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Chapter　1（General　introduction）

1．Regulatien　of　growth　hormone　secretion

　　　　　　Growth　hormone（GH），　a　protein　released　in　pulses　from　the　somatotrophs　of

anterior　pituitary　gland，　is　a　pleiotropic　hormone　that　required　fbr　postnatal　linear　growth，

carbohydrate　and　fat　metabolism，　and　milk　production・In　dairy　cows，　administration　of　GH

not　only　prornoted　growth　but　also　enbanced　milk　synthesis（Peel　et　al．1981，Etherton　TD

＆Bauman　DE，1998）．　Moreover，　administration　ofporcine　GH　improved　the　rapid　growth

and　protein　accretion　in　highly　selected　pigs　fbr　protein　accretion（Campbell　et　al・1988）・

GH　was　first　characterized　in　l920s　when　Evans　and　Simpson　demonstrated　the

growth－promoting　effects　in　rats　treated　wlth　a　crude　extract丘om　bovine　pituitaries（Evans

＆Simpson，1931；fbr　review，　see　Re£Etherton　TD＆Bauman　DE，1998，　Lindholm　J．

2006）．It　is　a　191　amino　acid　peptide　and　the　molecular　weight　of　about　22，000　daltons　in

cattle，　sheep　and　human（Seeburg　e’α1．1977，　Martial　et　al．1979，　M川er　et　a～．1980，

Warwick　et　a～．1989），　and　190　amino　acid　peptide　in　pig（Kato　et　al．1990）』ovine，　procine

and　rat　GH　share　a　high　degree（～90％）of　amino　acid　sequence　similarity，　while～35％of

amino　acid　sequence　of　human　GH　is　appreciably　different　from　those（Miller　e’al．1980，

Etherton　TD＆Bauman　DE，1998，　Fig．1・1）．　GH，　human　chononlc　somatomammotropm

（hCS），　and　prolactin（PRL）are　a　group　of　homologous　homones　with　growth・promoting

and　lactogenic　activity．　GH　molecule　has　two　separate　sites（site　l　and　site　2）necessary　fbr

釦nctional　interaction　with　the　extracellular　domain　site　of　GH　receptor，　GH・R．

Dimerization　of　GH－R　favors　site　l　to　interact　with　GH－R｛bllowed　by　site　2　binding・

GH・R，　which　is　a　member　of　the　class　l　cytokine　receptor　family　and　widely　expressed　in

m・・ttissu・・p・・t・・t・lly　with　high・・t・b・nd・・ce　i・li…皿d・dip・・e　tissu・…ch・・t・at・・th・

diverse　effects　of　GH　on　metabolism　and　nutrient　partitioning．
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　　　　　　　　Classically，　it　has　been　believed　that　circadian　and　pulsatile　release　of　GH丘om

　anterior　pituitary　cells　is　under　the　control　of　hypothalamus．　The　role　of　hypothalamus　in

　the　release　of　GH廿om　pituitary　has　been　postulated　by　several　studies　in　which

hypophysectomy　not　only　decreased　the　secretion　of　GH，　and　also　slowed　the　growth　of

swine　and　ruminants（Anderson　LL，1977，　Klindt　et　al．1983）．　In　l　973，　Paul　Brazeau　and

colleagues　had　isolated　and　characterized肋m　ovine　hypothalamus　a　peptide　which

inhibits　the　secretion　of　GH　in　v∫vo　and加vitro（Brazeau　et　al．1973），　They　named　this

peptide“somatotropin－release　inhibiting　factor”which　is　later㎞own　as　SRIF　or

somatostatin．　The　term“somatostatin”refers　to　a　family　of　peptides：somatostatin－14，

somatostatin－28，　and　somatostatin・28（1－12）that　are　all　cleaved　from　a　common，

116－amino　acid　primary　translation　product，　preprosomatostatin（Patel　YC＆O’Neil　W

l988）．　Somatostatin　immunoreactive　neurons　are　widely　expressed　in　the　central　and

peripheral　tissues　and　the　amino　acid　sequence　of　SRIF　is　highly　conserved　among　species

（Fig．1－2）．

　　　　　　　The　existence　of　the　GH－releasing　factor　in　the　hypothalamus　was　firstly　reported

by　Nair　et　a1（1978）from　the　study　of　6000　batches　of　bovine　hypothalamic廿agments　fbr

bioassay　in　rats．　In　l　982，　GHザeleasing　homlone（GHRH）was　successfUIly　characterized

廿om　human　pancreatic　tumors　by　two　different　research　groups（Gumemin　etα1．1982，

Rivier　e’aZ．1982），　and　later　fbllowed　by　the　immunohistochemical　studies　of　Bloch　et　al

（1983）who　enabled　to　detect　the　existence　of　GHRH　in　primate　hypothalamus．　Subsequent

studies　have　i　solated　and　characterized　the　GHRH　f｝om　rat，　bovine，　ovine，　caprine，　porcine

and　mouse　hypothalamus（Bohlen■’al．1983，　Esch　et　al，1983，　Spiess　et　al．1983，　Brazeau

et　aL　l　984，　Suhr　et　al．1989）．　Generatly，　GHRH　is　a　44－residue　carboxy－terminally

amidated　peptide　with　highly　conserved　sequences　in㎜ino　te㎜inal　region　among　species

（Fig・1・3）・although　in　case　of　rat　a皿d　mouse　GHRH　those　are　predicted　to　be　43　and　42

amino　acid　peptides，　respectively，　with廿ee　carboxy・termini．　The　GHRH　appears　to
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stimulate　the　transcription　of　GH　gene　as　well　as　stimulation　of　GH　release　from

somatotrophs（Nair　et　al．1978，　Barinaga　et　al．1983，　Frohman　LA＆Jansson　JO，1986）via

acting　on　its　pituitary　receptors，　GHR｝1－R（Mayo　KE，1992）．　The　cDNA　sequence　of

bovine　GHRH－R　encodes　a　423－amino　acid　protein　containing　seven　hydrophobic　domains

characteristic　of　a　G　protein－coupled　receptoL　Bovine　GHRH－R　mainly　expresses　in

anterior　pituitary　gland　and　hypothaEamus，　and　predicted　amino　acid　sequence　shares　93，90，

89，87，and　85％identity　with　the　ovine，　porcine，　human，　rat　and　mouse　sequences（Connor

etα1．2002）．

　　　　　　　The　episodic　secretion　of　GH　from　somatotrophs　is　supposed　to　be　initiated　firstly

by　a　reduction　in　the　secretion　of　SRIF　and　an　increase　in　the　release　of　GHRH　fヤom　the

hypothalamus　into　the　hypophysial　portal　system．　Indeed，　several　studies　have

demonstrated　that　episodic　secretion　of　GHRH　and　SRIF　in　hypophysial・－portal　blood　do

not　always　occur　reciprocally　with　respect　to　each　other　and　often　are　not　synchronized

with　the　secretion　of　GH（McMahon　et　al．2001う）．　Frohman　et　al（1990）reported　that　the

pulsatile　pattems　of　GHRH　a血d　SRIF　in　hypothalamic－pituitary　portal　plasma　of

unanesthetized　sheep　appears　to　reflect　the　independent　neural　rhythmicity　with　a　primary

role　of　GHRH　in　determining　pulsatile　GH　secretion．　The　best　correlation　of　secretion

occurs　between　GH　and　GHRH　and　ranges廿om　48％to　78％，　but　only　where　the　percent

of　GH　pulses　began　with　or　immediately　after　a　pulse　of　GHRH．　When　secretion　of　SRIF

has　been　included，　the　percent　of　the　GH　pulses　those　occur　with　increased　secretion　of

GHRH　and　decreased　secretion　of　SRIF　is　low，　ranging　fヤom　26％to　40％（Drisko訂al．

1998，．Cataldi訂al．1994）．　Therefbre，　it　is　worth　considering　other　controlling　factors　in

additi加to　GHRH　and　SRIF　in　the　regulatory　mechanisms　of　the　synthesis　and／or　secretion

ofGH丘om　anterior　pituitary　gland．
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Fig．1・1．　Amino　acid　sequence　alignment　of　bovine（UniProt　accession　number　PO1246），　ovine

（P67930）・caprine（P67931），　buffalo（018938），　pig（PO　1248），　rat（PO　1244），　mouse（PO6880），

human（PO　1241）growth　hormone．　The　dashes（一）indicate　the　sequence　identity　with　bovine

sequence・See　Table　1－l　for　the　translation　ofsingle－letter　amino　acid　code．
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1　　　　　　　　　　　　　　28
SANSNPAMAPRERKAGCKNFFVVKTFTSC

SANSNPAMAPRERKAGCKNFFWKTF†SC

SANSNPAMAPRERI《AGCKNFFWKTFTSC
SANSNPAMAPRERKAGCKNFFVVKTFTSC

SANSNPAMAPRERKAGCKNFFVVKTFTSC

SANSNPAMAPRERKAGCKNFFWKIFTSC

bovine

sheep

human
　もP19

rat

mouse

Fig．1－2．　The　alignrnent　ofthe　amino　acid　sequence　of　somatostatin・　UniProt　accession　numbers　for

references　are；bovine，　P26917；sheep，046688；human，　P61278；pig，　PO　1168；rat，　P60042；mouse，

P60041．See　Table　1－1　for　the　translation　of　single－letter　amino　acid　code、

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　44

YADA　l　FTNSYRKVLGOLSARKLLQD　i　MNRQOGERNOEQGAKVRL

一一一一一一一一一一一
P－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一・一一一一一

一”・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
r－一一一一一S－－R－－RA－一

一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一一
r－一一一一一一一一一一R・…一一

H－一一一一一S－一一Rl－一一一Y－一一一HE－一一一一一一一一一RSRFN

－一・一一一一
sN－一一L－S－－Y－－V　l－一一一K－　一一i－一一R－RLS

bovine

cap「lne

sheep

human
pig

rat

mouse

Fig．1－3．　The　alignment　of　the　amino　acid　sequence　of　growth　hormone・－releasing　hormone（GHRH）．

