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は し が き

反泰家畜は､本来ヒトをはじめとする単胃動物がほとんど養分として利用出来ない構造

性炭水化物､すなわち飼料に含まれるセルロースやヘミセルロースなどの炭水化物をルー

メン内微生物の発酵作用により揮発性脂肪酸 (VFA)などに変換し､動物体の維持や種々

の生産活動のエネルギーに利用している｡また､飼料に含まれる栄養分のうち､単胃動物

が自ら消化吸収することのできるような良質な炭水化物やタンパク質にいたっては易発

酵性であり､その大半がルーメン微生物によって発酵されVFAなどに変換されてしまう｡

そのため､十二指腸以降に流入する糖質はほとんどないとされてきた｡しかし､濃厚飼料

を多給した場合には､かなりの量の糖基質が第-胃内発酵を逃れて腸管へ流入するとの

報告もある｡

このように反嚢動物にとって､飼料に含まれる良質なタンパク質やデンプンをルーメン

バイパスさせることは生産の上からも有利であり､重要な点である｡そのため､多くの

研究がルーメンバイパス技術の開発に費やされてきた｡しかしながら､反嚢家畜の下部消

化管における栄養素の吸収に関する量的研究は､放射性同位体元素の利用に関わる制限

のためか､Ber辞Ilan らの報告以来わずかにHuntingtonらやJ由leSらが行っているのみで

ある｡そこで我々は､放射性同位体元素の代替として近年注目を集めている安定同位体元

秦 (13C､lSN､Dなど)に着目し､安定同位体元素標識化合物をトレーサーとして､下部消

化管からの各栄養素の正味吸収量並びにその吸収メカニズムの一端を反窮家畜で調査し

ようと考えた｡

まず､粗飼料給与区および濃厚飼料給与区を設け､腸管に流入する消化内容物に含まれる

糖基質量を測定し､次いで肝門脈カテーテルを装着したヒツジを供試し､採食後の血寮グル

コース濃度変動と門脈へのグルコース吸収量を求めた｡さらに安定同位体トレーサーを反嚢

家畜のグルコース吸収に関する研究に応用する可能性についても検討を加えたので報告するo
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緒 論

1)反泰家畜の下部消化管におけるグルコース吸収

唇賓家畜は､本来ヒトをはじめとする単胃動物がほとんど養分として利用出来ない構造性

炭水化物､すなわち飼料に含まれるセルロースやヘミセルロースなどの炭水化物をルーメン

内微生物の作用により揮発性脂肪酸 (VFA)に変換し､これを動物体の維持や生産に利用し

ているCまた､飼料に含まれる栄養分のうち､単胃動物が自ら消化吸収することのできるよ

うな良質な炭水化物やタンパク質にいたっては易発酵性であり,ルーメン内で大半が発酵さ

れてしまうOしかし､濃厚飼料を多給した反舞動物においてはかなりの量のグルコースポリ

マーがルーメン発酵を逃れ､下部消化管に流入し消化されることも知られている｡Gaill訂d

ら(13)は､生草と濃厚飼料を与えた牛におけるα-グルコースポリマーの小腸での消化量が生

草のみの場合に約10g/dayであったのに対し､濃厚飼料を与えたときには､約330g/dayに

増加したことを報告しているCまた濃厚飼料といっても､グルコースポリマーの小腸での消

化量は穀実の種類や処理方法などによって相違する｡例えば､トウモロコシやソルガムのデ

ンプンは､大麦に比べルーメン内における分解性が低く､多量のデンプンが小腸内に流入し

消化される量が明らかに多いと報告されている(2,34,35)｡

Q)rskov(28)は､濃厚飼料給与ヒツジにおいて飼料中デンプンのルーメンバイパス割合は､

動物によって5-40%の変動がみられると報告しているoOwensらC29)は､給与したトウ

モロコシ､ソルガム､穀実デンプンの18-42%がウシの小腸内に流入し､その約47-88%が

小腸で消化され､さらに33-62%が大腸内で消化されるというように飼料に含まれるデンプ

ンのルーメンバイパス割合ならびに下部消化管での消化割合は実験条件によってあるいは動

物によって変動が大きいことを述べている｡

一般にデンプンの下部消化管における消化吸収過程は､反賓動物においても単胃動物と同

様にグルコースにまで消化された後体内に吸収される｡Huntington(20,22)は､門脈血一動

脈血濃度差法によって乳牛のグルコース吸収量を測定したが､その吸収は見かけ上マイナス

であった.このことは触 dら(3)も報告しており､一般に門脈-動脈濃度差法から算出した

グルコース吸収量は､見かけ上マイナスである報告が多い｡このことは消化管からグルコー

スが吸収される際､消化管組織でグルコースがエネルギーとして大量に消費されること､ま

た腸内微生物の活性も腸管内デンプン消失に影響を与えることに起因していると考えられる

ことから(15)､反寮動物において下部消化管からのグルコース吸収は少ないとされている｡
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しかし､J由leSら(24)は､ヒツジの腸間膜静脈一動脈濃度差の測定とラジオアイソトープを

