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緒 言

血 管平 滑筋細 胞は 動脈硬 化 の形成 お よび進展

に大 き く関 与 して お1～3)過 酸化 脂 質 生 成 の主

座4)と な るこ とが知 られて いる.一 方 粥状硬 化巣

には コレステロール を含む脂質 球が蓄積 され5～6,

主座 を 占め る変 性平 滑筋細 胞 内の脂質 に は オレ

イン酸エ ステルが 多 く含 まれ るとの報 告7)があ る.

一 般 に動脈 壁細 胞の 含む複 合脂 質に は コ レステ

ロー ルエ ステ ル(CE),ト リグ リセラ イ ド(TG),

リン脂 質(PL)等 が あ り,正 常 壁 と動 脈硬 化壁

を比較 す る と,こ れ らの脂 質 の脂肪 酸構成 に相

違 が あ る との報告6)も あ る.動 脈硬 化巣へ の脂質

の蓄積 は血液 中の成分 で あ る リポ蛋 白と動 脈壁

との相 互作 用に密 接 な係 わ りを もち,血 清 の リ

ポ蛋 白濃度 の変化 は 直接 にあ るいは 間接 に動脈

壁 に影響 を及 ぼ す といわれ て い る,動 脈壁 内 で

の 脂質蓄 積 を行 う脂肪 酸の起 源 は,そ の半分 が

血 清 中よ り取 り込 まれ,残 りの 半分 は細胞 内 で

合 成 され る8).著者 は動脈硬 化 現象 の一つ と考 え

られ る平 滑筋 細胞 の増殖 過程 に おけ る脂肪 酸代

謝,な らび に抗酸化 剤 添加 に よ る影響 を観 察す

る 目的 で,正 常家兎,高 脂 血症 家兎 お よび老化

家兎 を作 製 し各々 の大動 脈 中膜 よ り得 られ た平

滑 筋 細胞 を用 い,培 養 液 中 に抗 酸 化 剤 と して

α-Tocopherol(α-Toc), Coenzyme Q10

(CoQ10)を 添加 し培 養細 胞の増 殖期 におけ る脂

肪 酸構 成 比の変 化 を, CE, TG, PL,の 各脂 質

分 画 におい て検 討 を行 った.

材 料 ・方 法

1. 実 験動物 及 び飼育法

2. 0～2.5kgの 雄 性 日本 白色家 兎 を用 い,以 下

の3種 類に分 け て飼育 した.

1) 正 常 家 兎(NR):オ リエ ン タル 標 準 飼 料

(CR-2)に て12週 間飼 育 した.

2) 高脂血症 家兎(HL): 1%コ レス テロー ル

添加 飼 料に て12週 間飼育 した.

3) 老 化家兎(Aged): CR-2に て2年 間 以上飼

育 した.

2. 細 胞分離 培養 法

Rossの 方法9)に準 じ, NR, HLお よびAged

の各 々の大動 脈 中膜 よ り平滑 筋細 胞 を分 離 し各

種 培養 細胞 を作製 した.

3. 抗 酸化 剤添加 培養 液の作 製

Cornwellら の方法10)に準 じ,α-Tocの 添加 に

際 しdl-α-Toc(エ ー ザ イ)に 溶媒 と してエ タ ノ

ールを用 い10%FCS加RPMI-1640を べースに5

μg/ml, 10μg/mlの2系 列 の 濃 度 に調 整 した,

 CoQ10の 添加 につ いて も同様 の方法 で行 い,濃 度

は2μg/mlに 調 整 した.

4. 実 験培養 法

NR, HL, Agedの3種 の家兎 よ り得 られた平

滑筋 細胞 は, 3～7継 代 を経 たの ち実 験 に用 い

た.抗 酸化 剤添加 培養 液 に単離 化 した各種 培養

細胞 を播 き37℃5%CO2の 条件下 で5日 間 の培
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養 を行 った.細 胞増 殖が 単層群 生状 態に な る5

日目の シ ャー レを採 取 し細胞 お よび培 養液 を測

定 に供 した.尚,詳 細 に関 しては,第1編 に記

したの で省略 す る.

