
ラクトースによる脂質・糖質・ミネラル代謝改善効果の検討
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要約

【目的】牛乳・乳製品に含まれるラクトース(乳糖)は、カノレシウム吸収促進や骨代謝改善効果が

報告されてきたが、そのメカニズムについては未だ不明な点が多い。われわれは先行研究におい

て、高脂肪食にラクトースを添加して長期間 (85日間)飼育することにより、ラクトースによる

骨密度増加やカルシウム吸収促進作用だけでなく、抗肥満作用、血清トリグリセリドならびに血

糖値低下作用、さらに血中活性型ビタミンD濃度低下作用などを明らかにした。そこで、今回、

ラクトースによる脂質・糖質・ミネラノレ代謝に対する影響について、さらに詳細に検討するため、

ラクトース短期投与実験系を用いて、腸管や腎臓に存在する脂質代謝あるいはミネラノレ代謝に関

わっている可能性が示されている小腸型アルカリホスファターゼ (ALP)遺伝子発現レベルの比較

検討を中心に、ラクトース投与による作用メカニズムを明らかにすることを目的とした。

【方法】 6週齢の SD系雌ラット 69匹をコントロール (Cont)群、ラクトース投与 (Lac)群、高脂

肪食 (Fat)群、および高脂肪食にLacを添加した (Fat+Lac)群の計4群に分け、実験食投与後7

日目、 14日目に採血し組織のサンプリングを行った。小腸、肝臓、腎臓のALP活性測定や臓器非

特異型ALP(TNSALP)・小腸型ALP遺伝子 (IAP-l， IAP-2)に特異的なプライマーを用いた

ReverseTranscription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)分析、 7日目と 13日目に 24時間尿

および糞を採取し、カノレシウム量を測定した。

【結果】実験食投与 14日目において、腎臓のALP比活性がLac群で臼立群に比べ、有意に上昇し bく

0.01)、Fat+Lac群においても、 Fat群に比べ、有意な高値を示した (pく0.05)0RT-PCR分析によ

るラクトース投与の ALP遺伝子発現への影響は、 TNSALPのPCR産物では4群間で特に差は認

められなかったが、小腸型ALP(IAP-1)でLac群と Fat+Lac群の両群でCont群に比べ、mRNAの

顕著な発現増強が認められた。また、尿中カノレシウム排世量において、 7日目および 13日目とも

にLac群がCont群に比べ、有意に高値を示した (pく0.05)。

【結論】腎臓は、カノレシウム・リンなどのミネラル排世の調節だけでなく、ビタミンDの活性化、

血圧調節など生体内における重要な臓器であり、生活習慣病発症とも関わりが深く、今回、ラク

トース短期投与により腎臓中の ALP活性が上昇し、 ALPのmRNAの発現が増強されたことは驚

くべき結果であった。今後、さらに腎臓における ALP活性誘導機序を明らかにすることにより、

ラクトース投与による脂質代謝、糖質代謝、ミネラル代謝などへの作用メカニズムの解明につな

がる可能性が期待された。

キーワード:ラクトース、アルカリホスファターゼ、カノレシウム、脂質、小腸、腎臓
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背景および研究目的

