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はしがき

反賓家畜は､本来ヒトをはじめとする単胃動物がほとんど栄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o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

糖基質が第一胃内発酵を逃れて腸管へ流入するとの報告もある｡このような飼養法

は､ヒトが利用できる栄養素をわざわざ家畜に､しかも大量に与えるということで､

一般に無駄が多く､動物にとっても消化生理機能を無視したものとなっている｡

そこで､反賓動物の消化生理機能を踏まえた上で､基本的には粗飼料で飼い､高

能力､高生産の部分を良質なタンパク質やデンプンをルーメンバイパスさせ､下部

消化管から直接吸収させることでまかなおうと考えた｡このような視点に立ち､高

能力家畜の様々な栄養要求に見合った効率の良い飼養法の確立に寄与することを目

的として､平成10年度から2年間の研究成果が得られたので､ここに報告する｡

平成 12年 3月 研究代表者 小田伸一
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緒 論

1 反泰動物の下部消化管におけるグルコースの吸収

反賓動物の栄養的特徴として､単胃動物がほとんど養分として利用することのでき

ないセルロースやヘミセルロースなどの構造性炭水化物を､ルーメン内微生物の作用

により少糖や単糖にまで分解し､さらに発酵作用により揮発性脂肪酸 (VFA)を産生

することが挙げられる｡そのために十二指腸に到達するヘキソースはほとんどみられ

ず (Bassett,1975)､反黍動物は､ルーメンで産生される VFA を種々の生産活動や体

の維持に利用しているのである｡

しかしながら､濃厚飼料を給与した時などのように飼料の質と量の違いによりルー

メン発酵を逃れて小腸に流入するデンプンの量はかなり変動することが知られている

(Waldo,1973)｡生草と濃厚飼料を与えた牛の小腸では､α-グルコースポリマーの

消化量が生草のみの場合には約 10g/dayであったのに対し､濃厚飼料を給与した時に

は約330g/dayに増加したという報告もある (G由11ardeta1.,1973)0 Orskov(1986)

は､濃厚飼料を給与したヒツジにおいて飼料に含まれるデンプンがルーメンをバイパ

スする割合は､動物によって 5-40%の変動が見られると報告している｡また､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､(Owenset

al.,1986)｡一方､当研究室では､粗飼料区あるいは濃厚飼料区において維持量を給与

したヒツジを供試し､給餌後 12時間に十二指腸に流入する糖質 (デンプン+グルコー

ス)量を調べたところ､4.3gと10.2gとなり､これは給与した糖質量の12.5%と4･4%

であり､どちらの区でもきわめて少なもに とを報告した (飯倉､1996).したがって､

飼料に含まれるデンプンのルーメンバイパス割合や下部消化管での消化割合は実験条

件､特に飼養条件や動物の個体により変動の大きいことがわかる｡
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このように濃厚飼料の給与条件によっては､反賓動物でもかなりの量の糖質が下部