5. 測 定 法

1) 細胞 増殖 度お よび細 胞内過 酸化脂 質量 の測

定

培 養 細 胞 の 増 殖 度 は, 1シ ャー レ当 た りの

DNA量 で表わ し, DNAの 測定 はHinegardner

の方 法11)を用 いた.過 酸化脂 質量 は, 1シ ャー レ

当 た りのTBA量 で表 わ し,そ の 測定 は,真 杉 ら

の方 法12)に準 じた.細 胞単 位 当た りの過 酸化脂 質

量 は, TBA量 をDNA量 で除 して求め た.

2) 細胞 お よび培養 液 中の脂肪 酸構 成比 の測定

培 養細 胞が 単層群 生状 態に な る培養5日 目の

シャー レを採 取 し培 養 液中の脂肪 酸 につ いては,

培養 液 を1500rpm, 10minの 遠 沈 を行 った上清 を

測定 に供 した.ま た細胞 は,シ ャー レの ままPBS

を加 えて よ く洗 浄 し0.25%ト リプシン-EDTA液

に て細胞 をシ ャー レよ り剥 離 させ,さ らに単離

させ た もの を細胞 浮遊液 として測定 に供 した.

(1) 培養 液 中総脂 質の 抽出

培 養液 の遠 沈上清0.2mlをFolch法13)に て,ク

ロ ロホルム-メ タ ノー ル(2:1v/v)溶 液10ml

を添加 し,よ く撹 拌 し2時 間静 置 した.下 層5

mlに 水2mlを 加え,よ く撹拌 の後2000rpm 10min

遠沈 し上層 を密栓付 き試験 管に とりN2ガ スにて

蒸発 乾 固 させ メチ ル化の 試料 とした.

(2) 細 胞総脂 質 の抽 出

細 胞浮 遊液0.5mlを 超音 波破砕 装置 にて150W

 20secの 間 かけ て,細 胞 を十 分 に破 砕 した後,ク

ロロホル ム-メ タ ノー ル(2:lv/v)溶 液IOml

を添加 し,よ く撹拌 の後2時 間静置 した.再 度

よ く撹拌静 置 の後,下 層5mlに 水2mlを 加 え洗

浄 し,さ ちに撹 拌 し2000rpm 10min遠 沈 し上 層

を試験 管に と りN2ガ スにて蒸 発乾 固 させ薄 層 ク

ロマ トグラフの 試料 とした.

(3) 薄層 クロマ トグ ラフに よ る細胞 脂質 の分

画 法

Krellら の方法14)に基づ き行 っ た.薄 層 プ レー

ト と し てEASTMAN CHROMAGRAPH

 SILICAGEL SHEET(Kodak)を60℃ の乾 燥

室 内で3時 間 乾燥 させ て用 いた.前 記 の蒸発 乾

固 され た細 胞総脂 質 を酢酸 エチ ル50μlに て溶解

しHamilton-syringeを 用 い薄 層 シー ト上 にスポ

ッ トとして3回 塗 布 した.混 合溶 媒 としてはヘ

キサ ン:エ ー テ ル:酢 酸(82:18:1v/v/v)を

用 い,ガ ラス製展 開槽 内に炉 紙 を敷 きつめ密 封

した.ま たシー トの両側 には標 準器 としてCE・

TG・PLの 混合物 を塗布 した. 15cmの 展開 が終

了 した後 シー トを展開槽 よ り取 り出 し両 側 の標

準品 の展開部分 をは さみで切 り取 り, 12ガスで着

色 し展 開距離 に よる位 置確認 を行 った.シ ー ト

の試料 は展 開距離 に よってCE, TG, PLに 分 け

ては さみで切 断 した.各 々の試 料のCEとTGは,

クロロホル ム-メ タ ノー ル(9:1v/v)溶 液3

mlに て3回 の抽 出を行 い,ま たPLに つ いては メ

タノー ル6mlを 用 いて3回 の抽 出 を行 った.こ

れ らの抽 出物は密栓 付 き試 験管 内でN2ガ スにて

蒸 発乾 固 させ,メ チル化 の試 料 とした.

(4) 細胞 お よび培養 液試料 の メチル化

細胞脂 質 のCE, TG, PLの 各分 画の抽 出乾 固

物 並 びに 培養 液 中の 総脂 質 抽 出乾 固物 はStoff

elら の方法15)に準 じ0.5mlド ライベ ンゼ ン添加 で

溶解 した後,塩 酸 メタ ノー ル5mlを 加 え,よ く

撹拌 し内部 標準 としてペ ンタデカン酸50μgを 添

加 し,さ らに撹拌 の後,密 栓 を して100℃2時 間

加 熱 した.冷 却後,石 油エー テ ル3mlで2回 抽

出 し,上 層 をN2ガ スにて蒸 発乾 固 しアセ トン50

μlに溶解 しガ ス クロマ トグラ フィー分析 の 試料

とした.