UniProt　accession　nurnbers　for　references　are；bovine，　P63292；caprine，　P63293；sheep，　PO7217；

human，　PO　1286；pig，　PO　1287；rat，　PO9916；mouse，　P　16043．　Dashes（一）indicate　identity　with　bovine

sequence．　See　Table　1．1．fbr　translation　ef　singie・・letter　amino　acid　code・
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Table　1．1．　Translation　ofthe　single－letter　amino　acid　code

Single－let重er　code Three－letter　cede Amino　acid

A

R

N

D

C

Q

E

G

H
　I

L

K

M
F

P

S

T

W
Y

V

Ala

Arg

Asn

Asp

Cys

Gln

Glu

Gly

His

皿e

Leu

Lys

Met

Pbe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tlyr

Val

Aiani皿e

Arginine

Asparagine

Aspartic　acid

Cysteine

Glutamine

Glutamic　acid

Glyci皿e

Histidine

Isoleucine

Leucine

Lysine

Methionine

P血enylaハanine

Pro伽e

Serine

Threonine

Tryptophan

Ib・rosine

Valine
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2．Discovery　of　ghrelin

　　　　　　In　l　976，　Bowers　and　colleagues　reported　the　first　unnatural　GH－releasing　peptide

（GHRP），　DTrP2．　It　is　a　derivative　of　the　natural　opiate　Met　enkephalin　pentapeptides

（TyrGlyGlyPheMet　and　TryGlyGlyPheLeu）those　were　initially　isolated加m　porcine　brain

by　Hughes　and　coworkers（1975）・The　development　of　the　GHRP　is　the　first　step　fbr　the

discovery　of　natural　ligand　ghrelin，　DTrP2　is　of　low　potency　to　reiease　GH　and　is　active　only

in　vi倣），　but　specific　in　action　with　lack　of　the　opiate　activity（Bowers　et　al．1977）・Premier

tetra　and　penta　peptides　GHRPs　have　been　classified　into　4　groups　according　to　the　number，

P・・iti・n　and・h・i・ality・f　th・T中…id・・．　Th・y・・e　Ty・DT叩2GlyPh・M・tNH・（・T叩2），

Ty・Al・DTrP3Ph・M・tNH、（DT叩3），　Ty・DT叩2DT叩3Ph・M・tNH・（DTrP2・3）・nd

TyrDTrp2AlaTrpDPheNH（DTrp2，　LTrp4）．　Each　of　these　fbur　chemical　general　classes　of

GHRPs　has　been　used　as　templates　to　synthesize　many　new　more　potent　GHRPs（fbr

review，　see　Re£Bowers　CY，1998）．　Finally，　the　first加vitro　and加v’ψo　active　hexapeptide，

HisDTrpAlaTrpDPheLysNH2（GHRP－6）has　been　evolved（Bowersθ∫al．1984）．　Other

GHRPs，　GHRP－l　and　GHRP－2　also　show　the　potent　GH・releasing　activity　in　domestic

animals（Bowers　CY　l　998）．　The　stimulatory　effect　ofGHRPs　on　GH　release　appears　not　to

be　species－specific．　However，　the　differences　in　the　GH　releasing　activity　of　GHR｝I　versus

GHRP（Badger　et　al．1984）as　well　as　intracellular　signaling　pathways　of　these　tWo　peptides

strongly　imply　the　presence　of　specific　receptor　different　from　GHRH－R　In　1993，　Roy　G

Smith　and　colleagues　identified　a　nonpeptidyl　mimetic　of　GHRP－6；L－692－429，　with

improved　pharmacokinetics　and　oral　bioavailab田ty　and　the　authors　proved　that　L－692・429

synergizes　with　GHRH　and　acts　through　an　alternative　signal　transduction　pathvvay（Smith

et　aム1993）．　Subsequently，　an　orally　active　mimetic，　MK－0677，　was　developed（Patchett　e’

ai．1995）．　The　selective　receptor　fbr　such　GH－secretagogues　was　firstly　cloned廿om　the

p汕itary　and　the　arcuate，　ventro－medial　and　infUndibular　hypothalamus　of　the　swine　and
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human（Howard　et　al．1996）．

　　　　　　　　GH－secretagogues　receptor（GHS－R）is　a　heterodimeric　GTP－binding　protein

（G－protein）・coupled　receptor（GCP－R）with　seven　predicted　transmembrane　domains，　three

intracellular　and　three　extraceUular　loops，　and　the　GPC－R　triplet　signature　sequence（Fig．

1・4）．The　GHS－R　gene　is　composed　by　tWo　exons　encoding　a　seven　transmembrane　domain

protein　and　one　intron（Howard　et　aL　1996，　McKee　et　al．1997）．　Exon　one　encodes　the

amino．terminal　extracellular　domain，　five　transmembrane　domains，　three　intracellular　loops

and　two　of　the　three　extraceUular　loops；exon　two　encodes　transmembrane　domains　6　and　7，

the出ird　extracellular　loop　and　the　intracellular　carboxyl　terminal　segment．　Two　GHS－R

mRNA　isofbms，　defined　as　types　la　and　lb　are　encoded　by　the　GHS－R　gene　and　are

produced　by　alternative　mRNA　processing．　Translation　of　the　GHS－R　mRNA　isoform，

where　the　intron　is　relnoved　lntact，　produces　the　functional　receptor　GHS－Rla，　a

polypeptide　of　366　amino　acids　with　a　molecular　mass　of　approximate］y　41　kDaltons

（KDa）．　On　the　other　hand，　GHS－R　l　b　mRNA　encodes　a　C－terminally　truncated　298　amino

acid　protein　containing　only　the　first　five　transmembrane　domains　plus　a璃ique　24　amino

acid‘‘taiP　erlcoded　by　alternative　spliced　intron三c　sequence　that　contains　a　short　intron

coding　seqロence．　The　amino　acid　sequence　of　the　GHS－Rla　is　highly　conserved　among

species（Fig．1－4）．　GHS－R，　which　is　also㎞own　as　orphan　GPC－R　since　natural　ligand　fbr

this　receptor　has　been　un㎞own　is　widely　expressed　in　the　pituitary，　hypothalamus　and

other　several　tissues　ofhuman　and　rat（Papotti　et　al．2000，　Dass　e’al．2003）．　Therefbre，　it　is

suggested　that　GHS－R　and　its　unnatural　and／or　putative　ligands　play　a　key　role　in

physiology　and　energy　homeostasis．　As　an　example　of　“reverse　pharmacology”：synthesis

of　unnatural　compounds　lead　to　the　discevery　of　a　natural　receptor　and　then　to　the

identification　of　natural　ligand，　Dr．　Masayasu　K｛）jima　and　his　colleagues　f『om　National

Cardiovascular　Center　Research　Institute　of　Japan　successfb1］y　purified　and　identified　the

endogenous　ligand　fbr　the　GHS－R　from　rat　and　human　stomach　t▲ssues　in　1999，　and　they

8



designatβd　it‘‘ghrelin”（K〔項ma　eτα1．1999）．

　　　　　　　The　word‘‘ghreliバis　derived　from‘‘ghre”，　a　word　root　in　Proto－lndo・European

languages　meaning‘‘grow”，　refiecting　its　role　in　stimulating　GH　release．　Ghrelin　is　a

28－amino　acid　peptide　in　which　Ser3　residue　is　n－octanoylated（K（）j　ima　et　al，1999）．　This

octanoyl　modification　seems　to　be　essential　fbr　the　bioactivity　of　ghrelin．　Another　fbrm　of

ghrelin　which　lack　of　acylation（des－acyl　ghrelin）also　circulates　in　bloodstream　with　high

concentrations（Hosoda　et　al．2000a）．　Human　ghrelin　gene　comprises　five　exons；the　20　bp

first　exon　apPears　to　be　a　nonconding　region，　exon　2　and　3　encode　mature　ghrelin（Le・・the

28－amino　acid　fUnctional　peptide）and　exon　4　and　5　encode　the　remaining　Proghrelin

sequence．　Ghrelin　precursors　in　the　rat　and　human　stomach　are　composed　of　l　17　amino

acids（Koj　ima　et　al．1999）．　In　the　rat　stomach，　tWo　isof｛）rms　of　mRNA　encoding　pro－ghrelin

has　been　produced丘om　the　gene　by　an　aitemative　splicing　mechanism．　One　mRNA

，n、。d，、　th・gh・eli・p・ecurs・・，　and・an・th・・en・・d・・ap・ecu・s・品des－Gln14－gh・eli・，・

P，ptid・id・nti・al　t・gh・eli・，　b・t　with・d・1・ti・n・f　Gln14（H…d・et・i・2000b）・

Des．G1・’4－gh・elin　al・・h・・an　n－・cta・・yl　m・dificati・n・t　S・・31ik・gh・eli・，　whi・h　i・al・・

essential　fbr　its　activity　to　release　GH．　In　addition，　purification　of　the　human　ghrelin丘om

the　stomach　tissues　showed　the　modification　of　Ser3　residue　by　decanoic　acid　and　possibly

by　decenoic　acid（Hosoda　et　a1．2003）．　Bovine　ghrelin　gene　is　located　on　chromosome　22

and　putative　bovine　preproghrelin　consists　of　l　l　6　amino　acids，　which　contains　the　27

amino　acid　ma白re　ghrelin　without　altemative　splicing（Kita　etα1．2005）．　In　addition，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　び　　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Dickin　et　a1（2004）reported　that　the　altemative　splice　site　in　ghrelin　is　missing　in　rumlnants．

Therefbre，　it　is　unlikely　that　the　28－amino　acid　peptide　exists　in　ruminants　in　addition　to　the

27－・mi・・acid　p・ptid・．・The・enzym・p・・h・㎜・n…nv・rtas・1／3（PCI／3）is　re・p・n・ible　f・・

the　cleavage　of　the　proghrelin　to　ghre臨through　Iimited　proteolytic　cleavage　at　a　single

arginine　in　vivo，　and　post－translational　acylation　is　independent　of　proteolytic　processing

since　octanoylated　proghrelin　was　detected　in　the　stomach　of　PC　1／3－null　mice（Zhu　et　a1，