消化管に流入することもある｡しかしながら､十二指腸に注入したデンプンおよびグ

ルコースの消長に関する実験から､小腸内でのこれらの養分の消化､吸収には限界が

あることを認めている (Owenseta1.,1986)｡この限界はアミラーゼ､マルターゼな

どの酵素活性の制約によるものではなく､飼料の消化管内滞留時間や接触面積の不足

などの要因が関与するものと推定している｡また､消化管からグルコースが吸収され

るとき､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に加え､

腸内微生物の活性が腸管内デンプン消失に影響を与えている (Harm on,1992)Qこれ

らのことより､反賓動物では下部消化管からのグルコース吸収量は少ないと考えられ

ている｡

2 幼反賓動物との比較

単胃動物や晴乳中の幼反賓動物では､炭水化物の消化と吸収が主に行われるのは小

腸である｡しかし､反賓動物では､晴乳している幼反審動物から離乳を経て反賓動物

になるときに､小腸の有する単糖類吸収能が劇的に減少してしまうことが知られてい

る (Shirazi-Beecheyeta1.,1989)｡ただし､ここで言う単糖吸収能とはナトリウム依

存性グルコース共輸送担体を指していて､幼反賓動物と比較して 100-500倍も減少

するという｡また､この過程に付随して､血糖レベルとグルコース利用率が減少する

一方で糖新生の活性は増加することも知られている (Shirazi-Beecheyeta1.,1995)｡

糖類の消化酵素活性についても､幼反嚢動物では小腸でのラクターゼ活性が生後 1

日齢で最も高く､その後わずかづつ減少してゆき､離乳を境に著しく低下する｡マル

ターゼ活性は幼反賓動物の場合ラクタ∵ゼ活性に比べて低く､成長につれて高くなる

が､その変化は比較的小さいことが示されている (Siddons,1968､ Too触 ian eta1.,

1973)0
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3 膜消化酵素活性について

反嚢動物においても第四胃以降の消化管の機能は､基本的に単胃動物と同じである

と考えられている｡すなわち､腸管から実際に体内に吸収されるのは主としてグルコ

ースやガラクトースなどの単糖である｡ルーメンをバイパスして下部消化管に流入す

るデンプンなどの多糖類は､勝液に含まれるα-アミラーゼの働きにより少糖や二糖

類にまで消化されるQこれはさらに小腸上皮細胞の刷子縁膜に結合しているグリコシ

ダーゼ群の作用により､膜消化､終末消化を受け､単糖として吸収される｡以前は､

終末消化を行うのは腸液のグリコシダーゼであるといわれていたが､これは腸液に観

察される糖水解酵素活性が上皮細胞の崩壊などによって膜から遊離した酵素によるも

のであって､膜消化の中での役割は小さいことが証明されている｡

この刷子縁膜グリコシダーゼ活性は小腸内に一様に分布しているわけではない｡一

般に､グリコシダーゼ活性は十二指腸で低く､空腸前半において最も高くなり､回腸

へと向かうにつれて次第に低くなる (藤田道也,1988､Ham on,1992)｡また､同じ小

腸部位でも紡毛上の位置によって活性の強さは異なり､細胞分裂の盛んな陰膚部では

どの活性も非常に低いが､上皮細胞の分化が終了する部位あたりから次第に活性が強

くなり､スクラーゼやマルターゼ活性は繊毛の中ほどから先端部付近にかけて最大に

なる｡一方､ラクターゼ活性は先端部で最大になる (武居能樹､1990)｡

これらは主に実験小動物を中心に明らかにされてきた｡反賓動物では先にも述べた

ように､下部消化管に流入する糖質が少ないために､刷子縁膜グリコシダーゼ活性は

相対的に低いことが知られている｡

4 ナトリウム依存性グルコース共輸送担体 (SGLTl)について

sGLrlはこれまで､魚から晴乳類に至るまでの脊椎動物の小腸や腎臓をはじめ､無

脊椎動物の消化管などに兄い出されていて (Pa3oreta1.,1992)､そのDNA情報と夕
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ンバク質構造はかなりよく保存されている (Shirazi-Beecheyeta1.,1995)0

その機能は､ナトリウムと共役して天然の糖のうち D-グルコースと D-ガラクトー

スのみを輸送する担体であり､その他に非代謝性の糖である 310-methylα-D-

glucopyranosideとmethylα-D-glucopyranosideも輸送することか知られている

(Semenzaeta1.,1984)｡興味深いことにSGLTlは2-deoxy-D-glucoseを輸送し

ないことが示されている (Hopfer,1987)0

反賓動物の SGLTlの cDNA塩基配列は､最近になってはじめてヒツジの腸で解読さ

れた (Woodeta1.,1994)｡このcDNAは664個のアミノ酸残基をコードしており､

小腸の場合､刷子縁膜に位置している｡

2で述べたように､反賓動物は離乳を境にこの SGLrlがほとんど検出されなくな

る｡しかし､Shirazi-Beechyら (1991)によれば､D-グルコースあるいはmethylα

-D-glucopyranosideをヒツジの十二指腸に注入すると､幼反審動物のSGLTlレベル

にまで増加したというo

5 本研究の目的

.反賓動物の栄養生理的特徴は､ルーメンの存在と窒素の再循環機構によるところが

大きく､一般に十二指腸以降の消化 ･吸収の仕組みは基本的には単胃動物の場合と同

じと考えられている｡また､生後まもない晴乳反賓動物の有する消化 ･吸収能は､ル

ーメンの発達に伴い大きく変化することがよく知られている｡しかしながら､この成

長 ･発育に伴う栄養素吸収能 (刷子縁膜消化酵素活性や輸送担体量など)の変動に関

しては今だ充分に調べられているわけではなく､不明鞍点が多々残されているO

そこで申請研究では､まず､初年度に反審家畜の離乳前後におけるグルコース吸収能

の変動について､消化管の部位別にそれぞれの刷子縁膜消化酵素活性と輸送担体を分

子生物学的手法により定量し､成反賓動物のものと比較する｡ついで次年度には､子
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ウシの成長に伴うグルコース吸収能の比較を行い､得られたデータにもとづき成反賓

動物の栄養素吸収能を上昇させることができるか検討し､ルーメンバイパス飼料など

への応用の可能性を検討することを目的とした｡

6 特色 ･独創的な点及び予想される結果と意義

栄養生理学や分子栄養学の観点から､反賓動物における炭水化物ならびにタンパク質

の消化 ･吸収能を明確にすることで､高能力家畜の様々な栄養要求に見合った効率の良

い飼養法の確立に寄与することができるものと考える｡換言すれば飼料の量､質のコン

トロールに加えて､動物自らの吸収能率も増してやることで､生産効率の上昇を図る｡

また､ウシの脂肪肝など特定疾患の予防にもつながる可能性がある｡

世界的な葉物生産の動向を踏まえ､飼料資源の節約や有効利用の観点から､来たるべ

き21世紀の日本の食糧生産を考えるに当たって､粗飼料を利用できる反賓家畜の消化 ･

吸収特性を活かしつつ､高品質､かつ､高生産を達成し得る技術開発は極めて重要な課

題である｡また濃厚飼料多給を行う日本においてこそ意義深い研究であると考える｡

第一章 仔ウシの離乳前後におけるグルコース吸収能の比較

反賓動物の栄養的特徴のひとつに､飼料中の炭水化物が第一胃内で微生物による発

酵を受け､揮発性脂肪酸に変換されることが挙げられる｡したがって､下部消化管に

到達する糖質で消化酵素が直接作用できるものは､通常ほとんど見られないか､濃厚

飼料の多給によりルーメン発酵を免れた糖質に限られる｡そのため､反泰動物は体内

で利用するグルコースを主に肝臓､筋肉､腎臓などでの糖新生に依存しており､小腸
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からグルコースを吸収して利用する形態は､反審動物の場合､特殊な場合を除いて､