(5) ガ ス クロマ トグ ラフ ィー分 析

10%FON充 填 の直径3mm,長 さ2.0mの ガ ラ

スカ ラム をもちい, Injection temp. 230℃, Initial

 temp. 220℃, Final temp. 230℃ の条 件 の元 で

試料 の分析 を行 った.ガ ス クロマ トグ ラフは 島

津(GC-7A)を 用い,日 本 電子科 学 の卓上 型平

衡 記録 計(U-228)で チ ャー ト記 録 し,同 時 に島

津の クロマ トパ ック(C-E4A)を 用 い て同定 可

能で あ った ミリス テ ン酸(14:0),パ ル ミチ ン

酸(16:0),パ ル ミ トレイ ン酸(16:1),ス

テア リン酸(18:0),オ レイ ン酸(18:1),

リノー ル酸(18:2)お よびア ラキ ドン酸(20:

4)の7種 の脂 肪酸 の ピー ク面積 比(%)を 算

出 し検 討 を行 った.
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成 積

1. 正 常家兎 由 来の平 滑筋 細胞(NR-SMC)

の脂 肪酸構 成(表1)

1) コ レステ ロール エス テル(CE)分 画 につ

い て

培養5日 目の平 滑 筋細胞 のCE分 画 の脂 肪 酸

構 成比 について α-Toc 5μg/mlの 添加 に よって

18:2の 低下 を認め,α-Toc 10μg/mlの 添加 では

18:2の 低下 に加 え18:1の 著 明な上 昇が認 め

られ た.一 方CoQ10の 添加 は14:0の 低 下 のみ

を認め た.

2) ト リグ リセ ライ ド(TG)分 画 につ いて

α-Toc5μg/mlの 添 加 は18:1の 上 昇 を示

し,α-Toc 10kg/mlの 添 加 で は16:0の 上 昇,

 18:1の 著明 な上昇 に加 え, 20:4の 低 下 も認

め られ た,し か しなが らCoQ10に よ る影響 は有

意 で なか った.

3) リン脂 質(PL)分 画につ い て

α-Toc 5μg/mlの 添加 は18:0の 上 昇 と18:

2の 低 下 を示 し,α-Toc 10μg/mlの 添加 では18:

0の 上昇 を認 めたの み であ った.一 方COQ10の

添加 は18:2の 低 下 のみ を示 した.

2. 高脂血 症家 由来 の平滑 筋細 胞(HL-SMC)

の脂 肪酸構 成(表2)

1) CE分 画につ い て

α-Toc 5μg/mlの 添 加 は18:1の 著 明 な上

昇, 18:2の 著 明 な低 下 を示 した.α-Toc 10μg/

mlの 添加 では16:0の 低 下 に加 え18:1の さ ら

に著 明 な上 昇お よび18:2の 低 下が 認め られた.

またCoQ10の 添加 で も18:1の 上昇 がみ られた.

2) TG分 画につ いて

α-Toc 5μg/mEの 添加 は18:1の 著 明な上 昇

と18:2の 著明 な低 下 を示 し,α-Toc 10μg/mlの

添加 では16:0の 上 昇, 18:0の 上昇 に加 え18:

1の さらに著明 な上昇 が認 め られ た,ま た18:

2は 検 出不 能に至 るほ どの著 明 な低 下 を示 した.

 CoQ10の 添加 では18:1の 上昇 と18:2の より著

明 な低 下 がみ られ た.

表1　 抗酸化剤添加培養の5日 目におけ る正常家兎

血管平滑筋細 胞(NR-SMC)の 脂肪酸構成比

(%)

M±SD　 * p<0.05　 ** p<0.01

表2　 抗酸 化 剤添 加 培養 の5日 目にお け る高脂 血 症

家兎 血 管平 滑 筋細 胞(HL-SMC)の 脂肪 酸 構

成比(%)

M±SD　 * p<0.05　 ** p<0.01

***　 p<0.001

3) PL分 画 につ い て

α-Toc 5μg/mlの 添 加 は16:0の 低 下 と18:

0の 著 明な上昇 に加 え18:2の 低 下 をも示 した.
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α-Toc 10μg/mlの 添加 では14:0の 低 下, 16:0

の低 下, 18:0の 著 明 な上 昇 に加 え, 18:2の

著 明 な低 下 と20:4の 低 下 も認め られ た.ま た

CoQ10の 添加 で も16:1の 上昇, 18:0の 上昇 お

よび18:2の 低 下 がみ られ た.