トレーサーとして用いた実験から､穀実を多給した場合､グルコースの吸収量は､1日当た

り約101gにもなることを報告した｡

このように､栄養素の門脈血中への真の吸収量あるいは飼料由来の吸収量を求めるために

は､より精度の高い測定系､つまり各栄養素の門脈血での濃度変動に加えて吸収される際に

消化管で利用される各栄養素の動態を量的に高精度に把握することが必要になってくる｡

2)NetGlucoseAbsorptioniPortalGlucoseAbsorption

消化管から吸収されるグルコースを量的に把握するためには､グルコースが消化管組織を

経て体内に取り込まれる際､どれほど代謝されたかを知ることが必要である｡門脈一動脈濃

度差から算出できる正味グルコース吸収量はNetPortalAbsorptionと表され､消化管組織での

利用量(PortalBloodGlucoseUtilization)の分を過小評価することになる｡そこでⅠ史rgman ら

(8)は放射性同位元素希釈法をヒツジに応用して､消化管組織での利用量をグルコーストレー

サーの消失割合から算出し､正味グルコース吸収量にこの利用量を加算することによってグ

ルコース吸収量(portalGlucoseAbsorption)を求めた｡後にHuntingtonらは､艶rgrlan ら

の報告に基づいてヒツジ(18)とウシ(19)でPαtalAbsorptbnを求め報告した.また､James

ら(24)は､前腸間膜静脈より採血し､グルコースから乳酸への代謝量を求めることで､腸管

組織に取り込まれたグルコース量(TotalGlucoseAbsorbed)を求めている｡

このようにグルコース吸収量を求めるには､少なくとも消化管組織でのグルコース利用量

を把握する必要がある｡この種の研究に使われてきたグルコーストレーサーは､ 14Cや午Ⅰの

放射性同位元素でラベルしたものがほとんどであった｡放射性同位元素を用いることは､測

定精度や予算の上からも適している｡しかしながら､放射性同位元素の取り扱いに関する規

制をはじめ実験施設などヒツジやウシのような中､大動物を供試して代謝実験を行うことは

難しくなっているOそこで､近年では放射性同位元素に代わり放射活性を全く有さない安定

同位体元素が改めて注目されるようになった｡

3)本研究の目的

一般に粗飼料を主体とした飼養条件下の反嚢動物において､十二指腸に流入する飼料由来

のグルコースは極めて少量である｡しかし､圧片トウモロコシを主体とした濃厚飼料を多給

した場合､その量は高くなる(33)aWeekes(39)は､ルーメンから下部消化管に逃れてくるデ
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ンプン消化物が増加すれば､理論的に生産エネルギー効率を増加させることが出来るだろう

と述べている｡実際トウモロコシまたはソルガム主体の飼料を与えた成育期の牛での生産に

関する実験において､小腸で消化されるデンプンは､ルーメンで消化されたデンプンより

42%以上ものエネルギーを供給したとの報告もあるC29)Oしかしながら､どの程度十二指腸

に流入したグルコースやデンプンが体内に吸収されるのかという量的研究は､消化管内容か

らの消失量を吸収量とみなしたり､血液の動静脈差法などにより見掛け上の測定が多い｡こ

れに対し､放射性同位元素を標識物質に用いた研究i独 rgman ら(8)の研究など数少ない

(18,19,24)｡

そこで､本研究では放射性同位元素の代替として安定同位元素 (13C)を用いて合成したグ

ルコースをトレーサー([U-uc]glucose)として､王史rgman ら(8)の報告に沿って､門脈に現れ

る消化管由来のグルコース吸収量を知ることを目的とした｡

まず､十二指腸リエントラントカニューレ装着ヒツジを供試し､十二指腸に流入するグル

コースおよびデンプン量を把握し､次いで肝門脈カテーテルを装着したヒツジを供試し､採

食後の血祭グルコース濃度変動と門脈へのグルコース吸収量を求めたOまた､安定同位体ト

レーサーを反額家畜のグルコース吸収に関する研究に応用する可能性についても検討した｡

最後に摘出腸管におけるグルコース吸収についても若干のデータが得られたので報告する｡
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第1章 グルコースおよびデンプンの下部消化管への流入量

緒論でも述べたように､反賓動物では飼養条件の違いによってルーメン発酵を逃れる炭水化物

の量は変動する｡そのため粗飼料区と濃厚飼料区を設け､その飼養条件において､十二指腸に

流入する炭水化物､とりわけグルコースの量とデンプン量を知ることでバイパスされる糖基質

量を把握する必要がある｡

そこで､まず､十二指腸にリエントラントカニューレを装着したヒツジを供試して､粗飼料お

よび濃厚飼料給与によって下部消化管へ流入するグルコースおよびデンプン量について調べて

みた｡

材料および方法

1 供試動物および飼料

供試動物には予め外科的手術によって､十二指腸リエントラントカニューレを装着した去

勢雄メン羊3頭 (コリデール種､体重35.5-45.6kg)を用いた.供試飼料には､粗飼料とし

てオーチヤード･チモシー混合乾草､濃厚飼料として市販肉用牛配合飼料 (α-ビーフ後期､

中部飼料)を用いた｡

2 試験区および飼養管理

1)粗飼料区

体重の2%量の乾草を1日に1回､9時に給与した｡またビタミンとミネラルを補足し､

水は自由摂取とした｡

2)濃厚飼料区

粗飼料と濃厚飼料の割合を2:8の割合で混合し､給与量は粗飼料区における給与TDN量

と見合う量とした.給与時間をはじめその他の管理は粗飼料区と同様にした0

3 試料採取および併存

粗飼料区では､最初の9日間を馴致期間とし､その後10日目から5日間､糞採取を行った｡

また､15､19､23日目の3日間にわたって､腸管流入内容物の採取を行った｡粗飼料区の試

験終了後､翌日から14日間を濃厚飼料区への移行期および馴致期間として､15日目から5日
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問糞採取を行ったOまた､20､24 28日目の計3日間にわたって､腸管流入内容物の採取を

行った｡

腸管内流入内容物の採取はリエントラントカニューレを介して行った｡給餌1時間前の朝

8時に採取を開始して､その後 1時間ごとに13時間にわたって､流入した内容物量を測定し､

それぞれから約200m8を分析試料として分取した｡また乾物測定用として約5mBの内容物試

料を試験管に分取し､直ちに測定した｡残りの内容物はその都度ぺリスタポンプを用いてほ

ぼ1時間かけて十二指腸内に戻した｡グルコース測定用試料は内容物約2m飢こ10% (V/V)

HC10.を9倍量添加後､遠心分離(10000rpm､10rnin)し上清を除タンパク液として-20℃

で凍結保存した｡その他の内容物試料は採取後直ちに120℃で凍結保存した｡

4 測定項目および方法

乾物 (OM) :常法

グルコース濃度 :酵素法 (17)

