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現在 クロマグロは、日本 人 が好ん で食 べる魚 種

の 一つである、その消 費 量はliヒ界の 中で最も多く、

世界 の消費 量の8割 を占めるともいわれ ている。

クロマグロは、iこに食 肉として使 川 され てお り脳 や

内臓 等 の利 川 は少 ない。そのため、脳 ・内臓 等 は

未 利川 資源 となっている。

これ らの部位 には、多種のリン脂 質 が含まれる。

リン脂 質 は 、膜 タンパクとともに細 胞膜 を形 成 して

お り細 胞膜 の 一二重構 造 に関わっている。また、リン

脂 質 を含 む親 水 性 部位 と炭 化 水 素 により形 成 さ

れ る疎 水性 部位 か らなる。リン脂 質 は 、脂 質 代 謝

を改 善す る可能性 があるといわれ ている転 写 因 子

LiverReceptorHomolog-1(LRH-1)の リガンドと

して働 くことで、脂 質 代謝 を改 善す る因 子として知

られているCYP7Al、Apo-A1、Adiponectinに 対

応 す る遺伝 子発 現を活性 化 させ ることにより抗 メタ

ボリックシンドローム効 果を示 す 可能性 がある(12)。

そこで本研 究で は、まずLRH-1の 評価 系 の構

築のため、ゲルシフトアッセイ法(EMSA)に よる評

価 系の 検 討 を行 った。また、養殖 マグロの脳 ・肝

臓 か ら総 脂 質 を抽 出 し、さらに薄 層 クロマトグラフ
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イー(TLC)に よりその構 成 リン脂 質 の分 離 を行

った。

材料と方法

ゲル シ フ トア ツセ イ(EMSA)本 実 験で川 いた

オリゴヌクレオチドをTable.1に 示 す。本 実験 では、

アンチセンス鎖 にCy5.5を ラベル 化 した。オリゴヌ

クレオチド(1μM)を95°Cで5分 間加 熱 し、室温 ・

遮 光 下で徐 々に冷ます ことによりアニー リングを行

った。アニー リング後 、15%の 未 変性 ポリアクリル

アミドゲ ル を川 い 、遮 光 下 で電 気 泳 動 を行 った

(50～～200mA)。 そ して、近 赤 外 蛍 光 スキ ャナ

ODYSSEY(Ll-COR)に て検 出した。

培 養 細 胞 の 核 抽 出物 に対 す るオ リゴ ヌ ク レオ

チ ドの 結 合 性 の 検 討NuclearExtractionKit

(Panomics)を 用 いてヒト由来肝 ガン細胞(HepG2)

か ら核 を抽 出 した。核 抽 出物 とオリゴヌクレオチ ド

とをBindingBuf免r中 で反 応 させ 、川 いた配 列に

特 異的 に結 合するかを検 討した。
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出 した。

結果

EMSAに よるLRH-1の 評 価 系 の 検 討Fig.1に

HepG2の 核抽 出物 中のLRH-1と 用 いたオリゴヌ

クレオチ ドが結 合 す るかどうか を検 討 した結 果 を

示 した。用 いたオ リゴヌクレオ チ ドは タンパ ク濃 度

依 存 的に結合 した。

次 に、非 ラベル 化プ ロー ブを用 い阻害 実験 を行

った結果 をFig.2に 示 した。5～50倍 の過剰 の非ラ

ベル 化 プローブの 存在 により反 応 バ ンドは、濃 度

依存 的 に消失 した。

マ グ ロの脳 ・肝臓 か らの リン脂 質 の抽 出 マグ

ロの脳 ・月刊蔵600mgか ら脂 質を抽 出した後 、TLC

によりリン脂 質を分離 した。そ の結 果 をFig3に 示

す。ヨウ素 染 色 の結 果 、Ph・sphatidylethan・lamine(PE)

で はマグロの脳 、マ ウスの肝 臓 の抽 出 物で強 いス

ポットが みられ た。マグロの肝臓 で は、弱 いながら

スポットがみ られた。ph。sphatidylch。1ine(PC)でも同様

の傾 向 がみ られ た。ニンヒドリン検 出の 結 果 、PE

にお いてヨウ素 と同様 の傾 向がみ られ た。

考察

本 実験 は 、脂 質 代 謝 に好 ましい 効 果 を示 す 転

写 因 子LRH-1の 評 価 系 の構 築 を 目的 とした。

EMSAに より、LRH-1は 特 異的 かっタンパ ク質量

依 存 的 にLRH-1の コンセンサス配列 に結 合 し、

本 分子 の活性 化 レベ ル を評 価 することが 可能 とな

った。

さらに、マグロの脳 ・肝臓 からLRH-1の リガンドと

して考えらてているリン脂 質の抽 出 を行 った。マグ

ロの肝臓 に比べ、マグロの脳 にはPE 、PCが 多く

含まれることを確認した。

リン脂質は、LRH-1と 結合し脂質代謝異常を改

善する可能性 がある(1,2)。マグロの脳 、内臓 には

PE・PCな どのリン脂質が含まれている。事実、大

豆のリン脂質では実験動物において血 中のHDL

を増加させることがElisabethら により報告されてい

る(4)。これらのリン脂質に脂質代謝を改善する効

果が示されれば、新たな海産物 由来機能成分と

して高機 能食品素材として実用化できる可能性が

ある。

今後、HPLCさ らにGLCな どを用いリン脂質の

分析を進めていく。さらに、これらのリン脂質が効

果を有するかどうかを培養細胞、実験動物を用い

て検討していく。
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