3. 老 化家 兎由 来の平 滑筋細 胞(Aged-SMC)

の脂 肪酸構 成(表3)

表3　 抗酸化剤添加培養の5日 屋における老化家兎

血管平滑筋細 胞(Aged-SMC)の 脂肪酸構成

比(%)

M±SD　 * p<0.05

1) CE分 画 につ い て

α-Toc 10μg/mlの 添加 によってのみ14:0の 低

下 が認 め られ,低 濃 度の α-TocやCoQ10の 添加

に よる影響 はみ られ なか った.

2) TG分 画 につ いて

α-Toc, CoQ10の 添加 に よる影響 はみ られなか

った,

3) PL分 画につ い て

α-Toc 10μg/mlの 添加 よってのみ14:0の 低下

が認 め られ,低 濃度 の α-TocやCoQ10の 添加 に

よ る影 響 はみ られ なか った.

4. 培養 液中 の総 脂 肪酸構 成(表4)

α-TocやCoQ10の 添加 に よる響 はNR-SMC,

 HL-SMC, Aged-SMCの いず れの細 胞培養 液 中

で も有意 差 はみ られなか っ た.

表4　 抗酸化剤添加培養の5日 目におけ る培養液中の総脂肪酸構成比(%)

考 按

動脈硬 化 の原 因は動脈 壁 での平 滑筋細 胞 の増

殖 なちびに脂 肪球 の蓄積 に よ って 生ず るとい わ

れ,そ の脂肪 球 には コ レステ ロー ル エス テルが

多 く含 まれることは,よ く知 られている16) 17). Geer

らによ る と動 脈壁 の脂肪 索病 巣 には オ レイン酸

コレス テロー ルが 多 く含 まれ,一 方,正 常部 位

に は リノー ル酸 コレステ ロー ルが 多い との報 告

が な され てい る。 動脈 壁 の代謝 に注 目す る と,

動脈 の壁細 胞 は受 動的 に血 液 中よ り種 々 の外 因

性脂肪 酸 を取 り込む一 方,能 動 的に も自 ら必要

に 応 じて脂 肪酸 を合成 して いる.し か しなが ら,

大動 脈 での脂肪 酸合 成能 力は肝 臓の それ に比 し

て1/10に み たない との報 告6)もあ る.一 般 に,脂

肪酸 合成 に は次の3経 路 が考 え られて い る.ま

ずdenovo合 成 はサ イ トゾー ルで の,い わ ゆ る

malonyl CoA経 路であ り全 脂肪 酸合 成の約半 分
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を 占め る とい われて い る.次 に は ミ トコン ドリ

アでのchain elongationを 主 とす る合 成 であ り

acetateま たはacyl CaAを 基質 として炭素 数 を

2個 増 やす働 き をす る18) 19).最後はマ イクロソー

ムでのchain elongationお よびmonolmsatura

tion, desaturationを 主 とす る もの であ り,こ の

系ではmalonyl CoAとacyl CoAを 基質 として

利用 して い る.以 上 の経 路 を経 て脂 肪酸 は, acyl

 CoAと なって細 胞 内に取 り込 まれ合 成 され コレ

ステ ロー ル エス テル,ト リグ リセラ イ ド,リ ン

脂質 の形 で蓄積 され た後,加 水分 解 に よって再

びFree fatty acid(FFA)と な って再 合成 に利

用 され る.一 方,合 成 された多価不 飽和脂 肪酸 は,

サ イクロ オキ シゲナー ゼ系 を介 しプ ロス タグ ラ

ン ジンや トロ ンボキサ ンの 形成 に携 わ る他,リ

ポ キシゲナー ゼ系 を介 して ロイ コ トリエ ン をも

形成 し,こ れ らは生体 内の 活性物 質 として種 々

の病 態に 重要 な役 割 りを持 つ といわれ て い る.

