    Hawley JA, Cameron-Smith  D  (2003) Dietary

   regulation  of  fat oxidative  gene  expression  in dif-

   ferent skeletal  muscle  fiber types. Obes  Res. 11:

    1471-1479

17) Miller WC,  Bryce GR, Conlee RK  (1984) Adapta-

   tions to a  high-fat diet that increase exercise  en-

   durance in male  rats.J  Appl Physiol. 56: 78-83

l8) Power G141 Newsholme EA  (1997) Dietary fatty

   acids  influence the  aetivity  and  metabolic  control

   of  mitochondrial  carnitine  palmitoyltransferase I

   in rat  heart and  skeletal  muscle.  J Nutn 127:

   2142-2150

19) Puigserver R Wu  Z, Park CW  Graves R, Wright

   M,  Spiegelman BM  (1998) A  cold-inducible  coacti-

   vator  of  nuclear  receptors  linked to adaptive  ther-

   mogenesis,  Cell, 1998 Mar  20; 92 (6): 829-39

    Cell. 92: 829''839

20) Rodnick KI, Henriksen El, James DE, Holloszy

   JO (1992) Exercise training, glucose transporters,

   and  glucose  transport in rat  skeleta1  muscles.

   Am  J Physiol. 262: C9-14,

21) Schoonjans, K, Staels B, and  Auwerx  J (1996)

   The  peroxisome proliferator activated  receptors

    (PRARs) and  their effects on  lipid metabolism

   and  adipocyte  differentiation. Biochim Biophys

   Acta 1302: 93-109

22) Simi B, Sempore  B, Mayet  MH,  Flavier IU (1991)

   Additive effects  of  training  and  high-fat diet on

    energy  metabolism  during exercise.  J Appl

    Physiol. 71: 197-203

23) Son C, Hosoda  K, Matsuda  J, Fujikura J, Ybne-

    mitsu  S, Iwakura  H, Masuzaki  H, Ogawa Y Hay-

   ashi  
'I;

 Itoh H, Nishimura H, Inoue G, Ybshimasa

   Y Yhmori Y Nakao K  (2001) Up-regulation of un-

   coupling  pretein 3 gene  expression  by fatty acicls

   and  agonists  for PIIARs in L6  myotubes.  Endocri-

    nolog}c  142: 4189-4194

24) Srere, RA, (1969) Citrate synthase.  Methods  Enzy-

   mol  13: 3-6

25) Thylor EB, Lamb  JD, Hurst RW  Chesser DG,  El-

    lingson wr, Greenwood LJ, Porter BB, Herway

    S[I; Winder WW  (2005) Endurance  training in-

    creases  skeletal  rnuscle  LKB  1 and  PGC-lalpha

    protein abundance:  effects  of time and  intensity

   Am  J Physiol Endocrinol Metab. 289: E960-E968

26) [Ilerada S, Goto M, Kato M,  Kawanaka  K, Shimo-

   kawa 

'I;
 Thbata I (2002) Effects of  low-intensity

   prolonged exercise  on  PGC-1  mRNA  expression

    in rat  epitrochiearis  muscle.  Biochem  Biophys

    Res  Commun,  296: 350-354

27') Tt]rada S, [[labata I (2004) Effects of  acute  bouts

    of  running  ancl swimming  exercise  on  PGC-lal-

   pha protein expression  in rat  epitrochlearis  and

    soleus  mllscle.  Am  J Physiol Endocrinol Metab.

    286: E208-E216

28) Wende  AR,  Schaeffer PI, Ptarker GJ, Zeehner  C,

    Han DH, Chen MM,  Hancock CR, Lehman JJ,
    Huss JM, McClain DA, Holloszy JO, Kelly DP

    (2e07) A  role  for the transcriptional coactivator

    PGC-lalpha  in muscle  refueling.  J Biol Chem.

    282: 36642-36651

29) Wu  Z, Puigserver e Andersson U, Zhang  C, Adel-

    mant  G, Mootha  V  [[lroy A, Cinti S, Lowell B,

    Scarpulla RC, Spiegelman BM  (1999) Mecha-

    nisrns  eontrolling  mitochondrial  biogenesis and

   respiration  through the therrnogenic coactivator

    PGC-1.  Cell. 98: 115-124

30) Xu HE, Lambert MH,  Montana VG, Parks I]U,

    Blanchard SG, Brown RJ, Sternbach DD, Leh-

    mann  JM, Wisely GB, Willson TM,  Kliewer SA,

    Milburn MV  (1999) Molecular recognition  of  fatty

    acicls  by peroxisome proliferator-activated recep-

   ters. Mol  Cell. 3; 397-403

     <,li-di20fi! 2 fi 4 []ett, ili-rk20eP

 4 n 1 H still,
                          i･Frk20"

 5 E 9 H 
jl･ge)

-51-