デンプン:阿部 (1)のHCIO｡抽出によった｡

グルコース+デンプン測定 :デンプンはグルコースとして定量し､0.9を乗じてデンプ

ン量とした｡これをグルコース量に加算してグルコース+デンプン量とした｡

結果

粗飼料あるいは濃厚飼料に十分馴致させたヒツジを供試し､本飼養条件で､給餌後十二指

腸以降に流入する糖基質量を知るために､腸管に流入する内容物､グルコースおよびデンプ

ンを給餌後12時間に渡って測定した｡各測定項目について､給餌後の経時的変動をそれぞれ

図 1､2､3､4に示した｡また､これらから求めた給餌後12時間の流入量を表1に示した｡

粗飼料区､濃厚飼料区どちらも給餌後 1時間以内にほとんど全量を摂取したが､粗飼料区

では濃厚区に比べ採食時間が長くなる傾向にあった｡

摂取したグルコース+デンプン量I粗 飼料区で34.8g､濃厚区で2303gであったのに対し､

腸管に流入した量はそれぞれ43gと10.2gであり､これは摂取量に対して 12.4%と4.4%であっ

た (表1)｡

第2章の実験に合わせて､給餌後6時間の値として計算すると､粗飼料区で 2.1g/6h､

濃厚飼料区で6.6g/6hの糖質が給餌後6時間に十二指腸に流入することになる (表1)0

-5-



三
＼
l
LLl面
容
静
思
Y
3KE卸
喪

(
u
J
b
)

叫
畢
僻
Y
顆
か
喪

[b表]

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0

-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

給餌後時間(h)

腸管流入乾物

-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

給叙後時間(h)

図 1 ヒツジの腸管流入内容物量 (a)および乾物量 (b)の経時的変動

J;給餌
粗飼料区 ;乾草のみ

濃厚飼料区 ;粗飼料 :濃厚飼料-2:8

-6-



(LlJ
b
Lu
)叫
Y
顆

ぺ
I
n
q
r.6

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

給餌後時間(h)

_1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

給餌後時間(h)

図2 ヒツジの腸管流入内容物中グルコース濃度 (a)および

グルコース流入量 (b)の軽時的変動

J;給餌

粗飼料区 ;乾草のみ
濃厚飼料区 ;粗飼料 :濃厚飼料-2:8

-7-



-9-

8:冒-械陸封歌:悩時儲:詞悩時宙静
せ0妻等:召械時頓

鱒哉:I

催事軸軸頚o(q)亨Y箪く∠く壬

マ(t!)垂旦暑く∠くまヰ噺賀Y半島部0{-(tqg困

(Ll旭幸峨坤潔

ZLLLOL69∠99ケCZLL-

(tl旭幸幡与潔
ZLLLOL69∠99ケCZLい

--■･-1一一一■

(Z-u)司梯随身課目IL-
(C=U)男様幽簡ー

1

■--l∫t
妻旦暑く∠i..gEt)解等Y3K'･中量都

ll

]

.L
p)

N
肇

叫
V

7v)7
E

^

仙
(q
Jh
)

f
ttV
7
PV
吟
和
食
(鮮
蕃
%
)



ー義a[

(%
零
#
藤
枠
中
八

.L八
恥

+
Y
-

E
q

rb

王
＼
空

叫

Y

3K
r･八

ト
予
.tE
+
Y
-

E
q
r
.i

10

8

6

4

2

0

義

.
6

b

1

[

4

2

0

8

6

4

2

0

1

1

1

0

0

0

0

0

腸管流入乾物中グルコース+デンプン含有率

11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
GL

給餌後時間(h)

-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

給餌後時間(h)

図4 ヒツジの腸管流入乾物中グルコ-ス+デンプン含有率 (a)と

グルコース+デンプン流入量 (b)の経時的変動

J;給餌

粗飼料区 ;乾草のみ
濃厚飼料区 ;粗飼料 :濃厚飼料-2:8
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表1 十二指腸に流入する消化管内容物､グルコースおよびデンプン量

粗飼料区 濃厚飼料区

(n=3) (n=2)

DM摂取量 (g) 754 503
十二指腸流入内容物量 (a/lib) 6.4 2.8

十二指腸流入DM量 (g/12Jl) 209 110

グルコース摂取量 也) 14.7 3.7

十二指腸流入量 (g/12h) 0.1 0.2

デンプン摂取量 (g) 18.1 204.a

十二指腸流入量 (g/12h) 3.9 9.0

グルコース+デンプン

摂取量 (g))

十二指腸流入量 (g/12h)

34.8 230.3

4.3 10.2

グルコース+デンプン

給餌後6時間の十二指腸流入量 2.1 6.6

(g/6h)

粗飼料区 ;乾草100%
濃厚飼料区 ;粗飼料:濃厚飼料=2:8

給与TDN量は両区で等量 (粗飼料区に見合う量)とした｡
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第2章 ヒツジの肝門脈へのグルコース吸収動態と安定同位体元素の応用

1､材料および方法

1)供試動物

供試動物には頚動脈ループを装着した雌ヒツジ1頭および去勢雄ヒツジ4頭 (コリデール

×サフォークおよびサフォーク種､体重35.6-63kg)を用いた｡

2)飼養管理

給餌時間を12時にした他は第1章と同じにした｡

3)カテーテル装着 (図5)

ヒツジにセラタタール (バイエル (株))を筋注投与(1nd/質)し､前麻酔をかけた後､経

口的に気管チューブ(クリアー ･ロープロ気管内チューブ､マリンクロットメディカル社)を

挿入し､直ちにハロタン (フローセン,武田薬品工業)によるガス麻酔 (導入4.0%～維持0.5

%､酸素2.5%)に移行して､カテーテル挿入手術を行った｡なお､ガス麻酔移行後にトラ

ゾリン (Sigma社)long/頭を生理食塩水 (以下生食)に溶解し､頚静脈より投与して､セ

ラクタールから覚醒させた｡動物の右腹側を開腹して門脈を確認後､ヘパリンコーティング ･

アンスロンカテーテル (14Gl.TORAY)あるいは､アトム静脈カテーテル『r･7､アトム(柿)