図1　 培 養血 管 平 滑 筋細 胞 の増 殖 度 に及 ぼす抗 酸 化

剤 添加 の 影響

●=NR-SMC,　 Ｏ=HL-SMC,　 ロ=Aged

SMC

* P<0.05　 ** P<0.01

図2　 培養血管平滑筋細胞の過酸化脂質量 に及ぼす

抗酸化剤添加 の影響

●=NR-SMC,　Ｏ=HL-SMC,　 ロ=Aged

SMC

* P<0.05

現在 抗酸化 剤 の役割 りについ ては数 多 くの知

見が あ るが,著 者は 第1編 で,抗 酸化 剤 の α-Toc

が培養 平滑 筋細 胞の増 殖 を亢進せ しめ,細 胞内

の過 酸 化脂 質 を抑制す る,ことを示 した.そ の 中

で細 胞増殖 につ いて,培 養5日 目で α-Tocの 添

加 がNR-SMC, HL-SMC, Aged-SMCの 各細

胞種全 て を亢進 させ,特 にHL-SMCに 於 て顕著

で あった こ とCoQ1f0の 添加 では影響 がみ られ な

か った こ とを示 した(図1).ま た細 胞 内過 酸化

脂質 の α-Tocに よ る抑 制に つ いては,培 養5日

目でHL-SMCに 於ての み有 意 であったことなど

を示 した(図2).以 上 の結 果 を踏 まえ,本 実験

で は培 養平 滑筋 細胞 が単層 群生 状態 に な る培養

5日 目の脂 肪酸代 謝 につ いて各 々の脂 質分 画 の

脂肪 酸構成 比 を求め,細 胞増殖 度 な らびに細胞

内過酸 化脂 質 との関連 を比較検 討 した,ま ずCE

分 画 の脂 肪 酸 構 成 比 につ いて, NR-SMCで は

α-Tocの 添加 は18:1の 相 対的 な増 加 と18:2

の相対 的 な低下 を示 し, HL-SMCで は この影響

は よ り著 明 とな り,し か も16:0の 低 下 と18:

0の 低 下傾 向 を も示 したこ とは細胞 増殖 の過程

で16:0→18:0へ のchain elongation, 18:

0→18:1のmonounsaturation, 18:2→

20:4のdesaturationとchain elongationの

経 路 の亢進 を意 味 し,こ れ らの脂肪 酸合成 の主

座 が マ イ ク ロ ソー ム に あ る 為20)Acyl CoA

 synthetaseやAcyl CoA cholesterol transfer

aseが 活性化 され, 18:1の 形で細 胞内 に蓄積 さ

れ る と考 え られ る.一 方18:2は 外 因性 で培 養

液 中に は一 定量 しか存 在せ ず20:4→ プ ロス タ

グラ ンジン,ロ イ コ トリェ ンへ の経路,も し く

は18:2→ 過酸化 脂質 へ の経路 の亢進 が示 唆 さ

れ るか もしれ ない.一 方, Aged-SMCに お いて

は α-Toc, CoQ10の 脂 肪 酸代謝への影響 は明確で

な く,こ の ことはAged-SMCが 細胞 増殖 の低 下
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や 抗 酸 化 剤へ の反 応 の低 下 を介 して細 胞 内の

18:1の 蓄 積 を も抑制 し,細 胞 の活性 が低 下 し

た一種 の老 化現 象 を,継 代 され た培養 細胞 が受

け継 いでいることを意 味 しHL-SMCの 細胞 活性

の亢 進 との比較 で,細 胞 の性質 の相違 が み られ

た こ とで大 変興 味深 い.次 にTG分 画の脂 肪酸

構 成 比に つい てNR-SMCで は α-Tocの 添加は

16:0の 増加, 18:1の 増加 に加 え20:4の 低

下 がみ られ,ま たHL-SMCで は,こ れ らの影響

は さ らに亢進 され18:0の 増加, 18:2の 著明

な低 下,お よび14:0の 低 下傾 向 もみ られ た.