晴乳時以外見受けられない｡

一方､晴乳仔ウシでは†第二胃溝反射によりミルクがルーメンに入るのを回避し､

直接三胃を経由して四胃へと流入する｡したがって､噂乳反賓動物は､反賓動物であ

りながら栄養素吸収形態は単胃動物とほとんど同じである｡

このように､反審動物は離乳を境に､摂取する食物の変化と体の仕組みが変化する

ことで､糖質の消化吸収形態が大きく変わると考えられるQ

しかしながら､動物の遺伝的能力として､成反賓動物･も噛乳反賓動物と同様にグル

コースを小腸より吸収する能力は持っており､小腸に到達する消化内容に適応して､

その特徴が存在するものと考えられる｡

その観点から今の高能力反萄家畜の飼養形態を考えると､高生産を維持するために

濃厚飼料の多給を行い､ルーメン発酵の異常やルーメン発酵を免れ下部消化管に到達

した糖質を利用するなど､動物にとって負担 (飼料からみれば無駄)が多く､その生

産効率は悪い｡

そこで､動物への負担を軽減し､無駄を見直す飼養法として､粗飼料をベースに､

その他必要な糖質やタンパク質はルーメンをバイパスさせ､直接小鹿より_吸収させる

方法が考えられる｡これらは､ヒツジの肝門脈にカテーテルを装着し､肝門脈へのグ

ルコース吸収量を検討したところグルコース吸収量がラットの1/3から1/2程度

であり､成ヒツジでは小腸に流入する糖質が少ないばかりか､グルコースの吸収能自

体も低いという実験結果からも推測される｡更に､ヒツジの十二指腸への継続的なグ

ルコース投与によって肝門脈へのグルコース正味吸収量が増加するという結果 (平成

7- 8年度､基盤研究 (C)研究代表者､小田伸一)からも､飼養法を考案できれば､

動物の持つグルコース吸収能をコントロールすることが充分期待できるものと考えら

れる｡
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1.SGIJlのmRNA定量法の検討

まず､はじめに下部消化管粘膜細胞の刷子縁膜に存在するSGLrlの血RNA発現

量を測定するため､定量法の検討を行った｡

材料および方法

1)SGLTlプローブの作製

2ケ月齢の子ウシにペントバルビタールの過剰投与を行い放血屠殺した後､十二指

腸および空腸の粘膜細胞を約 10cm ずつ速やかに切り取り､氷冷した生理食塩水で洗

浄し､スライ ドガラスを用いて腸粘膜を剥離した｡これを速やかにアルミホイルにく

るんでドライアイスで凍らせ､測定に供するまで-80℃で保存した｡

ホモゲナイズ

ホモゲナイズ用バッファーとして､3M 塩化リチウム (無水塩化リチウム､和光純薬

工業 (秩))､6M尿素 (和光純薬工業 (秩))､10mM 酢酸ナ トリウム溶液 (pH5.0に

酢酸で調節する､和光純薬工業 (秩))を H20でメスアップしたOこれを 2.2JLm_の

フィルターでろ過滅菌した｡さらにホモゲナイズ直前に0.1%になるようSDS(sodium

dodecylsulfate､20%SDS溶液をH20で作成する)とヘパリンを200JLg/mBの用量

で添加し､軽く撹拝する｡ Washバッファーは､4M塩化リチウム､8M尿素をH20

で調整し､ホモゲナイズ用バッファーと同様にろ過滅菌しておいた｡

サンプル重量をホモゲナイズする直前に測定し､サンプルを遠沈管 (50m臥 ポリプ

ロピレン製)に入れ､バッファーをサンプル 1本当たり約 20mQずつ加えた｡素早くポ

リトロンホモゲナイザーにて約 30秒ホモゲナイズを行い､氷中で冷やしながら4℃の

冷蔵室で1晩から数日置いた｡

TotalRNAの抽出

冷蔵室に放置したサンプルを 10,000rpm､4℃で 10分間遠心分離して､上清を取り

除き､沈殿物を得た｡沈殿物に 5meのWashバッファーを入れ､ピペッティングによ
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り撹拝し､同じく10,000rpm､4℃で 10分間遠心分離して､上清を取り除き､沈殿物