)を門脈内に約4cm挿入し､巾着縫合により固定したO前腸間膜静脈カテーテルは､アンスロ

ンカテーテル(16G)あるいはアトム静脈カテーテル(Fr.5ないしFr.4)を装着した｡

門脈および前腸間膜静脈カテーテルの維持には､ヘパリン (50U/mi)ならびに抗生物質

(アンピシリンナトリウム､富士製薬工業株)4nw/mlを添加した生理食塩水(以下生食)でカ
テーテル内を適宜洗浄したのち､同液を満たして維持した｡動物の術後回復には少なくとも

7日間を要し､さらに採食量の回復を確認した後､実験に供した｡血液試料採取日には､採

血開始の少なくとも1時間以上前に､頚動脈に採血用カテーテル(サーフロー留置針,18G,

TERUMO)､頚静脈に13crglucose注入用カテーテル(サーフロー留置針,18G)を装着した｡

カテーテルの装着位置の概略を図5に示した｡
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4)色素注入法および血液採取

ヒツジの採食量が回復した後､最初の7日間を粗飼料区の馴致期間とし､8日目にサンプ

リングを行った.続いて9日目より段階的に濃厚飼料を増やし､16日目から22日目の1週間

を濃厚飼料区の馴致期間とした｡次いで23E]目に濃厚飼料区のサンプリングを行ったO肝門

脈血流量は､Katzら(26)の方法に従い､パラアミノ馬尿酸 (p-AmhoHbpuricAcidNa､

Sigma､以下PAH)を用いた色素希釈法で測定した｡すなわち採血開始の1時間前に前腸間膜

静脈の注入用カチャテルより､2%(Ⅳ/v)PAH溶液10mlを1分間で初期注入した後､続いて

ぺリスタポンプを用いて､2%PAH溶液を0.5ml/minの速度で 9時間､定速連続注入を行っ

た｡また､門脈におけるグルコースの吸収量を求めるため､安定同位体元素である13Cで標識

したグルコースをトレーサーに使用した｡棲識グルコース溶液の投与量は藤Ef](12)の報告を

参考に次のように行ったOまず､ [U113C]グルコース (99atom%13C､Isotec社､E]本酸

秦)を300LLg/kg･体重の用量で10mlの生食に溶解したものを頭静脈カテーテルより1分間

で注入したO続いて､ぺリスタポンプを用いて､3LLg/kg/mbの用量で9時間定速連続注

入した｡

血液試料採取は､8時間にわたり経時的に行った｡飼料給与前120分から採血し､飼料給与

後240分までは30分間隔で､それ以降は60分間隔で300分と360分の2回採血し､計15回の

血書夜試料採取を行った｡ ＼

血液は､ヘパリン処理した注射筒を用いて､頚動脈カテーテルと門脈カテーテルから同時

に､各8mlを1分間で採取した｡採取後は直ちにヘマトクリット毛細管に血液を分取し､そ

の他はヘパリン処理した遠心管に速やかに移し､氷冷併存した｡血液採取が終了した後､遠

心分離 (12000rpm､10m血､4℃)により血紫を取 り分けた｡血衆グルコースとPAH濃度

定量用として､血渠0.5mlに5%(W/V)トリクロロ酢酸 (Wako､以TTCA)溶液4.5mi を

混和し除タンパクを行い､30分間室温に放置後､遠心分離 (5000rpm､5m血)をして上清

をグルコースおよびPAHの分析に供した｡残りの血祭サンプルは､各測定項目を測定するま

で-20℃で凍結保存した｡

5)測定方法

(1)血渠PAH濃度

血策PAH#度をSmithら(32)の方法を一部修正して測定した｡
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除タンパクしたサンプルおよびスタンダード溶按を各2.5miずつ試験管に取り､1.2N-HCl

溶液を0.5mi加え､よく濃拝したQついで亜硝酸ナ トリウム溶液NaNO2(1mg/ml)を0.25ml

添加し､授拝後3分から5分の間にスルラァミン酸アンモニウム溶鞍 (托OSOがH2､

5mg/mi)を0.25mI添加したo擾拝復､再び3分から5分以内にN-1-ナフチルエチレンジア

ミン二塩酸塩溶液(CuHl.N2･C1)(0.1%(W/V))を0.25ml添加し､濃拝したQこれを10分間室

温で静置した後､分光光度計により540nmの波長で吸光度を測定した｡

(2)血衆グルコース濃度

除タンパクした血紫サンプルをHuggett&Nixon(17)の方法によって軌定した｡

(3)血紫インスリン濃度

門脈および動脈の血渠インスリン濃度は､デキストラン･チャコール法によるラジオイム

ノアッセイ収】A)で測定したC第一抗体は､抗ウシインスリン血清(guheapi島 生化学工業､

bt;GPづ1651)を用い､u5I-hsu丑nborcine)はNENより購入したOまたウシインスリン

(SigmalDt;28C-0136)を標準に使用したOすべての試料を1回のアッセイで測定したOアッ

セイ内変動係数は2.5%､最小検出限界は0.9上土U/mlと良好であった｡

(4)ヘマトクリット(Ht)借

Ht値はヘマ トクリット毛細管(ヘパリン処理､テルモ)に血液を分取し､遠心分離

(10000rpm 5min)して測定した｡

(5)[U-13C]g山coseのIsotopeEnrichment

TsemgとKalhan(38)の方法を藤田(12)が一部改変した方法にしたがった｡すなわち､図6

に示す よ うに､ サ ンプル に 含 まれ るaldononitorilpentacetateに誘 導体化 して

gaschromatogmphy-massspectorometer(GC-MS)で分析を行った｡

まず､血渠0.5miにメタノール5mlを加え､12000rpmで10分間遠心して除タンパクし､上

清をキャップ付きねじ口試験管に全量採取した｡これを50℃に加温しつつ窒素ガスを吹き付

けて乾固したのち､さらに真空デシケーター内に一晩放置して充分乾固したO乾固したサン

プルに塩酸ハイドロキシルアミン-ピリジン溶液(ピリジン100〟.1中に塩酸ハイドロキシルア

ミン2.1mgを含む)を0.5ml加え､90℃で60分間加熱し､加熱終了後､無水酢酸0.5mlを加え､

さらに90℃で60分間加熱した｡加熱終了後､アイスバス中で放冷し､水2mlを加え､過剰の

無水酢酸を分解した後クロロホルム1mを加え激しく撹拝して誘導体をクロロホルム層に抽
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出し,水層を吸引除去した｡次いで水2血を加え､撹拝し､水層を除去する換作を2回繰り