9



2006）．Ghreiin　has　been　identified　in　all　species　stUdied　to　date，　and　the　first　l　l　amine　acids

of　ghrelin　sequence　are　highly　conserved　among　species（Fig．1－5）suggesting　the　essential

role　of　ghrelin　in　the　physiological　processes・

　　　　　　　Another　novel　neuropeptide　derived　from　the　ghrelin　precursor，　obestatin，　has　also

been　identified　on　the　basis　of　bioinformatic　approach（Zhang　et　al．2005）．　Obestatin　is　a

23－amino　acid　peptide　witll　an　amidation　at　C－te㎜inus（Fig．1・5）．　Intraperitoneal

administration　of　obestatin　suppresses　feed　intake　and　the　gastrointestinal負mctions　in　rat

but　it　does　not　increase　GH　secretion　like　ghrelin．　Zhang　et　al．（2005）reported　that

obestatin　is　the　iigand　of　cognate　orphan　GPCR，　GPR　39．　However，　recent　studies　have

provided　the　independent　evidence　that　ebestatin　does　not　affect　feed　intake（Gourcerol　et

al．2007）and　does　not　interact　with　GPR39（Chartrel　et　aL　2007）．
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Fig．1－5．　The　alignment　of　the　amino－acid　sequences　of　prepro－ghrelin．　Sets　ofthe　residues　different　from　bovine　are　shaded．

　　　　bovine

　　　　　　zebu

　　　　　　　K．B

　　　　　　goat

　　　　　sheep

　　　　M．deer

　　　　　Bison

　　　buffalo

　　Reindeer

　　W．Tdeer

　　　　　　　日k

　　　　　moose

　pronghorn
　　　　　human

　　　　monkey

　　　　　mouse

　　　　　　　rat

　　　　　　　pig

　　　　　　　dog

　　　　　　　cat

mongo　gerbil

　　　　　　　　emu

　　　　　　chick

　　　　　turkey

　　　　jp　quail◆

　　　　　　　duck

　　　　　　goose



Fig．1－5．　continued：Reference　numbers　for　the　preproghrelin　sequences．　See　Table　1－1　for

the　translation　of　single－letter　arnino　acid　code．

Name Species GenBank　Accession　No．

Holstein

Zebu

Whale

Goat

Sheep

Mule　deer

Bison

Water　buffalo

Reindeer

W．tail　deer

Elk

Moose

Pronghom

Human

Monkey

Mouse

Rat

Pig

Dog

Cat

Mongo　gerbil

Emu

Chicken

Turkey

Jp　quail

Duck

Goose

Bos・taurus（Bovine）

Bos　indic払s（Bovine）

Kogia　breviceps（Pygmy　speml　whale）

Cqprαhirc勾as（Caprine）

Ovris・aries（Ovine）

Odocoileus　hemionus（Black－tailed　deer）

Bison　bison

Bubalus　buba～is

Rangtfer’arandas（Caribu）

OdocoileτLs　varginianus（V凸ite－tailed　deer）

CertLS　e～aphus　canadensis（V血piti）

Alces　alces

Anti～ocapra　americana

Ho〃20卿輌ens

ルlacaca　mulatta（Rhesus　Macaque）

ルfus　mttsculZLS

Ratttcs刀oハノ｛29ゴcus（Sparague－Dawley　rat）

Sus　scrofa

Canisfa〃Tiliaris

Fε1£∬∫1vε∫ぴ’5

Mer匡ones・ung；t’c吻加（Mongolian　j　ird）

DromaiitS　novaehollandiae

Ga〃iLS　gallus

Meleagris　gallopavo（Co㎜on皿key）

Coturnix　cotUmix／aponicaσapanese　quail）

Anas、ρlaty吻nchos（Domestic　duck）

Anser　sp召cie

AF350329，　QgBDJ6

Q45RQ5　BOSIN

Q6SLG4＿KOGBR

Q6BEG7

NM　OOlOO9721

Q6SLF2＿ODOHE

Q6SPC　LBISBI

Q863LO＿SHEEP

Q6SLF7＿RANTA

Q6SLF9＿9CETA

Q6SLF5＿CEREL

Q6SLF3＿9CETA

Q6SPC3＿ANTAM

NM　Ol6362，　QgUBU3

Q6UDE7＿MACMU
BCl32230，　QgEQxO

NM　O21669，　QgQYH7

DQ355969，　QgGKY5

ABO60700，　QgBEF8

ABo89201，　Q6BEG6

AF442491

AY338467

AY299454

AY333783

Q2VOH4＿CoTJA

AY338466

AY338465
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3．Regulation　of　gh　relin　concentrations

　　　　　　　Most　of　the　reports　on　the　physiology　of　ghrelin　have　been　obtained　with　the

studies　on　human　and　laboratory　animals　rather　than　domestic　animals．　Ghrelin

immunoreactive　cells　are　primarily　Iocated　in　a　scattered　distribution　from　the　neck　to　the

base　of　oxyntic　gland　of　the　gastric　fundus　region｛n　rat　and　human，　and　about　20％of　the

chromatogranin　A－immunoreactive　endocrine　cells　contain　ghrelin　mRNA（Date　etα～．

2000），Ghrelin　cells　are　ultrastructurally　and　cytochemically　di脆rent　from　other　known

endoc加e　cells　of　the　oxyntic　mucosa，　such　as　histamine　producing　enterocromaffln－like

cells（ECL　cell），　somatostatin　D　cell　or　serotonin　EC　celL　The　ghrelin　cells　are

morphologically　correspondent　to　X　cells　in　the　dog，　A－like　or　X　cells　in　the　rat，　and　P／D　l

cells　in　man（Rindi　et　al．2002）．　Two　types　of　the　ghrelin　cells，　closed－and　opened－type

cells　have　been　fbund　in　rat　gastrointestinal　tract（Sakata　et　al．2002）suggesting　that　the

ghrelin　ceUs　are　distinctly　regulated　by　the　different　factors．　GhreIin　cells　are　already

detected　i皿the　developing　human　fetal　gut　at　gestational　week　I　O（Rindi　et　al．2002）and　at

day　18　in　the　fetal　rat（Hayashida　etα1．2002）with　the　increasing　in　numbers　in　an

age・dependent　manner　from　the　neonate　stage　to　the　adult（Hayashida　et　al．2002）．　Apart

from　gastrointestinal　tissues，　ghrelin　expression　has　been　identified　in　a　number　of　tissues

including　the　hypothalamus，　pituitary，　pancreas，　heart，　reproductive　tissues　and　some

neuroendocrine　tumors　at　mRNA　or　protein　level，　or　both（PapoUi　et　al．2000，　Korbonits　et

aL　2001＆2004）．　Circulating　ghrelin　levels　have　also　been　recently　documented　in　human

fetus（Cortelazzi　et　al．2003）while　mRNA　fbr　GHS－Rla　is　detected　at　18－and　31－week

gestation（Shimon　et　al．1998）．　Moreover，　GHS－R　la　is　widely　expressed　in　the

hypothalamus，　P輌tuitary　gland　and　many　other　tissues　such　as　thyroid　gland，　stomach，

intestine，　adipose　tissue　and　ovary（Papotti　et　al．2000，　Dass　et　al．2003）．　There」fc）re，　it　is

suggested　that　ghrelin／GH　axis　might　be　active　in　the　early　development　and　ghrelin　inserts
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its　function　through　the　GHS－R　to　regulate　the　energy　homeostasis．

　　　　　　At　the　present　time，　ghrelin　is　the　only㎞own　circulating　orexigenic　hormone　with

potential　on　the　hunger　and／or　body　weight　regulation．　The　stomach　is　the　m司or　source　of

circulating　ghrelin　and　gastrectomy　reduces　the　plasma　ghrelin　concentrations　to

approximately　half　of　pre－gastrectomy　valiues（Ariyasu　et　al．2001，　Hosoda　et　al．2003）．

Ghrelin　is　secreted　1－2　hours　preprandially　and　its　plasma　concentration　decreases

drastically　during　the　postprandium　in　the　rat（Murakami　et　al．　20e2）．　Ghrelin　aLso　shows

diumal　rhythm，　with　the　bimodal　peaks　occurring　befbre　dark　and　light　periods　in　rats・

These　two　peaks　were　consistent　with　maximum　and　minimum　volumes　of　gastric　content

respectively（Murakami　et　al．2002）．　We　have　reported　the　elevation　of　plasma　ghrelin　in

fasted　pigs　while　prominent　increase　was　seen　noctumally（lnoue　et　al．2005）．　Moreover，

the　gastrectomy－induced　reduction　in　the　plasma　ghrelin　levels　gradually　retumed　to

pre－gastrectomy　values（Hosoda　et　al．2003）indicating　that　some　other　tissues，　apart　from

the　stomach，　might　involve　in　ghrelin　secretion．　Several　studies　have　been　reported　that　the

circulating　levels　of　ghrelin　are　regulated　by　short－term　factors　pertaining　to　f（）od　ingestion

and　longer　tem　factors　pertaining　to　body　weight（Cummings＆Overduin．2004）．

Intraperitoneal　administrations　of　gastric　hormones　sロch　as　gastrin　and　CCK　in　rats　result

in　increase　of　both　acylated　and　des－acyl　ghrelin　levels（Murakami　et　al．2002）．　Recent

study　in　ghrelin　cells　which　were　dlrectly　chaUenged　by　a　wide　variety　ofneurotransmitters

and　regulatory　peptides　in　situ　demonstrated　that　ghrelin　release　is　stimulated　by　adrenaline，

noradrenaline，　endothelin　and　secretin，　while　the　release　is　inhibited　by　somatostatin　and

gastrin－releasing　Peptide（de　la　Cour召’al・2007）・OveraU，　it　can　be　postulated　that　the

mechanism　of　the　release　of　ghrelin　is　critically　complex，　and　the　paracrine　factors・apart

from　endocrine　ones，　also　regulate　ghrelin　secretion・

　　　　　　　The　information　related　to　the　synthesis　and　release　of　ghrelin　in　the　domestic

animals　is　still　scarce，　Ghrelin　immunoreactive　cells　are　also　present　in　the　oxyntic　gland　of
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cow，　sheep，　pig　and　horse　stomachs（Hayashida　et　al．2001，　Govoni　et　al．2005），　Both

ghrelin　and　GHSR－la　are　present　in　the　ovine　tissues　including　abomasums，　anterlor

pituitary，　hypothalamic　and　hindbrain　regions，　testis　alld　ovary，　and　ghrelin　displays　a

developmentally－related　pattem　of　expression　in　reproductive　tissues（Miller　et　al．2005，