牛乳・乳製品が骨粗繋症の予防に有用であることが従来から示され、さらに抗肥満効果も備え

ている可能性が示唆されている。牛乳・乳製品の主要成分の一つであるラクトース(乳糖)につ

いても、カノレシウム吸収促進作用との関連で骨代謝改善効果が報告されているがそのメカニズム

については不明な点が多い。また、ラクトースの抗肥満効果についてはこれまでほとんど注目さ

れていなかった。肥満はそれ自体が動脈硬化性疾患の危険因子になることはもちろん、糖尿病や

高血圧が併発する場合はさらに合併症のリスクを高める。現在、肥満はメタボリツクシンドロー

ムの中核的な病態として捉えられている。現代の日本人の食生活は、欧米化が進み、脂肪からの

エネルギー摂取比率が増加傾向にある。これらの点から、高脂肪食下でのラクトースの抗肥満作

用を詳しく検討することは、生活習慣病予防における新しい役割を牛乳乳製品に求めうるか否か

を検証することになる。牛乳・乳製品による抗肥満効果の可能性が示唆されているが、そのメカ

ニズムに関する科学的根拠となる報告は少なかった。そこで、我々は動物を用いて、ラクトース

による抗肥満・脂質代謝改善効果について解析し、世界で初めて明らかにすることができた ω。

すなわち、ラットを用いた必 可vo系の実験において、高脂肪食摂取時の体重増加がラクトース

添加によって有意に低値を示し、血糖値についても有意に低値となることを示した円以前、我々

はラクトースの効果を遺伝子レベルで検討した先行研究で、ラットへのラクトース投与による、

小腸アルカリホスファターゼ (ALP)活性の増加およびmRNA発現の増強を確認した ω。また、

小腸ALP遺伝子ノックアウトマウスを用いた実験から小腸ALPが脂質代謝に関わっている可能

性が示されておりへラクトースによる小腸ALP活性増強とその遺伝子発現増加効果は脂質代謝

に大いに関わっている可能性が考えられる。

これまでのラクトースに関する報告は、カルシウム吸収促進効果および骨代謝改善効果が中心

であった(4-6)。我々も先行研究において腰椎骨密度が、通常食および高脂肪食下にてラクトース添

加によって有意に増加していたこと、尿中カノレシウム排f世量が増加したことを明らかにした ω。

これらのことからラクトースが何らかのメカニズムを介してカルシウム代謝に影響を与えている

ことが予想された。また、近年カルシウム摂取による脂質代謝改善効果を示唆する報告 σ)もある

が、未だ詳細は不明である。

これらのことを踏まえて、今回の研究では、ラクトースによる脂質・糖質・ミネラノレ代謝に対

する影響について遺伝子レベルで検討を行った。

実験方法

① 飼育条件

実験動物には6週齢の SD系雌ラット 69匹を用いた。 7日間の予備飼育の後、 AIN-93M(8) を与

えるコントロール (Cont)群、飼料重量の 10%をラクトースに置換したラクトース投与 (Lac)群、

ラードを用いて脂肪からのエネルギー比 40%に調整した高脂肪食 (Fat)群、さらに脂肪エネル
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ギー比40%に調整した上にラクトース 10%に置き換えたラクトース+高脂肪食(Fat+La.c)群の

4群に分けて飼育した官'ig.1)。飼料はすべてカルシウム0.5%、りン0.3%に調整した.

動物は、室温23土1"C、湿度5俳5%、12時間ごとの明暗サイクル(明期7:∞am-7:∞p. m) 
の環境下で飼育し、飼料および脱イオン水・蒸留水を自由摂取させた.実験食開始後7日目、 14

日自にサンプリングを行った。
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固1 真蹟プロトコール

② 血清カルシウムおよび血清グルョース測定

採取した血液を遠心分離し、上清を血清サンプルとした。その後カルシウムはoc:民法側、グ

ノレコースはGLDH法聞にて測定した。

③ ALP活性測定

解剖直後のラットから十二指腸、空腸、回腸を採取して、縦に切開し、冷生理食塩水で洗静し、

スライドガラスでスクレープしたものを小島粘膜サンプルとした。なお、小腸については胃幽門

部から 3回 1を十二指揖とし、その後盲踊までを上部1/2については空揖、下部1/2については回

腸とした。空腸・回揖はさらに2等分し、上から順に空揖上部、空腸下部、回揖上部、回腸下部

とした。肝臓は冷生理食塩水で洗浄後、解剖ばさみで細かく刻み、右葉・左葉を合わせたものを、

腎臓は冷生理食塩水で洗持したものをそれぞれのサンプルとした.