返したのち､クロロホルム層をパスツールピペットで小バイアルに移し､真空デシケタ-内

で乾固させ､分析時まで-20℃で保存した｡GC-MSによる分析時に､クロロホルム20LLlで

再溶解してその1LLlをマイクロシリンジでGC-MS任iぬdhiM-2000､El立製作所)に注入し

たoGCIMSでの測定条件は表2に示した｡分析にはSelectedIonMonito血g(SIM)法を用い

て､分子イオン (M+ 13C-グルコース m/Z387､12C-グルコース m/Z381)から

-ooccH3(-OAdが脱離したフラグメントイオンであるm/Z334およびm/Z328をモニ

タリングした｡得られたクロマトグラムより得られるm/Z334とm/Z328の面積より13C

-グルコースの面積%(m/Z334/(m/Z334+m/Z328)×100)を求め･これをIsotopepeak

areaabundanceとし､これを13C-グルコースのIsotopeemichment(mol%excess)が既知の標

準液(12C-グルコースとlU113C]グルコースを秤量し､混合して調製､0･025-0･5mole%

excess)を用いて､上記と同様の操作でⅠsotopeemichmentを測定した検量線にあてはめて試

料のIsotopeemichmentを求めた｡

表2 GCIMS測定条件 (藤EEl)(12)

Carriergas

Injectortemperature

Interfacetemperature

lomi2;ationvoltage

Dataeouection

HitachiM-2000(Hitachi)

5%phenylmethylsihconcro88止nkedphase(HP-5:flewlet
Packard)

temperaCure

lOOoCfor1min

100-220℃ at30℃/min

220一一250℃ at5℃/min

250-280℃ at30℃/min

280℃ for5℃/min

He

280℃

280℃

70eV

Selectedionmo血toring(SIM)
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グルコースの誘導体化(aldononitori1pentacetate)

‥- 巨 --I---

上清の強制乾固

i i等

菓(0.5ml+メタノール5ml)

却(-20℃,30min)

心(1.2000r.p.m.10min)

らo℃,空気の吹き付け)
空デシケーター(らo℃)に一晩放置

グルコースのオキシム化

塩酸ハイ ドロキシルアミンーピリジン

溶液(2.1mg/100fL1)0.5ml

加熱(90℃,60min)

グルコースのアセチル化無水酢酸(0.5ml)
加熱(90℃,60min)

剰無水酢酸の分解(MQ水2ml,撹拝)

層の除去(吸引除去)

誘導体の抽出

サンプルのクリーンアップ

2回繰 り返し

サンプルの乾固

MQ水2ml,強く撹拝,水屑の除去(吹

引除去)

クロロホルム層を′トバイヤル-分取

乾固 (真空デシケーター(50℃)で約 2

日)

凍結保存(-20℃ )

GC-MS.__"_..________._._._....ニ∴__.._.I...._-_

(クロロホルム約 10LLlに再溶解 )

図6 グル コ ース誘導体化操作 のフローチ ャー ト
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6)計算

肝門脈血流量は､KatzとBergman(26)の方法に従い求めた｡すなわち門脈血と頚動脈血の

PAHの濃度差とその時点でのPAH注入速度から【1]式により､門脈血渠流量を求めこれをHt

値により補正して門脈血流量を求めた｡

PAHinhlSionate(mg/min)
PortalPlasmaFlow(a/min)=

PortalBloodflow (a/min)=

(C,V-Ca) (mg/9)

PortalPlasmaFlow(a/min)

廿

×100 [2]
(100-Ht(%))

Cpv､Caは､各測定項目の門脈および額動脈血渠濃度を示す｡またグルコース､ α-アミ

ノ態窒素の正味門脈吸収量は､[3]式に示すように血衆濃度の動静脈差に門脈血渠流量を乗

じて求めた｡

NetAbsorpdon=PPFX(Cpv-Ca) [3]

PPFは門脈血祭流量(9/rrh )を示す.さらにBergman ら(8)によれば､lU-13C]glucose

を注入することにより正味吸収量とは別に腸間膜組織で利用されるグルコース量 (式[4])

と腸管から実際に門脈へ流入するグルコース量 (式[5]) を求めることができる｡

13Cかglucose- 13cp-glucose
PortalGlucoseUtilization-

13Cかglucose
×GXPPF l4]

PortalAbsorpdon=NetGlucoseAbsorptionl3]+PortalGlucoseUtilizationl4] [5]

13ca-glucoset 13cpで1ucDSeは､それぞれ動脈と肝門脈血菜中のグルコーストレーサー､

つまり[UJ3C]glucose量を示すが､GC-MSやGCIIRIMS(GC-アイソトープ比-MS)で

の測定から得られる値は､ 13C と12C の存在比であるので､13ca-glucoset 13cpl言1u(DSeの

値を次のように求めた｡
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13C-glucose-GlucoseconcentradonX13C-glucosemol%excess 〔6]

また､体全体の血液グルコース代謝回転速度をTsemgら88)の式により次のように求めた｡

p-Ⅰ×((100/E)-1)

P:血液グルコース代謝回転速度(mg/kgoL75/min)

Ⅰ:トレーサーの注入速度(mg/kgO･75/mh)

E:飼料のIsotopeenrichment (md%excess)

7)統計

各飼料区の給餌前後について5頭の平均値を求め､SASプログラムパッケージのGLMを用

いて二元配置の分散分析および t検定を行った｡ また､経時的変動については分散分析を

行い､有意なものについてはDuncanの多重検定を行った｡

安定同位体の分析については4頭の結泉を示した｡
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2､結果

1)門脈血渠流量および血流量の採食に伴う経時変化

門脈血梁流量および血流量(良/min)の採食に伴う経時変化を図7に示した｡門脈血祭流

量は､粗飼料区の給餌前平均値で1.06±0.12という値から給餌後ゆるやかに増加し､150分

値で1.36±0.09となり､300分までこのレベルを維持した後､360分には低下して1.09±

0.05a/mhと､ほぼ給餌前の値に回復した.