を洗浄した｡この作業を 3ノ回繰り返した｡ただし､3回目は室温で遠心分離した｡洗

浄した沈殿物にサンプル 1本につき 50mM酢酸ナトリウム ･1%SDS溶液(最終濃度

がそれぞれ50m_M､1%になるように滅菌したH20で調節する)を5m地口え､ピペッ

ティングで沈殿物を可溶化させ､5meを別の 50mQ遠沈管に取り分けた｡これにフェノ

ール ･クロロホルム ･イソアミルアルコール (25:24:1)溶液を 5m的口え､激しく

撹拝し､12,000rpm 室温で 5分間遠心分離すると､上層 (水屑)､中間層､有機層に

分離した｡このうち､上層を取り分けた｡この作業を上層が透明になるまで (2回)繰

り返した｡透明になった上層を､4mQを遠沈管 (ポリスチレン製)に取り分け､最終濃

度が 0.3M 酢酸ナトリウム､×2.5溶エタノールを加えた｡この状態で-80℃にて 30
､･

分以上静置した｡その後､3,000rpm4℃で30分間遠心分離した｡上清を捨て,エタノ

ール (99.5%エタノール (和光純薬工業 (秩))5meを加え､再び 3,000rpm､4℃で 5

分間遠心分離した｡この上清を捨て､沈殿物を乾燥させた｡遠沈管の底に白くtotalRNA

がペレット状に残るので､滅菌した H20100LLQで溶かし､スピッツチューブに取り

分け､さらに 50LLQで共洗いを行った｡RNAは壊れやすいので､取り分けたサンプ

ルはすぐに氷冷保存した｡このサンプルから､ILLBおよび 3LLQを別のスピッツチュ

ーブに取り分け､滅菌した純水 100LLCを加え､分光光度計により260nm の波長で吸

光度を測定したoこの結果を以下の計算式に代入し､RNA量を算出した｡

1 0.D.-40_LLg_/mQRNA

10.D.:260nm の吸光度が 1になるような濃度の RNA溶液 1m朗こ令まれるRNAの

量

さらに､RNAが壊れていないことを確認する冬め､サンプルを電気泳動にかけた｡

mRNAの精製

前述のようにして抽出した totalRNAをmRNA濃縮用カラム(フアルマシア､origo
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dTカラムキット)を用いてmRNAの精製を行った｡

逆転写酵素によるcDNAの件製 (RT-PCR法)

mRNA(3.65LLgJLL9)1lLB､Primer(origodTプライマー､20pmol/JL9)1

LLB､dNTP2LLQ､H20(RNassefree)13LLBをスピッツチューブに取り､ピペッテ

ィングで撹拝し94℃で3分､4℃で5分間cooldown したo次いで10×PCRBuffer2

kQ､逆転写酵素 1LLQを加えた｡この溶液を 30℃で 10分､37℃で 30分､99℃で

5分間インキュベ-トした後､4℃でcooldown し､cDNAを作製した｡

PCRによるcDNAの増幅 (テンプレートDNAの作製)

作製した cDNA20LL9､10×PCRBufferlOLLa､Forw ardプライマー (F-プラ

イマー､20pmol/JL9)1LL〔Q､Reverseプライマー (R-プライマー,20pmol/JL

9)1LLB､さらにH2059.5LLQ､dNTP8LLQおよびTaq(耐熱性 DNAポリメラー

ゼ)0.5LLQを加え､Totalで 100LLBとした｡PCR条件は下に示した 1-3の過程を

30および40サイクル行い､増幅した｡

i.94℃ 1分 (denature)

2.51℃ 1分 (anneaung)

3.72℃ 1分 (extension)

これに0.3M'酢酸 (3M酢酸 11LL9)と､×2.5港のエタノール (99.5%エタノール､

330LLa)を加え､5-10分 -80℃で静置し､10,000rpm15分間遠心分離した (エタ

汰)｡上清を捨て洗液を乾燥させたOこの沈殿をTEbuffer(10mMTds-HCi(pH8.0)､

1mMEDTA(pH8.0))10J19に溶かし､発色試薬 2LL屯を加え､電気泳動にかけた (図

26参照)｡分離した目的のバンドをメスで切り取り､ゲル抽出用キットでDNAを抽出

し､精製した｡このテンプレートDNAは､-80℃で保管した｡

SGLTlプローブの作製 (テンプレートの標識)

テンプレートDNA8LLB､ぬndom Primer2JLB､H20 6JLQを合わせ､Total
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で 16LLBとし､95℃で3分､4℃で5分間インキュベ-トした後､これに10×Buffer2.5

LLB､dNTPmixture2･5LL9､[32P]dCTP3LLQおよび標識用酵素 (NenowFrag)