⑨ RT・問R(R，創e悶e Transcription-Polyme悶鵠 Chain R伺 ctior可)分析

腎臓サンプルから、チオシアン酸フェノールークロロホJレム法で加旬1RNAを抽出し、cDNA

を作製した。ラット臓器非特異型A日間SALP)およびラット小腸ALPのmRNA (rlAP-1凶お

よびrIAP-2刊に特異的なプライマーを用いてpαを行った。

⑤カルシウム出納民監

7日目および13日自に実験動物を個別に代謝ケージに入れ、 24時間尿および糞を採取し、カル

シウムを測定した。この際、尿は腐敗およびカルシウムの沈殿を防ぐため、あらかじめ6N-HClを

2m!入れた蓄尿用三角フラスコにて採取した。採尿後、脱イオン・蒸留水でケージに付着した尿

を洗い流し、合わせて尿量とした。遠心分離し、その上清を試料として尿サンプルは冷蔵保存し

た。その後、カルシウム排世量はαx法仰により測定した。
糞は、アルミホイJレに包んで冷凍保存した.その後、糞に付着しているラットの毛などの異物

をピンセットで注意深く除去し、マッフル炉 (550-600"C)で約四時間灰化後、 1N-:凹 αで椿
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解抽出し、カルシウムを尿と同様の方法で測定した。

餌摂取量よりカルシウム摂取量を算出し、吸収量は摂取量から糞中排世量を引いて求め、さら

に書積量は吸収量から尿中排世量を引いて求めたa

⑥統計処理

C∞t群とLac群.Cont群と Fat群.Fat群と Fat+Lac群の値をそれぞれS制御ltのt検定にて検

討したロなお、統計ソフトにはSPSS(13.0J for win出ws)を用いて実施した。

結果

エネルギー接取量

14日間の平均エネルギー摂取量は、白nt群57.7:土1.3kcal)也y(平均曙輩誤差)、Lac群60.0土1.6

kcalIday、Fat群63.0:1:2.2k，剖j也y、Fat+Lac群臼.4土2.0kcalIdayであり、各群聞に有意な差はみられ

なかったa

最絡体量

図2~l: 14日サンプルの成長曲線、図3~l: 7日および14日サンプルの最終体重を示す。各群聞

に有意な差はみられなかった。
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血剤カルシウム測定

園4に示す通り、血清カルシウム濃度において各群聞に差はみられなかった白
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血清グルコース測定

図5に示す通り、血清グルコース謹度において各群聞に差はみられなかった.
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小園ALP比活性

小腸ALP比活性の結呆を図6-..， 10に示す。 14日目の十二指腸において、 Fat群がCont群に比

ベて有意に高値を示した hく0.05、図的。 7日目の空揖上部においても Fat群がco叫群に比ベて

有意に高値を示した(pく 0.05、図η。さらに、空揚下部においては7日目および14日固ともに

Lac群がCont群に比べてIJ、腸A日比活性が有意に高値を示した(それぞれpく0.05、図8)。回揖

上部および回腸下部では群聞に有意な差はみられなかった(園9、10)。
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肝臨ALP比活性

肝臓における ALP比活性の結果を図11に示すG 7日目および 14日目において、 Fat群がC∞t

群に比べて有意に低値を示した(それぞれpく0.01、pく0.05)白
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固11 肝属ALP比活性

腎臓ALP比活性

腎臓における ALP比活性の結果を図 12に示す。本研究では、 14日目の腎臓A日比活性におい

て、Lac群でCont群に比べ、有意に上昇し句く 0.01)、Fat+Lac群においても Fat群に比べ、有意

な高値を示した(pく 0.05)0
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固12 腎瞳ALP比活性

RT-PCR (R，創'er鵠 Transcription園内Iymerase Chain R目。tion)分析

ALP比活性において、Lac群でCont群に比べ有意な活性誘導がみられた 1413目の腎臓サンプ

ルに関して、臓器非特異型ALP遺伝子のrnRNA(τNSALP)，ラット小腸型ALPの2種類のrnRNA、

rlAP-1、rIAP-2遺伝子に特異的プライマーを用いて RT-PCR分析を行い、それぞれの遺伝子の

m悶 A発現を、白川群、凶群、 Fat群、 Fat+Lac群で比較した。図13に14日目の腎臓における

電気泳動像を示したロ τNSALPの Pα 産物 (327bp)は、全ての群において検出された。一方、

曲目の PCR産物但82句)は、Lac群と Fat+Lac群においてのみ検出された。また、 rIAP-2の

pα産物 (219'匂)は、どの群においてもほとんど検出されなかった。
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固13 腎腫サンプルのRT-問R分析