濃厚飼料区では､給餌前の平均で0.81±0.09a/minから給餌後徐々に増加し､240分に

1.64±0.22と有意に高く(P<0.01)､給餌前のおよそ2倍の値を示した｡給餌後360分には1.41

±0.23となり､ゆるやかに低下する傾向が見られた｡

門脈血流量は､粗飼料区の給餌前平均値で1.36±0.14から150分では1.77±0.09と有意に

高い値を示したくP<0.05)｡濃厚飼料区では､給餌前平均値の1.12±0.13から徐々に増加し､

240分に2.08±0.27と最高値を示した(Pq)_05)｡門脈血流量の変動傾向は､門脈血渠流量と

類似したものであったC

2)門脈および動脈血祭グルコース濃度の変動と正味吸収量

門脈および動脈血紫のグルコース濃度変動を図8に示したC粗飼料区の門脈血兼グルコー

ス濃度由唱/100ml)は､給餌前平均で66.9±3.2であったが､給餌後すみやかに減少し120分

で最低値の49.4±3.2伊旬.01)を示したのち､360分まで約50mg/100mlと有意に低い値を

維持した｡動脈血兼グルコース濃度は､門脈 とほぼ類似した変動を示したが､およそ

1mg/100mi動脈血グルコースの方が高い値であったO門脈一動脈グルコース濃度差は､給

餌前60分に0.4mg/100mlの正の値を示したほかは､すべて負の値であったO

-方､濃厚飼料区では､門脈血渠中グルコース濃度は､給餌前平均値で69.3±5.5から給餌

後30分で62.2±5.8まで一過性に低下し､その後徐々に回復して採血終了までおよそ70

mg/100ml前後の値を維持したO門脈一動脈グルコース濃度差は､給餌後90分に0.56±

0.47mg/100mlと正に転じ､以降360分まで正の値を示した｡

この門脈一動脈グルコース濃度差にその時点での門脈血菜流量を乗じることで､グルコ-
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スの正味吸収量(mg/血 )を求め､図9に示した｡粗飼料区では､給釦前60分で9.4±14.1