Harrison　et　al．2007）、　It　has　been　reported　that　the　preprandial　increase　and　postprandial

reduction　of　the　ptasma　acylated　ghrelin　levels　have　been　detected　in　a　scheduled　meal－fed

sheep（Suglno　et　al．2002a），　and　the　preprandial　surge　of　ghrelin　is　modified　by　feeding

regimens（Sugino　et　a～．2002b）．　The　evidence　of　preprandial　transient　surge　of　plasma

ghrelin　has　also　been　reported　in　humans（Cummings　et　al．2001）．　However，　other　studies

in　ruminants　have　only　shown　the　reduction　in　post－prandial　plasma　acylated　ghrelin　levels

in　cows（Hayashida　et　ai．2001，Miura　et　al．2004）．　Govoni　et　al．（2005）also　reported　that

the　starvation　and　refeeding　influence　the　plasma　ghrelin　levels　in　prepubertal　gilts．

Therefore，　it　is　suggested　that　ghrelin　participates　in　the　regulatory　process　on］feeding，　and

the　vagal　control　is　the　important　candidate　for　the　ghrelin　release　in　ruminant（Sugino　et　al．

2004）as　wel　l－documented　in　human（Broglio　et　al．2004）．　On　the　other　hand，　periprandial

changes　of　the　plasma　ghrelin　concentrations　were　not　seen　in　3－month　old　calves（Miura　et

al．2004）．
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4．Roles　of　ghrelin　in　energy　hemeostasis

A：Stiml11ation　of　GH　release

　　　　　　　Several　studies　have　been　reported　the　potent　stimulatory　effects　of　ghrelin　on　the

GH　secretion匡n　v「加and∫ηv匡vo，　in　a　broad　range　of　species　including　human（Takaya　et　al．

2000，Arvat　etα『．2001），　rodent（Seoane　et　al・2000，　Wren■’a／・2002，　Yamazaki　et　al・

2002），swine（Hashizumeθ’α『2003），　ruminants（Hashizume　et　al・2005，　Itoh　e’al・2005）

and　non－mammalian　species　such　as　birds，　amphibians　and　fish（Kaiya　et　aム2001，2002＆

2003）．Ghrelin　directly　stimulates　the　cAMP　production　and　increased廿ee　intracellular

Ca2＋levels　in　somatotrophs（Malagon　et　a1．2003）．　Moreover，　ghrelin　has　a　synergistic

effect　on　the　GH　secretion　in　vivo　when　it　is　administered　together　with　GHRH（Arvat　et　al．

2001）．However，　none　of　the　additive　or　synergistic　effect　of　ghrelin　and　GHRH　on　the　GH

secretion　is　not　seen加v∫白り（Yamazaki　et　al．2002，　Hashizume　et　al．　2003），　suggesting　that

the　sites　of　action　of　GH　release　by　the　ghrelin　might　be　at　both　hypothalamic　and　pituitary

levels．　This　hypothesis　is　supported　by　the　Mogi　er　al．（2004）in　which

intracerebroventricular　administration　of　ghrelin　induced　a　robust　increase　in　GHRH

release　in　the　cerebrospinal．　fluid　without　affecting　SRIF　release．　In　fact，　the　route　of　ghrelin

to　promote　the　GH　release　is　via　GHS－R14　which　is　coupled　with　the　phospholipase

C／inositol　phosphate／protein　kinase　C　signaling　pathway，　while　GHRH　binds　to　GHRH－R

which　activates　the　adenylate　cyclase／cAMP／protein　kinase　A　signaling　pathway

（Anderson　e’al，2005）．　The　vagus　afferent　neurons　are　likely　to　be　responsible　to　the

ghrelin－induced　GH　secretion　in　rats（Dateθ’al．2002a），　however，　the　potency　of　ghrelin　to

stimulate　the　GH　secretion　in　vagotomized　patients　are　similar　with　that　in　normal　s呵ects

（Takeno　et　a～．2004）．　Somatostatin　might　supPress　the　stimulatory　effect　of　ghrelin　on　GH

by　directly　inhibiting　the　gastric　ghrelin　secretion（de　la　Cour｛etα∫・2007・Seoane　e「al・

2007のand　decreased　plaSma　ghrelin　levels（Barkan　et　al．2003）．　On　the　other　hand，　Di
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Vitoε∫al（2002）has　reported　that　the　endocrine　response　to　ghrelin　administration　was

only　b拍nted　by　an　exogenous　somatostatin　in　humans　indicating　the　existence　of　di　fiferent

pathways　independent　ofsomatostatinergic　infiuence　on　ghrelin’s　endocrine　effects．

　　　　　　　　Si…gh・elin　is　th…t・・a11ig加d・f　GHS－R，　th・1・t・・acti・n　b・tw・・n　gh・elin　and

・th・・n・nnat…IGHS・i・・f　i・t・・est・1・h・man・，　gh・eli・・pP・a・s　t・b・m・・e　p・tent

stimulant　than　nonnatural　peptidyl　GHSs　such　as　hexarelin　and　GHRP－6，　but　also　than

nat・・al・tim・1・・t　GH田t・・elease　GH（Arv・t・’aL　2001，　Mim』砿2002）．　Gh，elin

pa就ially　resistant　to由e　homologous　desensitization　exerted　by　GHRP－6（Mimic　et　aL

2002）but　no　interaction　between　ghrelin　and　hexarelin　was　also　observed（Arvat　e’α1．

2001）suggesting　the　existence　of　receptor　subtypes］f（）r　GHSs．　The　interactions　of　those

natural　and　nonnatural　GHSs　to　stimulate　GH　release　in　domestic　animals　have　not

available　yet．

B：Effects　on　energy　homeostasis

　　　　　　　Apart　from　its　strong　GH　reieasing　activity（K｛）jima　et　al．丑999），　ghrelin　has　also

been　impficat・d　i・th・・eg・1・ti・n・f・th・・end…i・・and・x・c・ine　P・・P・rti・・i・・1・di・g

・tim・1・ti・n・f　th・lact・t・・ph　and・・rti・・t・・ph・ec・eti・n，・pP・tit・・tim・1・ti・n，91、c。、e

metab・li・m・・d・・nt・・1・f　g・・tri・m・tility　and　acid・ec・eti・n（K・・b・・it・et・al．2004）．

Ag・uti－rel・t・d　p・・t・i・／・・…P・ptid・Y・・…n・th・t・a・e・clea・ly・pr・tect・d　by　th，　bl。。d　b，ai。

ba廿i・・（BBB）ar・血e　cmd・l　t・・g・t・fth・加・b・lic　acti・n・fgh・eli・（N・k龍・t・．τ。1．2001）．

1廠t・Banh・∫・1（2002）・ep・rt・d　th・t　m・u・e・cyl・t・d　gh・eli。。，。sse，　th，　m。u、e　BBB　i。

th・b・・in－t・－b1・・d　di・ecti・・whil・m・u・e　des－a・yl　gh・・li・…sse・・nly　i。　th。　bl。。d．t。．b，ain

di「ecti・n・H…gh・eli・whi・h・differs・fr・m　m・u・e　gh・eli・by　tw・ami…e，id。，，。nly　i、

t「加sp°仕ed　i・b・th　di・ecti・n・i・mice・Th・・e醜the　ext・nt　and血・di・ecti・n　f・，　gh，eli。　t。

c「°ss出e　BBB　i・i・伽・nced　by・t　1・a・t・tW・fe・t・・e・・fit・p・im・・y・mi・・acid・eq。，nce，　it，

P°st－t「anslati・n・lly・dd・d蜘・dd・ide　ch・i・孤d　it・醐i・・acid・eq…ee．
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　　　　　　　Ghrelin　is㎞own　as　an　anabolic　hormone　since　it　stimulates　appetite（Cummings

e，al．2001），　induces　feed　intake（Nakazato　et　a／．2001，Murakami　et　al，2002），　and　reduces

fat　oxidation（Tschop　et　al．2000），　thus　leading　to　adiposity（Korbonits　etα～．2004）．

Administration　ofthe　anti－ghrelin　antiserum　against　the　N－te㎜inal　region，　and　antagonlsm

of　the　ghrelin　receptor　reduces　feed　intake　and　body　weight　gain　in　mice（Murakami　et・a～・

2002，Asakawa　et　al．2003）indicating　that　GHS－R．la　is　the　cognate　receptor　fbr　ghrelin’s

metabolic　effects，　and　acyl－modification　is　critical　fbr　the　activation　of　ghrelin　receptor．

The　stimulatory　effbct　of　ghrelin　on　feed　intake　is　partly　expiained　by　inhibition　on

glucagon　like　peptide　I（GLP－1）and　PYY」induced　reduction　in　feed　intake（Chelikani　et　al．

2006）．However，　we　reported　in　fasted　pigs　that　intravenous　administration　of　PYY3－36

does　not　influence　the　plasma　acylated　ghrelin　levels（lto　et　al．2006）．　In　contrast，

ghrelin－null　mice　showed　similar　in　body　size，　growth　rate，　fbod　intake，　body　composition，

reproduction，　gross　behavior，　and　tissue　pathology　to　that　of　wild－type　littermates（Sun　et　al．