1JLQを加えた｡さらに37℃ 30分､月5℃ 5分､95℃ 3分間インキュベ-トした後､

4℃でcooldown させた｡32PがうまくDNAの中に取り込まれていることの確認はペ

ーパークロマトにより検査した｡

2)テンプレートDNAの検証

SGLTIcDNAのサブクローニング

まず､mRNAをfU-PCRで逆転写してcDNAを合成し､これをPCRで増やして電

気泳動にかけた後､ゲル抽出を行い､このDNA断片 (インサート)をプラスミドに組

み込んで (ライゲ-ション)クローニングを行った｡このプラスミドを増幅させるた

めの宿主として､大腸菌を使用した｡

前述のRr-PCR法および pCR法を行い､インサート用のDNAを合成する｡イン

サート用のDNA5LLB､ベクターのDNAILLB,×10LigationBuffer (LB)1JL

B､H202LLQ､LigaselLLQを添加して､16℃で約 6時間インキュベ-トした｡こ

れを大腸菌の入った溶液 100LLBに加え､氷中で 30分静置した｡さらに 49℃で 90

秒インキュベ-トし､再び氷中で2分静置した｡これにLB500JLbを加え,さらに37℃

で45分インキュベ-トした後､予め作製しておいたLB寒天培地にまいた｡これにⅩgd

試薬 50LL9､IFFC試薬 25LLBを添加してスプレッダーで伸ばし､乾燥させた後､37℃

で 1晩インキュベ-トした｡これによりコロニーが形成されるが､これは､アンピシ

リン薬剤耐性とブルー ･ホワイ トセレクションにより､目的のコロニーを選別する｡

電気泳動により､SGLTlが発現していると考えられるサンプル選別し､液体培養によ

りさらに増殖させた｡

制限酵素による切断

液体培地で増殖した大腸菌を 3me取り､5,000rpm 童温で 5分遠心分離した｡この
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上清を捨て､沈殿物にプラスミド精製用キッドを用いて精製した｡このプラスミドDNA

を20JLBのTEBufferに溶解し､このうち1LLBと×10Buffer2LLB､制限酵素とし

てEcoRI､ⅩhoIを0.8LL9ずつ加え､37℃で 2時間インキュベ-トした｡この工程

により､プラスミドは EcoRI,ⅩhoIの位置で切断された｡確認のため､マーカーと

共に全量を電気泳動にかけた｡

SGLTIcDNA塩基配列シークエンスの解析

ここではヌクレオチドアナログとBcaBESTDNAポリメラーゼを用いたダイデオキ

シ法によった｡プライマーは､市販のT3とT7P血 1erの 2種類を使用し､両側から

シークエンス反応を行ったoまたDNA断片の検出は[32P]dCrPおよび[36S]dCTPによ

るオートラジオグラフィーで行った｡

この塩基酉己列の解析にはホモロジー検索ソフトであるBI.ASm を用いた0

3)結果および考察

SGLTl .cDNAの塩基配列の一部を図 2に示した｡これはラット､およびヒツジ

とのホモロジー検索の結果を示している｡図の中でアスタリスクはホモロジーがあっ

た部位を示しており､赤は Fonvardprimer(5-側)を､青は Reverseprimer(3′側)

をそれぞれ示している｡この間の塩基数はヒツジで791bpである｡

図1に SGIJ1cDNAの電気泳動の結果を示した｡サンプルはウシの十二指腸と空腸

をそれぞれだr一一PCR法により30あるいは40cycle増幅させたものであるが､部位が

異なっていても検出されたバンドは同一であった｡本実験においては､ウシの mRNA

の定量を行ったため､ヒツジの 791bpに近似した値となることが予測された｡実際に

図1から塩基の長さを計算すると約 730bpとなり､ヒツジの 791bIiに近似した値で

あった｡

cDNAのうち､バンドがはっきり出ている空腸の cDNAを大腸菌のプラスミドの中

に挿入し､サブクロここングを行ない､電気泳動にかけた｡マーカー としては左から
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ウシ空腸のmRNAおよびtotalRNAから合成したcDNAを用いた｡合計で15サンプ

ルを流したが､その中でマーカー と同じ長さのDNAがクローニングされたのはNo.4､

5､9､15であった｡そこでこの4つの大腸菌を､液体培養でさらに増殖し､制限酵素

である EcoRI､ⅩhoIにより切断した｡電気泳動では､マーカー としてウシ回腸の

cDNAを使用した｡サンプルはそれぞれインサートとベクターのバンドが検出された｡

このうち､インサートはEcoRIからⅩhoIまでの毎域で SGLTlを含むバンドであっ

た｡これはSGLrlの730bpと制限酵素の塩基配列を合わせた約 761bpのバンドと

推測された｡ベクターはインサー ト以外のプラスミド部位を示している｡インサート

を比較すると､サンプルNo.4､5およびNo.9､15ーはそれぞれ同じ長さであった｡No.4､

5とNo.9､15の2つは異なったバンドであり､2種類のSGLTl様の塩基配列が検出

された｡また No.4､5に比較して No.9､15のインサートのバンドはやや薄く､PCR､

で増幅された量が少なかったものと考えられた｡
Iv-.蘇

これら4つの塩基配列をそれぞれT3およびT7primer側の両方から解析したとこ

ろ､それぞれ同一の配列を示したことより､2種類の塩基配列が検出された｡BulSTN

によりSGLTlとのホモロジー検索を行ったところ､ヒツジのSGLTIcDNA酉己列と97%

が一致した｡

以上の結果より､作製したプローブは､ヒツジのSGlTlの塩基配列とホモロジーが

あり､SGIJ1を増幅するプローブとして使用できるものと考えられたo

2.仔ウシの離乳前後におけるSGLT-1の発現

実験方法

供試動物

離乳前の22､24日齢､および離乳後の38.40日齢の子ウシ4頭を供試した｡離乳は30
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～35日の間に行った｡実験当日､頚静脈よりペントバルビタールを過剰投与後､放血屠殺