の正の値が見られたほかは､すべて負の値を示した｡給餌後から徐々に負の値が大きくなり､

120分で一々9.7±14.7を示したのち一旦小さくなり､再び300分で130.8±32.4の値を示した｡

濃厚飼料区では､〉はじめに負の借を示していたが給餌後90分から8.1±7.7の正の値に転じ､

その後増減を繰り返し推移したが､実験終了まで正の吸収が認められた｡

門脈および動脈血渠グルコース濃度とグルコース正味吸収量の給餌前後の平均値を表3に

示した｡粗飼料区では､門脈､動脈の給餌前平均値でそれぞれ66.9±3.2､67.7±

3.0mg/100mlから給飯後に55.6±4.5､53.1±4.9mg/100mlと有意に低下した(P<0.05)O

また､粗飼料区と濃厚飼料区を比較すると､給餌前に有意差は認められなかったが､給餌

後には門脈､動脈ともに粗飼料区の方が濃厚飼料区よりも有意に低い結束が得られた

(P<0.05)O

正味グルコース吸収量は濃厚飼料区の給餌後に11.4±6.3Ing血血の正の吸収量を示したが､

他は負の値であった｡

3)門脈および動脈血祭インスリン濃度の変動と分泌量

門脈および動脈血衆インスリン濃度の経時的変動を図10に示した｡

粗飼料区において給餌前の門脈血祭インスリン濃度は15.7±0.7〟.U/mlであり､給餌後に

顕著な変動は認められなかった.動脈血菜濃度についても門脈にくらべ約4LLU/Id低い濃度

で推移し､門脈同様目立った変動はみられなかった｡

一方､濃厚飼料区では､給餌前の門脈血紫インスリン濃度は､13.5±2.2LLU/mi であった

が､給餌後に増加し､給餌後60分で25.3LL±9.1LLU/mlを示したOその後実験終了までおよ

そ20-25〟U仙 前後の高い値を維持した｡動脈血祭インスリン濃度は､給餌前に10.6±

i.4LLU/mi から給餌後は120分で20.8±5.7LLU/mi (P<0.05)を示し､門脈血より5-8LL

U/ml低い濃度を示しながら門脈血の変動と同様に推移した｡

門脈一動脈血祭濃度差に血渠流量を乗じて､1分当りのインスリン分泌量を求め､その経

時的変動を図11に示したO粗飼料区では､給餌前に4.4±0.4mU/min､給餌後の平均では

5.2±0.9mU/minであったのに対し､濃厚飼料区ではそれぞれ3.2±0.9mU/min､6.5±

1.9mU/minとなり､濃厚飼料区の給餌後､特に180分以降にインスリン分泌量が増す傾向が

みられた｡
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7)グルコース代謝回転速度

粗飼料区､濃厚飼料区のグルコース代謝回転速度を表4に示したO

粗飼料 区では3.10±0.17､濃厚飼料区では4.32±0.29mg/min/kgO･75となり､濃厚区の方が

有意に高い値であった(P<0.05)｡

3､考察

門脈血流量は､粗飼料区で1.22-1.778/min､濃厚飼料区では､0.97-2.08a/minの範囲で変動が

見られたく図7)C 門脈血流量はヒツジを供試した実験において､粗飼料区で43-47mi/min/kg(18,26)､

濃厚飼料区で44-58mi/mb/kg(9,14,30)との報告がある｡本実験の値を換算してみるとぞれぞれ27-

39mi/min/kg､22-46mi/min/kgとなり､やや低めではあるがほぼ近似した値の変動であった｡粗飼

料区と濃厚飼料区の肝門脈血流量は給鋭前では､両区ともに平均でおよそ1.08/minの値を示したが､給

餌後はそれぞれ1.59､1.738/minと有意に高くなった｡また､粗飼料区に比べ濃厚飼料区の方が有意差

はないものの高くなる傾向がみられた｡これは､濃厚飼料区の方が高くなるという報告 (8,18,19,24)と

同様であった｡しかしながら､本実験では粗飼料区､濃厚飼料区ともに給与TDN量を等しく設定したこ

とから両区の間に顕著な差が認められなかったものと思われる｡給餌後血流量が増加する要因は､主にルー

メンに流入する血流量が増加するため(9)とされ､さらにルーメン系からの血液流入量は､門脈血流量の

約3分の1を占める(14)と考えられている｡血液量が増加する因子としては､ルーメン内炭酸ガス分圧の

上昇(9)､血中VfA濃度の上昇(26)などが知られている｡本実験の給餌後における血流量の変化を見てみ

ると､粗飼料区で給餌後150分に､濃厚飼料区で240分にそれぞれ最高値を示した｡これは､ヒツジの場

合､給餌後約3時間以降で血流量は最も高くなるというKat21ら(26)の報告と同様の結果であった｡

血簾中グルコースは､粗飼料区におuて給餌後に有意な低下を示したのに対し､濃厚飼料区では給餌

後に一過性の低下がみられ.続いて給餌前のレベルに回復したため､給餌前後に有意な差は認められなかっ

た｡このことは､濃厚飼料給与により採食後に血中プロピオン酸濃度が高くなるという報告(21,23,33)や､

反賓家畜では採食後に消化産物である糖前駆物質が多く体内に取り込まれ､採食後に糖新生が盛んに行わ
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れたために血糖値の低下が見られなかったものと思われる｡

インスリンは､三大栄養素のいずれに対しても強力な同化作用を有し､家畜の生産にとって非常に重

要なホルモンと考えられている｡グルコース代謝に関してインスリンは､肝グリコーゲン合成を促進する

一方で､分解を抑制する｡また筋肉､月旨肪組織などの標的器官に作用し､グルコースやアミノ酸の取り込

みを促進する.反賓動物においても採食に伴ってインスリン分泌が促進され､その血中濃度が増加するこ

とが知られており､ウシ (16,27)やヒツジ(5,6,7,37)などで報告されている｡肝門脈血祭インスリン濃度

は､粗飼料区では採食に伴う顕著な濃度変動が認められず､給餌前とほぼ同じ値を示した｡粗飼料区では,

採食後のグルコースや糖新生基質の取り込みが少なかったために､インスリン分泌もさほど促進されなかっ

たものと考えられる｡一方､濃厚飼料区においては､給餌直前の11.9FLU/mlからすみやかに上昇し､給

餌後360分まで20LLU/mi 前後の高い値を維持した｡濃厚飼料区では､グルコースが粗飼料区より多く吸

収されていることが示唆されたことから､本実験においても採食に伴うインスリン分泌の増加が濃厚飼料

区において顕著に見られたものと思われる｡

インスリンの門脈一動脈濃度差がその時点のインスリン分泌量を示すが､このインスリン分泌量が濃厚

飼料区において増加する傾向にあった｡Janesら(25)も 濃厚飼料区においてインスリン分泌が増加するこ

とを報告している.Bodaら(10)は､酪酸やプロピオン酸をヒツジの血中に投与した結果より､VFAがイ

ンスリン分泌を刺激することを報告した｡酢酸を投与した際は､インスリン分泌にさほど影響を及ぼさな

いことから､反賓動物においてはVFA､特にプロピオン酸と酪酸がインスリン分泌に強く影響を与えるこ

とが確かめられた｡

次に消化管でエネルギーとして代謝される量を加えた門脈でのグルコース吸収量を把握するため､安定

同位体でラベルしたグルコーストレーサーを用い､門脈へのグルコース吸収量を測定することを試みたO

消化管組織におけるグルコース利用量(Portalglucoseutilization)は､粗飼料 区で-2.82-

3.14rr唱/min/kgO･75の範囲を示し､その経時的な変動はゆるやかなものであった｡一方､濃厚飼料区では

個体変動が大きいものの､1.16-1.43mg/min/kgO･75の間で変動が見られた(図9)｡これらの値は､絶

食や泌乳などのヒツジで0.50-1.33mg/min/kgO･75の値を示すとuうBergmanら(8)の報告と比べても変

動が大きかったoまた､HuntirdOn(18)やJanesら(24)によれば､維持量の乾草または濃厚飼料約85%

をヒツジに与えた実験で､滑化管組織におけるグルコース利用量は､粗飼料区でそれぞれ0.45､0.57

mg/min/kga75､濃厚飼料区で1.20､0.61mg/min/kgO175になると報告している｡これらの値と比較し
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ても,今回の希某は､両区ともに高い値であった｡このように違いが生ずる原因としては､給餌方法､飼