即 ち この こ とは14:0→16:0, 16:0→18:

0のchain elongationの 亢進,お よび18:0→

18:1へ のmonounsaturationへ の経 路 の亢進

が示 唆 され る. St. Clairら に よる と大動 脈 中の

18:1は 脂質 分画 中 では, TG分 画 よ りもCE分

画 に 多 く含 まれ, 18:1の コレステ ロール合成

に関 わる特殊 性 と報告21)している。一 方18:2は,

α-Toc添 加 に よりCE分 画 同様, TG分 画で も低

下 してお りHL-SMCに 於ては殆 ど検 出不 能の レ

ベ ル までの低 下 を示 した.こ の理 由は18:2が

外 因性 で あ り,細 胞増殖 に伴 う膜合 成 の増加 の

為18:2→20:4と なって利 用 され る以外 にプ

ロ スタグ ラン ジンや ロイ コ トリエ ンお よび過 酸

化脂 質 の原料 になった とも推 測22)され る.そ の結

果 と して過酸 化脂 質が抑 制 を受 け,α-Tocが 細

胞 増殖 を亢進 せ しめ た と考 え られ る.し か しな

が ちAged-SMCに お いては, CE分 画 と同様 に

α-Tocの 影響 は著 明で な く細 胞の活性 の低下 を

示 唆せ しめ た.最 後 にPL分 画の脂肪酸 構成 比に

つ い て, NR-SMCに おい ては α-Tocの 添加 は

18:0の 増加, 18:2の 低 下 を示 し, HL-SMC

で は,こ れ らの亢進 に加 え14:0の 低 下, 16:

0の 低下 さ らに は20:4の 低 下 を も示 した.こ

の こ とは細胞 増殖 に伴 う膜脂 質へ の供 給に14:

0→16:0→18:0のchain elongationお よび

18:2→20:4のchain elongation, desatura

tionの 経路 の亢 進が 関与 して お り, 20:4の 低

下か ら即 ち20:4の 利用,消 費 の可能性 が示 唆

され た. Cornwellら は培養 平 滑筋細 胞 に20:4

を添加 しプ ロス タグ ラン ジンな どの生理 活性 物

質の 生成 が増加 した こ とを報告23)し,本 実 験 の

20:4の 低 下 が消 費で あ った可能性 の あ るこ と

と一致 した.一 方PL分 画 において18:1の 増加

がみ られ なか った こ とは, PLとCEやTGと の

間に脂 肪酸代 謝 の面 で何 等 かの違 いが あ る と考

え られ た.既 に 木畑 らは,エ ステ ル化 に於 て脂

肪 酸 の種類 が限 定 され るこ とを報 告 し,こ の知

見 と も一致 した. Aged-SMCに つ いては,α-Toc

に対 し反応 性が低 下す るに留 ま らず, 18:2の

増加, 18:0の 低 下傾 向 とい った反 対の影 響 を

持 った こ とは,細 胞 膜の脆 弱性や 細 胞代 謝 に何

等か の欠 陥や異常 の存在 が推 測 され た. CoQ10の

添加 による影響 はNR-SMCで はCE分 画の14:

0の 低 下 とPL分 画 の18:2の 低 下, HL-SMC

で のCE分 画 の18:1の 低 下, TG分 画 の18:

1, 18:0の 増 加 と18:2の 低 下, PL分 画 の

16:1, 18:0の 増加 と18:2の 低 下 な どが み

られ た. CoQ10は α-Tocと は 異 なった脂肪 酸代

謝の 変動 は示 した もの の生体 に とって今 後 とも

注 目に価 す る抗 酸化 剤 と考 え られ る.

培養 液 中の総 脂質 の脂 肪酸構 成 比に関 す る検

討 では, NR-SMC, HLSMC, Aged-SMCの 細

胞種 間 での有 意差 はみ られ なか った.そ の理 由

として は,培 養 後 の液 中の脂肪 酸構 成 比 と培 養

に用 いたfetal calf serumの 脂肪 酸構成 比 とが

近似 してお り,細 胞の それ とは分 画に差 が あ っ

たこ とで,細 胞 は培養 液 中か ら,ま たは培養 液

中へ 特 異な脂肪 酸 のみ の取 り込 みや放 出が なか

った こ とが推 測 され る.即 ち18:2を 例 に とる

と,こ れは あ くまで外 因性 であ り培養 系 の中 で

は一 定 量 しか存在 しないに もか かわ らず培養 液

中で は脂肪 酸構成 比 の変化 はみ られ ず この こ と

か ら も裏づ け られ る.ま た過酸化 脂質 も培 養 液

中へ は放 出 され ず,プ ロス タグ ラン ジンや ロイ

コ トリエ ン などの生理 活性 物質 の如 き細 胞外 へ

と放 出され るもの23)と著 し く異 なっているこ とで

興 味深 い事 実 であ った. Morrisonら に よる と生

体 の脂 肪酸 代謝 で は,組 織 のFFAの 取 り込 みは

血液 中 よ りの16:0が 多い との報 告24)があ る.し

か し内因性 に も細胞 内 で脂肪酸 の合成 が生 じて

い る,動 脈 硬化 に於 て硬 化巣 で の脂肪 酸合 成の

約 半分 がform cell内 で生 じ25),そ の種 類 で は

18:1, 20:3が 多 く20:4が 少 ない との報告28)