カルシウム出納鼠蹟

糞中カルシウム排世量、カルシウム吸収量、尿中カルシウム排世量、カルシウム書積量の結呆

を図14-17に示す。尿中カルシウム事同世量において、 7日目および13日目ともにLac群がCont

群に比ベ、有意に高値を示した(それぞれpく0.05、図16)。糞中カルシウム排世量、カルシウム

吸収量、カルシウム蓄積量では群聞に有意な差はみられなかった(図14、15、1η
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本研究では、ラクトースによる脂質・精質・ミネラル代謝改善効果について検討するために、

小踊、肝臓、腎臓の ALP動態への影響について調べた。実験食投与 14日目の最終体重に群聞で

の有意な差が見られなかった。 14日間の平均エネルギー摂取量が群聞で差がなかったことから、

体重においても差がみられなかったと考えられる。我々は、 84日間の長期飼育においては、ラク

トースが高脂肪食による体脂肪増加を抑制すると左を報告しておりω、ラクトースによる抗肥満効

果は長期間飼育の場合に発揮されるものと推察される。

小腸ALP比活性において、 14日目の十二指腸(園6)および7日目の空腸上部(園7)にてFat

群がC∞t群に比べて有意に高値を示した.ラット小腸ALP活性が、脂肪食によって誘導される

こと"が先行研究で報告されており、今回の結果と一致した。さらに、図8に示すとおり、空腸下

部においては7日目および14日目ともにLac群がCont群に比べて小腸A日比活性が有意に高値

を示した。この結果は我々の先行研究と一致する叱

本研究では、 14日目の腎臓A日比活性において、Lac群でCont群に比べ有意に上昇し、また

Fat+Lac群においても Fat群に比ベ有意に高値を示した(図 12)。さらに、臓器非特異型ALP遺伝

子のτNSALP、小腸型ALP遺伝子である rlAP-1、rIAP-2遺伝子に特異的プライマーを用いてRT-

PCR分析を行い比較したととろ、 τNSA日のpα産物は、全ての群において検出された。一方、

rlAP-1の陀R産物は、Lac群と Fat+Lac群においてのみ検出された(園 13)。つまり、腎臓での

ALP比活性上昇は小腸ALPmRNA転写レベルでの誘導であることが示唆された。ラット小腸型
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ALPでは、 2種類のmRNAのそれぞれの大きさはrIAP-1が2.7kb、rIAP-2は3.0kbと報告されて

いる叱 rIAP-2は、 1α，25 (OH) 2D3により誘導された遺伝子群の中から発見されてクローニング

された遺伝子でありω、小腸上部に存在することが報告されている叱一方、 rIAP-1は小腸全体に

存在していることが知られている叱さらに、 2種類の小腸ALP遺伝子のそれぞれの 5'側のプロ

モーター領域の相違による発現調節の違いも報告されている回。小腸型 ALPの機能については明

らかにされていないが、遺伝子ノックアウトマウスの実験では、脂質代謝との関連が示されてい

る叱小腸 ALP遺伝子ノックアウトマウスでは、通常の飼育条件において、肉眼および、組織学

的には野生型マウスとの違いは確認できなかった。しかしながら長期間の高脂肪食投与によって、

野生型マウスに比べて体重増加、小腸上皮における脂肪輸送の増加や血清トリグリセライドの上

昇が確認され、小腸ALPが脂質代謝に関わっている可能性が示唆されているヘ

腎臓はカノレシウム代謝調節における重要な臓器の 1つである。本研究においても、ラクトース

投与により尿中カルシウム排世量が増加していることが明らかになった。つまり、ラクトースは

腎臓においてカルシウム代謝に影響を及ぼしていることが示唆される。今回、ラクトース投与に

よって腎臓でのALP比活性が上昇し、小腸型ALPのmRNAが誘導されたことと、尿中カノレシウ

ム排f世量が増加したことが相互に関連があるのかについてはさらに検討する必要があろう。
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