料の違い､給鉱量や測定方法の違いなどが挙げられるDまず､給餌方法と飼料の違いについてであるが､

彼らはオートフィーダーで等量給与することで給餌による影響を小さくしているので､給餌後に見られる

ような血流量の増加などもなく､組織での代謝も安定していることが考えられる｡本実験では1日1回給餌

で給餌後の変動もあわせて見ているため,彼らのデータとは直接には比較できないものと思われる｡Essi

とBuchm (ll)によれば､グルコース代謝について､維持量のエネルギー給与のもとでは飼料の影響

は少ないが､維持以上のエネルギー摂取 (彼らは維持の2倍与えている)のもとでは,飼料の影響が強く

反映されると報告している｡また､Balcellsら(4)の報告によれば､静脈血にグルコースを段階的に多く注

入していった場合､消化管組織でのグルコース利用量は直線的に増加したとし､グルコースの利用量は､

おもに血液由来のグルコース供給によってかなりの影響を受けることを報告した｡一方､Sealら(31)は､

プロピオン酸をウシのルーメン内に注入した着果､動脈血のグルコース濃度が有意に増加したが､同時に

消化管組織でのグルコース利用量も低下したと報告している｡この原因として､プロピオン酸注入によっ

て血液のグルコース供給が増加したものの､乾草のみを与えたため腸管に供給されるグルコース量が少な

かったためではないかと述べている｡本研究においても同じような現象が見られた｡結束は示していない

が濃厚飼料区では血液グルコース供給量が採食後に粗飼料区より高かったのに対し､消化管組織で利用さ

れるグルコース利用量は逆に粗飼量区の方が高い値を示した0第 1章の結果から､この飼養条件における

グルコースとデンプンの腸管への流入量は給餌 6時間で粗飼料区 2.1gおよび濃厚区6.6gと僅かであっ

たC以上のことから本実験において､給与TDN量が等しかったことに加えて採食に伴い濃厚飼料区では

内因性のグルコース供給量が増加したのにもかかわらず､飼料由来のグルコース流入量が少なかったため､

腸管組織でのグルコース利用量が押さえられたのではないかと思われる｡

門脈におけるグルコース吸収量(Portalglucoseabsorption)は､両飼料区ともに給餌前に比べ給餌後

に高くなる傾向があった｡粗飼料区では､給餌前から0.24-4.57mg/mi n/kgO･75と比較的高い値が多くみ

られ､給餌後さらに高くなる傾向が見られたがその変動は､ゆるやかなものであった｡粗飼料区と濃厚飼

料区のグルコース吸収量を比較してみると､給餌後60分までは粗飼料区の方が高く､給餌120分以降は逆

に濃厚飼料区の方が高い傾向がみられた｡本実験での採血時間帯が給餌後60分にかけて集中したために､

粗飼料区の吸収量の平均が高くなったものと思われる｡このことから､飼料の違いによって腸管でのグル

コース吸収量の経時的変動は異なり､本実験のような1日1回給餌においてグルコース吸収量を測定する場
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合は､採血回数を多くすることが必要であると思われた｡また､肝門脈へのグルコース吸収量は､維持量

の飼料を給与した場合､飼料区間に大きな違いが認められないことが分かった｡しかし､維持量以上の給

与量で､飼料区間にどのような違いが現れるのかが､今後の課題の一つと思われる｡

体全体のグルコース代謝回転速度を算出した結果､粗飼料区と濃厚飼料区でそれぞれ3.10､4.32

mg/min/kgh75を示した(表4)｡この値は､放射性同位元素を用いたBergm ら(8)の蘇果(4-5

mg/min/kgO･75)とほぼ近似した値であり､代謝速度などの研究には13C-glucoseの応用が充分可能であ

ろうと判断された｡

以上のように､本実験で用いたトレーサー注入により,門脈へのグルコース吸収量を軌定するには､検

討すべき点が多々残されていることが分かった｡言い換えれば､グルコース代謝回転を測定するには適切

な投与量であっても､門脈一動脈濃度差を正確に把握するには適当かどうか､今後更なる検討が必要と思

われた｡

Tissotら(36)は､近年開発されたGC-a-MSを用いてヒトでのグルコース代謝を測定した結果､101!如

レベルでのグルコーストレーサーの測定が可能であると述べている｡我々の実験からも､検討すべき点は

あるが､安定同位体の応用によって門脈へのグルコース吸収に関する研究が新たに展開可能であると推測

される｡
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表3Plasmaglucoseconcentrationandnetglucoseabsorptionratebeforeandafter

feedingin__sh_甲p危don卑qyorconcentra申申et ____
Diet Hay Concentrate

MEAN ±S.E, MEAN ±S.E,

Portalplasnaconcentration(mg/100ml)

beforefeeding 66.9

after feeding 55.6
*

Am erialplasmaconcentration(mg/100ml)

beforefeeding 67.7

a氏er feeding 53.1
*

±3.2 69.3 ±5.5 NS

±4.5 68.8 ±5.4 *

NS

±3.0 70.6 ±5.4 NS

±5.2 *

Netglucoseabsorptionrate(mg/min)

beforefeeding -7.2

after feeding -19.4
NS

±3.3 -11.9 ;±3.7 NS

±7.0 11.4 ±6.3 *
*

Meanvalues±S.E.of丘vesheep
Hay;hayonly,Concentrate:concentrate:hay=8:2
辛 ;P<0.05,NS;Notsigni丘cant

表4Netか coseabsorption,portalutilizationandabsorptionbeforeanda洗er
feedinginsheet)fedonhayorconcentratediet
D主et Ha

MEAN =S.E.
Coneentrate
MEAN ±S.E.

Netglucoseabsorption(mg/midkgOL75)

beforefeeding 0.02

after feeding -1-00

±0.40 -0.66 ±0.39

±0.48 -0.01 ±0.24 NS

portalglucoseutilization(mg/minnigO･75)

beforefeeding -0_39

after feeding 2.38

±1.33 0.53 ±0.39

±0.99 0.97 ±0,51 NS

portalglucoseabsorption(mg/midkgO･75)

beforefeeding l0.42

after feeding 1.34

:±1.48 -0.13 ±0.71

:±0.55 0.89 :±0.66 NS

Glucoseturnoverrateinwhole 3.10
(mg/min晦0･75)

±0.17 4.32 ±0.29 *

Meanvaluesj=S.E.offoursheep
Hay;hayonly,Concentrate;concentrate:hay=名:2
*;P<0.05,NS;Notsigni丘瓜nt
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図15 ラット反転腸管によるグルコース吸収
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