が あ る.ま た脂質 の分 画 では, CEに は18:1,

 TGに は18:0と18:1, PLに は18:0が 多 く
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エス テル化 され るとの報告21)もあ る.培 養細 胞 を

用 い た著 者 の実験 で,α-Tocの 添加が 前記 の脂

肪 酸代 謝 に近 似 した結 果 を呈 した こ とは,動 脈

硬 化 における脂肪 酸代 謝 と α-Tocが 培 養 細胞の

脂 肪 酸代謝 に与 え る影 響が 似て い る とも考 え ら

れ るが,こ の ことが直 ちに α-Tocの 動 脈硬 化促

進作 用 を意 味す る訳 では な い.α-Tocが 細 胞の

増殖 度 を高め,細 胞 内活性 も高 めて い る事 実は,

む しろ動脈 硬化 現象 が細 胞 レベ ル あ るいは組織

レベ ル での修復 に対 す る一種 の過剰 反応 とも認

識 で きる.抗 酸 化剤 の抗 動脈硬 化作 用 につ いて

は 尚一層 の研 究が望 まれ る.

結 語

正常,高 脂 血症 お よび老化 の3種 の家 兎 を作

製 し,各 々の 大動脈 中膜 よ り得 られた平 滑筋細

胞 の培養 を行 い,抗 酸化 剤 として α-Toc, CoQ10

を培養 液 中に添加 し細 胞増殖 の5日 目におけ る

培 養細 胞お よび培養 液 中の脂 肪酸代 謝 を観察 し

検 討 を行 った.

1. α-Tocを 添加 した培養 細 胞のCE分 画 な ら

びにTG分 画 の脂肪 酸構 成比 の変化 で はオ レイ

ン酸(18:1)の 上昇 と リノール酸(18:2)

の低下 がみ られ た.

2. α-Tocを 添加 した培養 細胞 のPL分 画 では

ステ ア リン酸(18:0)の 上昇 と リノー ル酸(18:

2)お よびア ラキ ドン酸(20:4)の 低 下が み

られ た.

3. α-Tocの これ らの影響 は, 3種 類 の細胞 の

中で はHL-SMCが 最 も著 明であ り, Aged-SMC

が最 も低下 して いた.

4. CoQ10の 添加 による脂肪 酸構 成比への影響 は

α-Tocに 比 し低 下 して いた,

5. 抗 酸化 剤の 添加 に よる培 養液 中で の総脂 質

の脂肪 酸構 成比へ の影響 は認 め られ なか った.

稿 をお え るに あ たって御指 導 な ちび に御校 閲

を賜 った恩 師大 村郁郎 教授 に深謝す るとともに,

終始御 指導 をいただ いた木 畑正義 講師 に感謝 の

意 を表す る.

尚本論文 の要 旨は第25回8本 老 年医学 会総 会

におい て発 表 した.
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Studies of lipid metabolism in cultured smooth muscle cells.

Part II. Effect of antioxidants on fatty acid metabolism.

Michitaka DEMIYA

Second Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School,

Okayama 700, Japan

(Director: Prof. I. Kimura)

The effects of antioxidants on the fatty acid composition of cultured aortic smooth muscle 

cells obtained from normal, hypercholesterolemic and aged rabbits were studied in vitro. 

ƒ¿-Tocopherol and coenzyme Q10 were used as antioxidants.

Cell lipid extracts were separated into cholesterol ester (CE), triglyceride (TG) and phos

pholipid (PL) fractions by thin layer chromatography. The fractions were analyzed by 

gas-liquid chromatography for fatty acid composition. Upon addition of ƒ¿-tocopherol, the 

proportion of oleate (18:1) increased and that of linoleate (18:2) decreased in the CE and TG 

fractions, but that of stearate (18:0) increased and those of linoleate and arachidonate (20:4) 

decreased in the PL fraction.

These effects of ƒ¿-tocopherol were most significant in HL-SMC, and almost no change in 

Aged-SMC was observed.

Addition of coenzyme Q10 resulted small changes in the fatty acid composition of the cultured 

cells and culture media.