した｡その後速やかに第4胃幽門部を起点として30､70､150､200および25

0cm の部位を10cm程度切り出し､生理食塩水で洗浄後､スライドグラスで腸粘膜上皮

細胞を採取した｡サンプルはアッセイまで-80℃で冷凍保存した｡このサンプルをホモ

ゲナイズした後､塩化リチウム ･フェノール処理とエタノール沈殿によりゲノム DNA ･

タンパク質分画を除き､totalRNAを得た｡それを RTIPCRによりクローニングした

SGLT-1cDNAをプローブとして､ノーザンブロットを行った｡

結果

図3にtotalRNAの泳動図とノーザンプロッティングの結果を示した｡それを数値化し

て図4に示した｡腸管による比較では､離乳前の22､24日齢において､30､70cm

で SGLT-1の発現が弱く､150cm以下の部位で徐々に強い発現が見られた｡一方､離

乳後の38､40日齢では30cm以降のどの腸管の部位においてもほぼ一定量の比較的

高いSGLT-1が検出された｡

したがって､離乳直後の38､40日齢では十二指腸においても SGLT-1の発現が見ら

れることがわかった｡

3. 仔ウシの成長に伴うグルコース吸収能の比較

供試動物

離乳前の2および3週齢､離乳後の11､12週齢の子ウシを各1頭づつ､計4頭を供

試した｡ その他の方法は2)と同様である｡

結果

32p で標識したプローブを用い､totalRNAをサンプルとしてハイブリダイゼーションを

行ったところ,4頭全てのサンプルで SGLT-1mRNAが検出できた (図5)｡しかしなが

ら､部位別にみると､30､70､150cm でやや発現が低い動物と､全体に強い発現
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が見られる動物とがありJ離乳前､離乳後の比較では顕著な傾向が見られなかった｡これ

らの発現を数値化した結果を表 1に示した｡

表 1 子ウシの腸管粘膜上皮におけるSGLT-1mRNAの発現

部位 30cm 70cm 150cm 200cm 250cm-

2週齢 156 83 196 1827 2045

3週齢 1417 1632 1523 1787 1275

11週齢 655 -1677 2092 1687

これらから､SGLT11の発現には成長という1よりも個体差が大きいと考えられたO

4. 仔ウシの離乳前後における消化酵素活性の比較

1)材料

子牛の腸粘膜細胞 (幽門部を起点として30,70,150,200,250cmの小腸各部

位)

子牛 ホルスタイン種雄子牛

離乳前 5頭 (2週齢)

離乳後 -5頭 (12- 17週齢)

2)サンプルの採取および保存

供試動物を屠殺後､小腸各部位を速やかに摘出し生理食塩水で管腔内を洗浄後､ス

ライドガラスで腸粘膜上皮細胞を剥離し､酵素活性測定時までアルミホイルに包んで

-80度で保存｢した｡

3)測定項目および測定方法

ホモゲナイズ

pH6.2に調節した0.5Mマレイン酸バッファー (NaH2PO4･2H20)をホモゲナイズバッ
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ファーとして使用｡サンプルは凍った状態のまま遠沈管に入れ､バッファーを5ml加

え､ポリトロンホモゲナイザーで約45秒ホモゲナイズした｡ただちに10,000rpm､4℃

で5分間遠心分離を行い､上清をスピッツチューブに取り分けた｡その後､膜消化酵

素活性に供するまで-80℃で冷凍保存した｡

膜消化酵素活性測定用基質の作成

膜消化酵素活性の測定はDahlqvisq1964)の方法に従い､活性を測定した｡の基質溶液は､

0.1Mマレイン酸バッファー (マレイン酸､和光純薬工業 (樵))を用い､100mMマル

トース (マルトースー水和物､和光純薬工業 (秩))溶液を作成し､pH6.2に調節し

た｡

グルコース測定用発色試薬の調整

0.5Mトリスバッファー (2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオー

ル､生化学用､和光純薬工業 (秩))を作成してpH7.0に調節した｡これにグルコー

スオキシダーゼ (生化学用､和光純薬工業 (秩))5000UU/1､パーオキシダーゼ (わ

さび製､生化学用､和光純薬工業 (秩))を1000U/1になるよう溶解した｡さらにO

-ジアニシジン溶液 (和光純薬工業 (秩)､99.5%エタノールで0.5%(W/Ⅵに溶解した

もの)を1%(VN)kなるよう､またデタ-ジェント溶液 (トリトンXIOOを99.5%エタノ

ールで25%(W/りに溶解したもの)を1%(VIV)になるよう添加し､溶解後に吸引ろ過を

行い発色試薬 (以下TGO試薬)とした｡

スタンダードの作成

無水グルコース (D(リーグルコース､和光純薬工業 (樵))を純水で希釈し､最終

濃度が0､25､50､100､200 mg/100miになるように標準液を作成した｡

マルターゼ活性のアッセイ

純水O.lmlと基質溶液0.1血を入れたものをブランク1とした｡サンプル0.1mlと基質溶
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液o･lmlを合わせたものをブランク1とともに37℃のウォーターバスで1時間インキュベ