2003，Wortley　et　al．2004）．　Otherwise，　Wortley　et　al（2004）also　suggested　from　analyses　of

ghr1（一／・）mice　that　endogenous　ghreiin　might　play　a　prominent　role　in　determining　the　type

of　metabolic　substrate（i．e．，　fat　vs．　carbohydrate）that　is　used　fbr　maintenance　of　energy

balance，　particularly　under　the　conditions　of　high　fat　i皿take．　However，　it　must　be　noted　that

knockout　animals　are　not　able　to　represent　the　whole　complex’　physiological　process　that

control　the　energy　expenditUre．

　　　　　　　In　domestic　animals，　the　controversial　results　have　been　reported　on　the　effect　of

ghrelin　on　fbed　intake．　Salfen　et　al．（2004）reported　that　body　weight　gain　is　higher　in　the

ghrelin－administered　pigs　although　feed　intake　is　not　different　when　compared　with

saline－injected　control　animals．　Similarly，　the　voluntary　feed　intake　was　not　affected　by　the

central　infUs三〇n　of　ovine　ghrelin　in　sheep（lqbal　et　aL　2006）・On　the　other　hand，　intravenous

administration　of　bovine　ghrelin　at　a　dose　of　O．08　pg／kg　BW　results　the　greater　length　of

time　spent　eating，　and　dry　matter　intake　is　also　tended　to　be　increased（Wertz－Lutz　et　al．
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2006）．Melendezθノal（2006）also　reported　in　their　preliminary　study　in　which

intramuscular司ection　of　ovine　ghrelin　at　a　dose　of　3　pg／kg　BW　in　pre－partum　ewes

increased　the　dry　matter　intake　on　the　first　day　of　treatment．　More　precise　studies　are

necessary　to　clarify　the　role　ofghrelin　on　feed　intake　or　energy　expenditure　in　the　domestic

animals，

　　　　　　　The　involvement　of　ghrelin　in　glucose　metabolism　and　pancreatic　peptide

secretion　is　still　unclear．　There　are　some　reports　suggesting　the　stimulatory（Dateθ’α1．

2002b，　Lee　e’al．2002）or　inhibitory　O3roglio　et　aL　2001，　Reimer　et　al．2003）effects　of

ghrelin　on　insulin　secretion　in　human　anCl　rats．　Moreover，　Salehi　et　a1（2004）reported　that

the　physio｛ogical　dose　of　ghrelin　has　no　effect　on　glucose・・stimulated　insulin　release丘om

isolated　mouse　islets　while　low　doses　inhibit　and　high　doses　stimulate．　Furthermore，1

nmol／kg　and　10　nmol／kg　BW　ghrelin面ections　suppress　the．basal　plasma　insulin　levels　in

the　intact　mice．　Very　recent　study　on　ruminants　reported　that　ghrelin　injection　with　the

concentration　of　1　pg／kg　BW　has　a　stimulatory　effect　on　insulin　in　the　lactating　cows　but　not

in　calves（ltoh　et　al．2006）．

　　　　　　　Another　molecular　fbrm　of　ghrelin；des－acyl　ghrelin，　which　is　the　major　portion　of

circulating　ghrelin　is　supposed　to　be　the　non－fhnctional　peptide．　However，　recent　studies

reported　some　non－endocrine　effects　of　des－acyl　ghrelin　in　monogastric　animals．　Peripheral

administration　of　des・acyl　ghrelin　in　the　transgenic　mice（Asakawaθ’al．2005），　and

intracisternal　administration　of　des－acyl　ghrelin　in丘ee－feeding　and　fbod－deprived　rats

（Chen　et　al．2005）induce　negative　energy　balance　by　inhibiting　feed　intake　amd　delaying

gastric　emptying．　In　contrast，　Tbshinai　et　al．（2006）reported　that　the　exogenous　des－acyl

ghrelin　does　not　inhibit，　rather　induce　feed　intake　in　rat　by　a　different　mechanism

independent　of　ghrelin’s　fUnctional　receptor，　GHS－Rla．
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5．Obj　ectives

　　　　　　Growth　hormone　participates　in　postnatal　growth，　energy　partition　and　fatty　acid

metabolism　in　dairy　production．　The　pulsatile　release　of　GH　f沁m　anterior　pituitary　is　under

the　control　oftwo　hypothalamic　hormones，　GHR｝I　and　SRIF・Discovery　of　ghrelin　from　the

stomach　and　identification　of　ghrelin　as　a　potent　GH　stimulant　opens　the　new　era　fbr　the

understanding　of　the　mechanism　of　GH　secretion　and　the　endocrinology　of　growth．　Ghrelin

also　induces　appetite，　improves　feed　intake　and　suppresses　lipid　degeneration　in　humans

a。d　l、b・・at・ry　・nim・1・．　Th…t皿・yLm・dificati・n・n　it・S・～re・id・・i・essenti・l　t・

activate　the　cognate　receptor　of　ghrelin，　GHS－Rla．　Moreoveらthe　N・・terminal

Gly－Ser－Ser（n－octanoyl）・Phe　segment　apPeared　to　constitute　the“active　corピrequired　f（）r

agonist　potency　at　human　GHS－R　la（Bednarekθr　al．2000）．　However，　Torsello　et　al．

（2002）demonstrated　that　truncated　ghrelin　analogs　encompassing　the　first　5　amino　acids

are　ineffective　in　the　stimulation　on　GH　release　in　neonatal　rats　and　do　not　displace

radiolabelled　ghrelin廿om　binding　sites　in　the　membranes　from　human　hypothalamus　and

pituitary．130th　acylated　and　des－acyl　fbrm　of　ghrelin　circulate　in　the　blood　stream．

　　　　　　　R。mi。ant　gh・eli・i・c・mp・・ed・f　27・mi・・a・id・with　l・・k・f　Des14　and　th・

C－terminal　amino　sequence　is　different　with　that　of　monogastric　animals（Fig．1－5）．　The

recent　studies　on　the　physio［ogy　and　roles　of　ghrelin　in　the　ruminant　have　been　indicating

that　acylated　ghrelin［evels　change　periprandially　in　scheduled　meal－fed　sheep（Sugino　e’al．

2002a），　and　peripheral　and／or　central　administration　of　ghrelin　potently　stimulates　GH

release（ltoh　et　al，2005，　Hashizume　et　al．2005）．　Howev凱，　ghrelin　is　unlikely　involved　in

the　feed　stimulation　in　the　mminants（lqbal　et　al．2006）．　The　role　of　ghrelin　in　the　energy

homeostasis　in　dairy　cattle　is　of　interesL　The　GH　response　to　ghrelin　is　higher　in　lactating

cows　compared　with　the　responses　in　calves　and　non－lactating　cows（ltoh　e’al．2005）．

Moreover，　ghrelin　administration　increases　the　plasma　insulin　concentrations（Itoh　et　al．

21



2006）．Therefore，　it　is　suggested　that　ghrelin　plays　in　different　roles　in　energy　homeostasis

in　ruminants　depending　on　the　physiological　status　of　an　individuaL　The　important　fact　to

be　noted　is　that　all　ofthe　above　stUdies　have　quantified　the　plasma　ghrelin　concentrations　of

the　domestic　animals　by　RIA　specific　fbr　monogastric　animals．　As　a　result，　only　the

concentration　of　circulating　acylated　ghrelin　has　been　detected，　and　the　concentration　of

des－acyl　ghrelin　in　ruminants　is　still　unknown．　Theref（）re，　the　obj　ect　ives　of　the　present

studies　are；

ωTb　establish　the　specific　RIA　systems　fbr　the　measurements　of　acylated　and　des－acyl

　　　ghre1拍COnCentratiOnS　in　nlminants

（2）To　investigate　the　effects　ofghrelin　on　GH　axis　in　cattle

（3）Tb　stUdy　the　effects　of　the　stnlcture　of　ghrelin，　and　the　physiological　stage　and

　　　metaboEic　conditiens　ofanimals　on　the　ghrelin・induced　hormonal　changes

（4）To　investigate　the　metabolic　and　nutritional　changes　of　plasma　ghrelin　concentrations　in

　　　smal　l　and　large　ruminants．
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Chapter　2（Experiment　1）

Solid　phase　peptide　synthesis　and　radioimmunoassay

INTRODUCTION

　　　　　　　Livestock　farming　is　one　of　the　most　important　sectors　which　supply　meat，　mnk，

egg，　skin，　feather　etc．　fbr　human　consumption．　Rapid　growth　and　feed　efflciency　are　the

major　aspects　to　achieve　the　maximal　production　and　highest　profits　from　domestic　animals．

It　is㎞own出at　multiple　ho㎜onal　and　metaboUc　signals丘om　central　and　peripheral

tissues　including　gastrointestinal　tract　involve　in　the　growth　mechanism　and　energy

homeostasis　of　domestic　animals，　Many　outstanding　studies　on　the　physiological　and

pathophysioiogical　control　mechanisms　on　the　groWth　in　farm　animals　have　been　carried

out　over　the　decade，　however，　the　conductivity　of　studies　on　the　regulatory　effects　of　the

gastrointestinal　hormones　in　growth　physiology　of　ruminants　is　still　limited．　One　of　the

reasons　is　that　most　of　these　peptides　or　hormones　of　ruminant　origin　which　are　different　in

the　amino　acid　sequences　f『om　those　of　monogastric　animals　are　commercially　easily

unavailable．　As　a　consequence，　it　is　also　difficult　to　get　the　specific　and　sensitive　antibodies

for　the　evaluation　of　hormonal　measurements　in　ruminants．　Furthermore，　most　of　the

commercially　available　radioimmunoassay（RIA）kits　are　not　only　expensive　but　they　also

are　specific　fbr　human　and／or　laboratory　animals　rather　than｛br　domestic　animals．

Therefore，　the　pure　peptides　of　ruminant　origin　which　must　be　utilized　for　the　proposed　in

vivo　stUdies　have　firstly　to　be　synthesized．　Moreover　respective　polyclona！　antibodies　have

been　raised，　and　RIA　systems　that　are　not　validated　yet　but　essential　fbr　the　studies　in

ruminant　physiology　have　been　evaluated．
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CLONING　OF　THE　BOVINE　GHREHN

　　　　　　　At　first，　we　tried　to　synthesize　and　purify　the　recolnbinant　bovine　ghrelin　by

molecular　cloning　technique　based　on　the　procedures　whlch　has　already　been　established　in

our　laboratory　on　bovine　and　ovine　leptin．　Stomach　tissue丘om　Holstein　steer　was　obtained

加mIocal　abattoir：the　pieces　of　tissue（approximately　2　g　weight）were　incised加m

abomasums　within　5　min　post－slaughter　and　immediately　placed　in　liquid　nitrogen　fbr

transport　to　the　laboratory．　Then，　the　tissue　was　stored　at－80°C．untH　used．］P｛）tal

ribonucleic　acid（tRNA）extraction　was　perfbrmed　using　guanidine　thiocyanate．　The

resulti　ng　aqueous　phase　was　fUrther　purifed　via　phenol－chloroform　extraction　method　to　get

pure　RNA．　Thereafter，　RNA　was　precipitated　wlth　isopropanol　and　the　pallet　was　washed

with　80％ethynol，　air　dried，　and　resuspended　in　TE　buffer　containing　1　e　mM　Tris－HCI（pH