-トし､終了後直ちに沸騰水中に1分間入れ酵素を失活させた後､それぞれに純水を

0.8mlずつ加えた｡このとき､インキュベ-トを行わないですぐに失活させたものをブ

ランク2とした｡

グルコースアッセイ

ブランク1､2とサンプルをそれぞれ試験管に0.5mlずつ取り分け､スタンダードと共

にTGO試薬を3mlずつ加えて擾拝し､37℃のウオーターバスで1時間インキュベ-トし

た後､マイクロプレートリーダー (セントラル科学貿易)を用いて420nmの波長で吸光

度を測定した｡

DisaccharidaseActivityPhits) - (a-b)･d

n･t･180

a:グルコース量 (LLg)/ タンパク量

b:ブランクのグルコース量 (LLg)/タンパク量

a:希釈率 (

n:2糖類 1分子の加水分解によって生じるグルコース分子量

t:インキュベ-トした時間

尚､タンパク量はタンパク測定用キット (ESLキット)を用いて測定した｡

結果

個々のα-グルコシダーゼ活性の比較を図6に示した｡

離乳前､離乳後のα-グルコシダーゼ活性は､離乳前の子牛の方が低く､部位間の

大きな違いも見られなかった｡離乳後では､離乳前に比べておよそ2倍の活性が認め
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られた｡また､消化管を部位別に比較すると十二指腸＼に比べ下部になるに従い高い活

性を示した｡

図7には個々のβ-ガラクトシダーゼ活性を離乳前と離乳後で比較した｡

β｣ガラクトシダーゼ活性については､離乳前､離乳後ともに大きな違いは見られ

なかった｡部位別に比較した場合､顕著な変動は見られなかったが､下部になるにつ

れて､僅かながら高くなる傾向が見られた｡

5頭の平均をとり､離乳前及び離乳後の比較を図8に示した｡

離乳前後では膜消化酵素活性が変動することが確認された｡変動の大きさは酵素に

よって異なることが示唆された｡また､離乳後においてβ-ガラクトシダーゼ活性が

離乳前より高い億を示したことは､離乳後においてもガラクトースを分解 ･吸収する

能力が､ある程度高くなると考えられたO

第二章 総括および今後の課題

1､子ウシの成長に伴うグルコース吸収能の変動

離乳前の子ウシ4頭､離乳直後2頭 (38､40日齢)および生後12週齢2頭を供試

した｡常法に則って速やかに､第四胃幽門部を起点として30,70,150,200,250cm

の各腸管粘膜上皮細胞を採取した｡

前年度に確認した方法に従い totalRNAを抽出し､Rr-PCRによりサブクローニン

グしたSGIJT11･cDNAをプローブとしてノーザンブロットを行った｡

その結果､離乳前の子ウシでは､30,70cm のサンプルで SG工J-1･mRNAの発

現が弱く､幽門部より遠位になるに従い徐々に発現が強くなった｡一方､離乳後では30,

70cm に限らず,30-250cm の間で､ほぼ同様め sGLT-1･mRNA の発現が見ら
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れた｡しかし､この発現には個体による変動も大きい可能性が示唆された｡子ウシの

場合､消化吸収能の発育には12週齢ではまだ充分ではなく､もう少し成育の進んだ

状態まで検討する必要があるものと思われた｡

2､子ウシの離乳前後におけるα-グルコシダーゼおよびβ-ガラクトシダーゼ活性

α-グルコシダーゼ活性は､離乳前の子ウシの方が低く､部位による顕著な違いも

見られなかった｡一方､離乳後では､離乳前に比べておよそ2倍の活性が認められた｡

また､消化管を部位別に比較すると､十二指腸に比べ下部になるに従い高い活性を示

した｡β-ガラクトシダーゼ活性については､離乳前､離乳後ともに大きな違いは見

られなかった0

3､ルーメンバイパス飼料

ルーメンバイパス飼料を米粉を基質に作製した｡現在､その物理的性質を調べてい

るところである｡反泰動物の場合､誇張症になる可能性もあるので､動物実験に先だ

って､充分なデータを得る必要がある｡

このように本研究は､まず､栄養素吸収能の評価法を分子生物学的手法により具現

化しようとしたものであり､手法的には見直しは必要であるが､ほ 確ヾ立できたもの

と考える｡しかしながら､子ウシの場合,離乳という栄養素の大きな変革にもかかわ

らず､その栄養素吸収能の評価には明確な差が得られなかったOさらに､12週齢 (離

乳後7週齢)では､まだ消化吸収能は発育途上にあり､週齢の進んだ動物を供試して

検討する必要があるものと思われた｡また､ルーメンバイパス飼料の効果が確認され

れば､その他の有為な栄養素を添加することも可能であり､期待されるところである｡

今後の検討課題は多々残されているものの､本研究結果が､反泰動物の生理的特徴

を踏まえつつ､健康な動物による食糧生産の一助になれば幸いである｡
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rotSGLTI
sheepSGLTl

rlCttSGLTI
sheepSGLTl

rcttSGLTI
sheepSGLTl

ド(】tSGLTI
sheepSGLTl

241:CAATGCGGCTGACATATCAGTCATCGTCATCTACTTCGTGGTGGTGATGGCTGTCGGGCT
Z41:CAATGCAGCTGACAT(T(TGTCATCGTCATCTACTTCGTGGTGGTGATGGCTGTCGGGCT*********************************************************

301:GTGGG((ATGm TCCA(TAATCGTGGGACTGTTGGAGGCTTCTTCCTGGCAGGCCGAAG
301:GTGGG((ATGTITTCCACTAACCGTGGGACTGTTGGAGGCTTCTTCCTGGCAGGTCGAAG**********************************************************

361:TATGGTGTGGTGGCCGATTGGAGCCT(TCTCTTTGCCAGTAA(ATCGGAAGTGGTCA(TT
361:TATGGTGTGGTGGCCGATTGGAGCCTCT(TGTTTGCCAGTAA(ATTGGAAGCGGCCACTT********************************************************

421:TGTGGGGCTGGCGGGCACAGGAGCAGCCGCAGGCATTGCCATGGGTGGCTTCGAATGGAA
421:TGTGGGACTGGCAGGGACCGGAGCAGCTGCAGGAATTG((ACCGGGGGCTITGAATGGAA**************************************************

ド(】tSGLT1 481:CGCCTGGTGTTCGTGGTCGTGCTGGGGTGGCTTTTTGTCCCTATTTACATCAAGGCTGG
sheepSGLT1 481:TG(((TGATTTTGGTGGTTTTGCTGGG(TGGGTGITTGTCCCCATTTACAITAAGGCTGG*************************♯**********************

rcLtSGLT1 541:GGTGGTGACGATGCCGGAGTATCTGCGGAAGCGAm GGAGGCAAGCGGATCCAGATCTA
sheepSGLT1 541:GGTGGTGACGATG((GGAGTACCTG(GGAAGCGATTGGAGGCCAGCGGATCCAGGTCTA*********************************************************

rcttSGLT1 601:CCTTTCCGIT(TGTCCCTGCTCCT(TACATCTTTACCAAGATCTCAGCAGACATCTTCTC
sheepSGLT1 601:CCTGTCTGTC(TGTCCCTGGTGCTGTACATTTTCACCAAGATCTCGGCAGACATCTTTC**************************************************

rcttSGLT1 661:TGGGGCTATATTCATCAATC-TGGCCTTGGGCCTGGATATATACCTGGCCATTTTCATCC
sheepSGLT1 661:TGGGGCCATATTCATCAA-CTTGGCCTTGGGCCTGGATCTCTATCTGGCCATCTITATCT********************************************** *****

r.qtSGLT1 721:TGCTGGC(ATCACCGCCCTITACACCATCACAGGGGGACTGGCAGCAGTAATTTACACAG
sheepSGLT1 721:TATTGGCAATCACCGCC(1TTACACAATCA(AGGGGGCCTGGCAG(TGTGATTTACACAG*****************************************************

rlCttSGLT1 781:ACACCTTGCAGACTGCGATCATGCTGGTGGGATCTTTTATCCTGACTGGGTTTGCTTTCC
sheepSGLT1 781:ACACCTTGCAGACGGTGATTATGCTCCTGGGGTCTTCATCCTGACTGGGTTGCTTTCC*****************************************************

rcltSGLT1 841:GAGAAGTAGGAGGGTATGAGGCCITCATGGATAAGTACATGAAAGCTATTCCAACTITGG
sheepSGLT1 841:ATGAAGTGGGAGGGTACAGTGCCTTCGTGACAAAATA(ATGAATGCCATTCCAACTGTGA************* ******** ************ ***********

r･cttSGLT1 9◎1:lTTCTGATGGAAACATAACCGTCAAAGAAGAATGITACACACCC-AGGG((GACTCGITC
sheepSGLT1 901:CCT(TTATGGAAACACCACCGTCAAGAAAGAGTGCTACAC一ccCGAGGG(TGACTCC¶C***********************************************

rotSGLT1 961:CA(ATATTCCGAGA一ccCCATTACGGGGGACATGCCATGGCCTGGGCTCATCTTCGGCCT
sheepSGLT1 961:CACATCTTCCGCGATCCTCT(AA-GGGAGACCTGCCCTGGCCTGGGCTCATCTTTGGG(T*************** ********************************

rcLtSGLTl lOZl:GTCCATCCTCGCC(TGTGGTACTGGTGTACGGATCAGGTCATTGTGCAGCGATGCCTCTC
sheepSGLT1 1021:GACCATCATCTCC(TGTGGTACTGGTGCACAGA〔〔AGGTCATTGTGCAGCGCTGCCTCTC**************************** ***************** ********

図2 ComparisonofCDNAsequencesbetweenrat

andsheepSGLTIsandlocationsofselected primers

ldenticalsequenceswereindicatedbyasterisks.ChosedfonⅣard

andreverseprimerswereshownasredandb一ue

sequences,respectively.
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図5 オー トラジオグラフィー後のSGLT-ImRNAの党規
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