7．5）and　l　mM　EDTA．　The　integhty　of　RNA　was　comfirmed　by　electrophoresis　through

O．8％agarose　gels　stained　with　ethidium　bromide．　Thereafter，　messenger　RNA（mRNA）

purification　was　done　via　OligotexTM－dT30＜super＞　（TAKARA）．　Then，　ghrelin

complimentary　DNA（cDNA）was　synthesized丘om　mRNA　mixture　by　using　First－Strand

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コcDNA　Synthesis　Kit　（Amersham）　and　was　amplified　by　reverse　transcrlptase

（RT）－polymerase　chain　reaction（RT－PCR）．　The　open　reading　frame　of　prepro－ghrelin

peptide　was　obtained　ロsing　following　primers；　sense　（fbrward）　primer：

5，－gcccgccccgtggaccatc－3，，　antisence（reverse）primer：5，，gcatccatctgagcatttattc－3，．　The

fbrward　and　reverse　primers　were　the　partial　sequence　of　bovine　ghrelin（Genbank

accession　no．　AF350329）．　The　conditions　fbr　PCR　were　30　cycles　of　96℃fbr　30　sec，50℃

fbr　20　sec，72℃fbr　20　sec．　The　amplified　product　was　loaded　to　the　O．8％agarose　gel

etectrophoresis　and　a　band　of　483　base　pairs　long　was　obtained，（Fig．2－1）．　The　gene　of

ghrelin　was　recovered　and　subj　ected　to　the　ligation　with　pGEM⑧一T　Easy　Vector（Promega）

by　DNA　l　igation　kit　Ver．2．0（Takara）．
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　　　　　　　Th・…gmp・t・nt　cell・（INV　1－c・　F’E…li，1・vit・・gen）we・e　t・an・f・・m・d・・d

appropriate　colonies　were　selected　using　blue　and　white　selection　procedure．　Colonies　were

incubated　in　Luria－Bertani（LB）medium　containing　NaCl，　tryptone，　and　bacto－yeast　extract．

Quick－screening　of　white　colonies　was　done　fbr　the　expected　insert　size　via　enzymatic

cleavage　of　EcoR　I　site．　Alkaline　lysis　metbod　was　used　to　purifシthe　plasmid　fmm

appropriate　colonies．　For　DNA　sequencing，　the　inserts　were　amplified　using　T7　and　SP6

promotors　and　dye・・Iabeled．using　Thermo　SequenceTM　II　Dye　Terminator　Cycle　Sequencing

Premix　Kit（Amersham　Biosciences　Corp．）．　The　complete　sequence　of　proghrelin　was

c頒firmed（Fig．2－2）by　ABI　PRISMTM　377　DNA　sequencing　system（PE　Appiied

Biosystems）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Marker（kb）

F FR R S

1．5

LO

0．5

0．1

reverse，　S；moleωlar　weight　marker
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Fig．2．2．　The　predicted　sequence　of　bovine　preproghrelin　by　cDNA／pGEM－T　Eas叱Vec｝or（483bp）．

Th・p・imers・ar・・h・w・i・it・li・wO・d・・Th・・eq・・nce・f　p・・9㎞・li・is　sh・d・d・Unld・ntlfi・d　b卵・’s

underlined，

　　　　　　　However，　preparation　of　the　adequate　amounts　of　recombinant　peptide

approximately　O．2　gram　for　the　proposed　in　vivo　experiments　in　Holstein　cattle　is　not

P・actical．　M・・e・v・・，　it　i・diffi・ult　t・d・the　acyl－m・dificati…nth・Ser3　re・id…f

recombinant　bovine　ghrelin　with　octanoic　acid．　Therefore，　we　synthesized　chemically

bovine　ghrelin　and　other　peptide　hormones　by　solid　phase　peptide　synthesis　procedures．

口■■■■■E　五L ▲ 一

26

亨1

：

1’

1
…

il・

i‘

1
　

i
r
．1

1



SOLID　PHASE　PEPTII］）E　SYNTHESIS

　　　　　　　Solid　phase　peptide　synthesis（SPPS）is　a　method　based　on　the　sequential　addition

ofα　．．amino　and　side－chain　protected　amino　acid　residues　to　an　insoLuble　polymerie

support．　In　this　experiment，　peptides　shown　in　Table　2．1　were　synthesized　by　manual

base－labile　Fmoc（9－fiuorenylmethoxycarbonyl）strategy　in　which　Fmoc－group　is　used　for

N．αprotection（Peptide　synthesis　protocol，　NOVABIOCHEM，　catalog　2000，　Merck，

Germany）．　Modi口cations　and　detail　procedures　are　expressed　in　the　correspondent　sections・

（A）SPPS／brghrelin

　　　　　　　Two　gram　Wang　resin（p－Benzyloxybenzyl　Alcohol　resin，200－400　mesh　eq．　to

75－38μmin　diameter，　loading：1．16nmol　per　gram）was　placed　in　a　clean，　dry　flask　and

allowed　to　swell　by　addition　with　sufficient　amount　of　dimethylformamide（DMF）．　ln　the

another　container，　the　first　Fmoc　amino　acid（2　eq．　relative　to　resin　loading）was　dissolved

in　dry　dichloromethaneσ）CM）and　a　solution　of　diisopropylcarbodiimide（DIPCDI，5eq．

relative　to　resin　loading）iri　dry　DCM　was　added　to　the　amino　acid　solution．　The　mixture

was　stirred　fbr　20　min　at　O℃in　the　moistUre－free　condition．　After　removing　the　DCM　by

evaporation　under　the　reduced　pressure　using　a　rotary　evaporator，　the　residue　was　dissolved

in　a　minimum　of　DMF　and　added　to　the　resin－containing　flask．　F　inally，

dimethylaminopyridine（DMAP，　O．1eq．　relative　to　resin　loading）in　DMF　was　added　to　the

resin／amino　acid　mixture．　The　mixture　was　allowed　to　stand　at　room　temperature　fbr　l　h

with　occasional　swirling．　To　check　the　yield　of　first　residue　attachment，　a　small　sample　of

resin（20mg）was　removed，　washed　and　dried．

　　　　　　　Estimation　of　first　residue　attachment：Dried　Fmoc　amino　acid　resin

（approximately　O．1　microniol　with　respect　to　Fmoc　loading）was　weighted　and　placed　to

two　3　x　10　mm　matched　silica　UV　cells．　Freshly　prepared　200！o　piperidine　in　DMF（3　ml）was
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placed　into　each　of　the　UV　cells、　The　cell　contained　only　20％piperidine　was　used　as　a

reference．　The　resin　mixture　was　agitated　with　the　aid　of　a　Pasteur　pipette　for　2－3　min　and

absorbance　was　read　in　a　spectrophotometer　at　290　nm．　The　estimate　of　first　residue

attachment（57．70／o）was　obtained　from　equation　below：

Fmoc　Loading　：mmole／g＝（Absorbancessmple－Absorbanceref）／1．65　x　mg　of　resin）

　　　　　　　After　measuring　the　attachment　of　first　amino　acid，　capping　procedure　was　run　to

reduce　the　expected　enantiomerization　or　dipeptide　formation．　Resin／amino　acid　mixture

was　washed　with　DMF，　dichloroethane（DCE）and　DCM　for　several　time　and　allowed　to

dry．　DCE（0．08　eq．　relative　to　resin　loading），　benzoyl　chloride（0．06　eq．）and　pyridine（0．06

eq．）were　added　to　the　dried　resin　and　the　mixture　was　allowed　to　stand　at　room

temperature　fbr　2　h　with　continuous　stirring．　Then，　resin　was　washed　with　DMF　and

deprotection　of　N－terminal　protecting　Fmoc　group　was　obtained　by　the　treatment　of　resin

beads　with　l　O％piperidine　in　DMR　The　presence　of　free　amino　groups　was　tested　by　the

method　of　Kaiser（Kaiser　et　aL　1970）with　slight　modifications．　A　few　resin　beads　were

sampled　and　washed　with　2　ml　methyl　alcohol／acetic　acid．　Supematant　was　discarded　a仕er

centrifUgation　and　resin　was　washed　twice　with　dichloromethane：methanol（6：4）solution．

Then，33μ1　phenol：ethanol（phenol　4g　in　ethanol　l　ml），67　pl　pyridine　and　25μ．1　ninhydrin

（ninhydrin　O　5g／10ml　ethanol）were　added　to　the　resln　beads　and　the　mixture　was　incubated

fbr　5　min　in　water　bath．　A　positive　test　is　indicated　by　blue　resin　beads．　Second　amino　acid

（2．5eq．　relative　to　resin　loading）and　N－hydroxybenzotriazole．H20（HOBt：25　eq．　relative

to　resin　loading）were　dissolved　in　DMF　and　the　activation　was　enhanced　by　the　addition　of

DIPCDI（2・5　eq・relative　to　resin　loading）．　After　2　h　incubation，　the　preactivated　second

amino　acid　was　incubated　with　the　resin／amino　acid　mixture　in　a　beaker　for　20　min　with

continuous　stirring・The　attachment　of　amino　acid　was　con’firmed　by　Kaiser　Test，　When
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there　is　lack　of丘ee　N－t曾rminal　amino　groups，　i．e．　the　coupling　is　successfUl，　negative　test

was　indicated．　Then　resin　beads　were　placed　to　glass　fiiter　and　washed　3　times　with　DMF

prior　to　the　deprotection　of　Fmoc　group　with　40％　piperidine　in　DMF．　The

deprotection／coupling　Procedures　were　repeated　until　the　desired　peptide　sequence　was

obtained．

　　　　　　　In　case　of　amino　acids　like　Arg，　Gln，　Asn，　His　or　Ser，　activation　was　done　by

2－（IH－Benzotriazole－1－yl）－1，1β，3－tetramethyluron　ium　　hexafluorophosphate　（HBTU）

method．　Fmoc　amino　acid（2，5　eq．　relative　to　resin　loading），　HBTU（2．45　eq．）and　HOBt

（2．5eq．）were　dissolved　in　DMF．　Diisopropylethylamine（DIPEA，5eq・relative　to　resin

loading）was　added　to　the　amino　acid　solution，　stirred　the　mixture　and　the　solution　was

added　immediately　to　the　resin．　HBTU　can　proceed　coupling　smoothly，　and　the　rates　can　be

enhanced　by　addition　of　HOBt．　A　major　problem　in　SPPS　was　peptide　chain　aggregation

due　to　either　hydrophobic　interactions　or　interchain　hydrogen　bonding．　This　typically

occurs　between　5－15residues丘om出e　C－terminus　and　can　lead　to　incemplete　coupEing　and

deprotection．　Protection　of　the　peptide　bond　has　been　shown　to　disrupt　the　hydrogen

bonding，　which　is　thought　to　be　the　root　cause　of　peptide　chain　aggregation．　Therefbre，

side－chain　pmtected　Fmoc－amino　acids；Fmoc－Arg（Pbf）・OH，　Fmoc－Glu（otBu）－OH，

Fmoc－Gln（Trt）－OH，　Fmoc－His（T前）－OH，　Fmoc－Lys（Boc）－OH，　Fmoc－Ser（tBu）－OH　and

B・c－Gly　w・・e・・ed．　Fm・c－Ser－OH　w・・ch・・ed・f・・S・・3　becau・e　it…d・d　acyl・ti・n　with

n－octanoic　acid（Koj　ima　et　al．1999）・

　　　　　　　For　acylation　on　Ser3　residue，　the　n－octanoic　acid（20　eq・relative　to　resin　loading）

was　firstly　dissolved　in　dry　DCM，　and　a　solution　of　DIPCDI（10　eq．　relative　to　resin

loading）in　dry　DCM　was　added．　The　mixture　was　stirred　fbr　20　min　at　O℃in

moisture一丘ee　condition．　A丘er　removing　the　DCM　by　evaporation　under　reduced　pressure

using　an　evaporator，　dissolved　the　residue　in　a　minimum　amount　of　DMF　and　added　to　the

resin／amino　acid　mixture，　Finally，　DMAP（0．1eq．　relative　to　resin　loading）in　DMF　was
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added　and　the　reaction　mixture　was　allowed　to　stand　at　room　temperature　for　25　min　with

occasional　swirling．　Then，　the　resin　was　washed　with　DMF　and　the　acylation　procedure

was　repeated　three　times．　Finally，　resin　compound　was　washed　5　times　with　DMF，3times

with　2－isopropyl　alcohot，2times　with　methyl　alcoho1，　and　dry　ether．　The　weight　of　the

resin　was　measured　after　ether　was　removed　by　evaporation．　The　resin　was　equally　divided

into　four　I　O　ml　screw－capped　tubes　and　was　treated　with　95％Trifluoroacetic　acid（TFA），

2．5％water，2．5％Ethanedithiol（EDT）and　1％Triisopropylsilane（T正S）to　cleave　the

N－terminal　Boc－group　and　side－chain　protected　groups．　A丘er　3　h　cleavage　time，　TFA　was

removed　by　a　evaporator　overnight　prior　to　the　ether　precipitating　step．　Then，　CH3CN　in

TFA　water　was　added　and　the　supernatant　containing　crude　peptide　was　separated　after

centrifUgation．　The　resin　s叩port　and　ether　was　kept　until　the　peptide　analysis　was

completed．　The　crude　peptide　was　purified　by　the　reverse－phase　high－perfbrmance　liquid

chromatography（RP・HPLC，　semi－preparative　column：TSK－GEL　ODS－120A，　pore　size

lOμm，7．8mm　LD　x　30cm，　TOSOH），　The　flow　rate　was　2．O　ml／min　under　linear　gradient

fer　60　min　from　O％to　60％CH3CN　containing　O，1％TFA　and　reference　wavelengths　were

214nm　fbr　peptide　and　260　nm　for　Phenylalanine．　The　acyl　modification　appeared　to

increase　the　hydrophobicity　of　the　peptide，　explaining　the　increase　in　retention　time　when　it

was　subjected　to　HPLC：acylated　ghrelin　was　eluted　at　fraction　47　while　des－acyl　ghrelin

was　eluted　at丘action　37．　The　calculated　yield　of　total　pure　peptide（±1g）showed　that

approximately　82．5％of　crude　peptide　was　acylated．　In　addition　to　the　synthesis　of　bovine

ghrelin【1－27］，【Cys－12｝ghrelin　［1－11］，【Cys－12｝bovine　ghrelin　［13－27］and　acylated

porcine　ghrelin［1－28］were　synthesized　fbr　immunization　procedures．　Purified　peptides

were　lyophilized　and　stored　at－30°C　for　fUrther　usage．
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Table　2－1：List　of　the　synthesized　peptides　and　their　ami皿o　acid†sequences．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Amino　acid　seque皿ces

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　寧　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　27

Bovine　ghrelin【1－27】　　　　　　　GS　SFLSPEHQKL＿QRKEAKKPSGRLK：PR

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　＊　　　　　　lI

［Cys　121－ghrelin　11－11］　　　　　　GSSFLSPEHQKc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　11　　　　　　　　　20　　　　　27

（cyso］－bovine　ghrelin　Ill－271　　　　　　　　　　CKL＿QRKEAKKPsGRLK：PR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　宰　　　　　　　　　ll　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　28

Porcine　ghrelin｛1－281　　　　　　　GssFLsPEHQKVQQRKEsKKPAAKLKPR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　l1　　　　　　　　　21　　　　　　29

Human　GHRH　amide［1－29】　　　YADAI　FTNSYRKVLoQLSARKLLQDIMsR－NH2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　　31　　　　36

B。vin。　PYY1．、6　　　　YPAKPQAPGEHASPDELNRYYTSLRII肌NLVTRQRF－NH・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　　31　　　　36

B。vin。　PYY、．、、　　　　AKPQAPGEHASPDELNRYYTSLRHYLNLvTRQRF－NH・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　411　21　3136
CysIO1－bovine　PYY436　　　　　　　cKPQAPGEHASPDELNRYYTSLRHYLNLvTRQRF－NH2

＊acylation　with　octanoic　acid

†See　Table　1＿1　for　the　translation　ofthe　single－letter　amino　acid　code・



（B）　SPPSfor　GHRH　a〃冴Pyy

　　　　　　　For　the　synthesis　of　human　GH［RH　amide［1－29］and　bovine　PYY　peptides（Table

2－D，Rink　Amide　MBHA　resin　　　（4－（2，4－Dimethoxyphenyl－Fmoc－aminomethyl）．

phenoxyacetamido－norleucyl－MBHA　resin，100－200　mesh，1．37　mmoles　per　gram　fbr

loading）was　used．　The　detail　procedures　are　similar　with　the　synthesis　of　ghrelin．　However，

the　special　procedures　for　the　attachment　of　f　rst　amino　acid　including　subsequence　capping

step　were　omitted　according　to　the　C－teminal　amidation　of　Rink　Amide　MBHA　resin．

Resin　l　mmoles（0．7138　mmoles／g）was　primarily　used　and　side－chain　protected

Fmoc－amino　acids　were　Fmoc－Thr（tBu）－OH，　Fmoc－Asn（Trt）－OH，　Fmoc－Tyr（tBu）－OH，

Fmoc－Arg（Pbf）－OH，　Fmoc－Glu（otBu）・OH，　Fmoc－Gln（Trり一〇H，　Fmoc・His（Trt）－OH，

Fmoc－Lys（Boc）－OH，　and　Fmoc－Ser（tBu）－OH．　Synthesized　peptides　were　purified　by

RP・・HPLC　and　peptide　containing　elusion　were　lyophilized　and　stored　at　－30°C　until　use．
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RADIOIMMUNOASSAY（RIA）

（A）Plasma　ghrelin　RIA

Rabbit　an’ξ一々ぶ一121「ghre伽μ一111∫醐〃1

　　　　　　　Synthesized　［Cys－12】－ghrelin　［1－ll］　（6　mg）　was　conjugated　to

maleimide－activated　mariculture　keyhole目mpet　hemocyanin（mcKLH）according　to　the

manufacturer’s　instnlction（Pierce＃77600）．　Hapten－co司ugated　antigen　was　emulsi且ed

with　same　volume　of　Freund，s　complete　adjuvant（FCA，　Wako＃014・09541）fbr　initial

immunization．　The　skin　of　the　rabbit　was　thoroughly　disinfected　and　emulsified　conjugated

antigen（1mg　per　i句ection）was　subcutaneously　ir∂ected　to　several　sites　to　minimize　the

painfUI　inflammatory　reactions．　The　procedure　was　repeated　two　weeks　apart　except

Freund’s　incomplete　aΦvant（FIA，　Wako＃011－09551）was　used　fbr　later　immunizations．

After　each　i司ection，　the　rabbit　was　placed　in　a　rabbit　restrainer　to　collect　the　5司Oml　blood

by　transecting　of　marginal　ear　veins．　A丘er　sixth　i可ection，　immunization　procedure　was

terminated　but　interrnittent　blood　samplings　were　continued　up　to　twelve　times．　To　identify

the　sensitivity　of　polycolonal　antibody丘om　collected　blood　samples，　serially　diluted　sera　in

assay　buffer（0．05　M　sodium　phosphosphate　containing　O．25％BSA；pH　6．85）were　treated

with　1251－bovine　acylated　fUll－length　ghrelin（10000　c．pm．）．　After　24　h　incubation　at　4℃，

10　pl　of　goat　anti－rabbit　serum　in　990　pl　precipitating　reagent（0．05　M　Sodium　phosphate，

0．9％NaCl，0．025　M　EDTA．2N己0．08％Sodium　Azide，0．05％Triton　X－100，3％

PEG－6000）was　added　to　the　reaction　solution．　A丘er　30　min　incubation　period　at　4℃，

bound　and　free　portions　were　separated　by　centr愉lgation（x3000　rpm　x30　min　x4℃）．

Sensitivity　fbr　the　harvested　serum　is　shown　as　values　in　bound　per　total　c．p．mjn　Table

2－2．Antibody　titer　started　to　increase　a丘er　second▲mmunization，　peaked　at　40　days　after

and　maintained　high　levels　untll　the　end　of　sampling　period（81　days　after　initial両ection）．

Antibody－co耐aining　sera　were　stored　at－80℃．
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Guinea／7ig　a〃’∫」1（ン∫－Ol－bov匡πe　ghre〃π111－2　71　seru〃富

　　　　　　　Tbtal　of　4　mg　synthesized［Cys－0］－bovine　ghrelin［II－27］was　conjugated　to

mcKLH　and　polyclonal　antibody　was　generated　in　two　guinea　pigs（Cavia　porcellus）．

Conjugated　antigen　was　emulsified　as　described　earlier　and　injected　subcutaneously（0．3

mg　per　head　per　inj　ection）．　Immunization　procedures　were　repeated　weekly．　After　seventh

i再ection，　blood　was　collected　by　cardiac　puncture　under　ether　anaesthesia．　Sensitivity　of

the　harvested　sera　was　shown　ln　Fig．2－3．　Serum　from　guinea　pig－1　wi也high　antibody　titer

was　stored　at－80℃．

Ghre伽RLA　procedure

　　　　　　　To　the　best　of　our　knowledge，　there　is　no　report　to　date　on　the　circulating　total

ghre駈n　level　in　ruminants．　Tb　remedy　this，　we　validated　two　RIA　systems　fbr　bovine

ghrelin．　Acylated　bovine　ghrelin［1－27］was　radioiodinated　by　the　chloramine－T　method

（T・i・t・aL　1975）・t…mt・mp・・at・・e　and　p・・in・d　by　HPLC．1・b・i・f，　O．2　mCi　1251－N・i・

pre－incubated　fbr　5　min　with　2．0山of　sodium　borate（1　M，　pH　8．5）and　3．5　pg　of

chloramine－T　dissolved　to　get　the　concentration　of　5　mg／ml　in　50　mM　sodium　borate（pH

8．5）．Then，1．0μg　of　synthesized　acylated　bovine　ghrelin［1－27】dissolved　in　lmM　HCl　is

added．　After　60　seconds　incubation，　the　reaction　is　stopped　by　adding　with　50　pg　sodium

metabisulphite（5　mgtml　in　50　mM　sodium　borate）．　Then，1　nmol　oftyrosine（0．1mM　in　l

mM　HCI）is　added　a食er　90　seconds，　and　finally，2．O　ge1　of　10％TFA　and　2　nmol　of　sodium

iodide（1mM）is　added，　Totai　reaction　volume　is　29μL　The　reaction　solution　was　loaded　to

HPLC　using　50μ11nicrosyringe　arld　purified　by　Synchropack　RP－8　HPLC　column（0．346

ml　bed；MICRA－sHver；narrow－bore：100　x　2．1　mm）．　The　fiow　rate　vvas　O．4　ml／min　under

linear　gradient　fbr　60　min　ffom　O％to　60％CH3CN　containing　O，1％TFA．　The丘action

was　collected　as　O．4　ml／tube．　The　elution　containlng　iodo－ghrelin　was　stored　at・80℃in

60％CH3CN／0．1％TFA．　This　tracer　was　usually　stable　fbr　two　months，　and　used　fbr　both

34



active　and　total　ghrelin　assays　with　acylated　bovine　ghrelin　［1－27］as　standard．

　　　　　　　Standards　and　plasma　samples　were　incubated　with　correspondent　antibodies

dSluted　in　assay　bu　ffer（0．05　M　sodium　phosphosphate，0．OI　M　EDTA，0．08％Sodium

Azide，0．1％gelatin，0．25％BSA；pH　6．85）．　The　rabbit　antトbovine　ghrelin［1－11］antiserum

for　active　ghrelin　RIA　and　guinea　pig　anti－bovine　ghrelin［11－27］antiserum　for　total　ghrelin

RIA　were　used　at　the　final　dilution　of　l／240，000　and　1／15000，　respectively．　After　24　h

incubation，1251－bovine　ghrelin（8000　c．p．m．／1001、a．E　assay　buffer　containing　l％carrier

serum）was　added　to　all　tubes．　Bound　and丘ee　Iigands　were　separated　by　second　antibody

method副fter　fUrther　24　h　incubation　and　radioactivity　in　the　pellet　was　counted　with　a

gamma　counter（ARC－1000，　Aloka，　Japan）．

　　　　　　　In　first　RIA　system，　we　used　rabbit　anti－［Cys－12］－ghrelin［1－ll］serum　f（）r　the

measurement　of　active　ghrelin　and　this　antibody　does　not　react　with　bovine　and　porcine

des－acyl　ghrelin（Fig．2－4A）．　Therefore，　we　consider　that　the　values　measured　with　the　first

RIA　system　specifically　represent　the　acyl－ghrelin　leveis．　On　the　other　hand，　antibody　used

f（｝rsecond　RIA　system（guinea　pig　anti｛Cys－0｝bovine　ghrelin［11－27］serum）reacts　with

bovine　acyl－ghrelin［1－27］and　bovine　des－acyl　ghrelin，　but　does　not　react　with　porcine

acyl－ghrelin，　porcine　des－acyl　ghreiin　and　human　acyl－ghrelin（Fig．2－4B）indicating　that

this　antibody　specifically　recognizes　the　C－terminal　bovine　ghrelin　fragment［ll－27］．

Therefore，　since　the　values　measured　by　using　this　RIA　system　represents　acyi－ghrelin，

des・acyl　bovine　ghrelin，　and　all　ghrelin　fragments　with　intact　bovine　C－terminal　region

［11－27］，we　use　the　term‘㌦otal　ghrelin”fbr　these　values．　These　RIA　systems　favor　us　to

report　fbr　the　first　instance　the　plasma　ghrelin　levels　fbllowing　synthesized　bovine　ghrelin

administration　and　physiological　changes　in　plasma　ghrelin　concentrations　in　ruminants．
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Ta　ble　2－2．　Sensitivity（titer）for　polyclonal　rabbit　anti－［Cys－12】－ghrelin　I1・11】serum．

Days　after　first Bonnd／Total

immuniZation 1！40000 1／80000 1／160000 1／320000

27

40

42

54

68

70

71

73

75

77

79

81

0．57

0．62

0．64

0．62

0．62

0．61

0．63

①．61

0．63

0．61

0．60

0．65

0．48

0．56

0．58
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0．39

O．33

0．39
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0．39

0．33
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Fig・2－3・Sensitivity　of　guinea　pig　anti－【Cys－0］－bovine　ghrelin［11－27］serum．　See　text　fbr　detailed

immunization　procedures・Ser㎜was迦ed　with　1251・bovine　acylated血ILlen9也9hrelin　for　24　h

and　bound　and丘ee　portions　were　separated　by　goat　anti－guinea　pig　serum．　B／T＝Bound／Tbtal．
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Fig．2「4．　Standard　RIA　curves　fbr　bovine　ghrelin．　Inhibition　of　1251－labeled　bovine　ghrelin　binding　to

rabbit　anti一㎞v㎞e幽elin｛1－11］鍋tise㎜（A），皿d　g肛in即ig皿緬vine幽elin［11・27］antiserum．（B）

澄＝隠聯瓢：麟器）㌶1麟（：漂；㌫゜鯉㌶麟
ghrelin　b㎞ding　to　both　antisera　by　serial　dilution　of　pooled　bovine　plasma（O）parallel　to　the　curΨe

obtained　using　control　fUl1－lellgth　bovine　ghrelin　as　sta皿dard．　Each　point　is　the　mean　fbr　triplicate

determinations．　B／Bo，　bOundfbound　in　zero　standard．
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2．Plasma　PYY　RIA

瓢”ea　pig　anti」fCys－el－b・vine　P】VY4・36・ser”〃2

　　　　　　Tw。9。i…pig・w・・e　imm・nized　by・th…b・却・…i吋ecti…f・m・1・ifi・d

c。醜・t・d［Cys－0｝b・vi・・PYY・．・6・D・槍il・d　p・…d・…a・e・imilar　t・th・・e　f・「

anti．b。・i・・gh・・1i・［11－27］・erum．　B・血・erum・h・押・・t・d丘・m抽・g・i・・a　pigs　sh・w・d　the

similar　potency　to　bind　the　radioiodinated　bovine　PYY3．36（Fig．2－5）．　Therefbre，　serum

ftom　both　animals　was　stered　at－80℃fbr血rther　use．

§
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e．4
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imm・蹴iむ卵r⊇・鵬・．　S・rum・w・・踏t・Xi・With’xsl－b・vi・e　PYY…fo・24　h紐d　b。・・d
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PYyRL4procedure

　　　　　　　Synthesized　bovine　PYY3．36　was　radioiodinated　by　the　chloramine－T　method．

Detail　procedures　were　si皿i拍r　to　those　of　bovine　ghrelin　iodination．　Radio－labeied　peptide

was　purified　by　HPLC」odo－PYY　was　eluted　at丘action＃27　and　stored　at－80℃in　60％

CH3CN／0．1％TFA．　This　tracer　was　us囎lly　stabie　fbr　two　months，　and　used　fbr　R．IA　w註h

bovine　PYY3－36　as　standard．

　　　　　　　On　the　day　one，　standards　and　plasma　samples　were　incubated　with　antibodies

diluted　in　100　pl　ef　the　assay　buffer（0．05　M　sodium　phosphosphate，0．9％Naα，0．025　M

EDTA，0．08％sodium　azide，1．0％BSA；pH　7．4）．　The　rabbit　anti－bovine　PYY4．36　antiserum

was　used　at　the　final　dilution　of　1／50000．　Subsequently，1251－bovine　PYY3，16（80⑪O　c．p．m．　ln

100μlassay　bu　ffer　containing　l％carrier　serum）was　added　to　aEl　tubes．　After　24　h

incubation，1％goat　anti－guinea　pig　serum　in　l　ml　precipitating　buffer（息05　M　Sodium

phosphate，0．9％NaCl，0．025　M　EDTA．2Na，0．08％Sodium　Azide，　O．05％Triti◎n　X－100，

3％PEG－6000，　pH　7．4）was　added．　After　30面n　incubation，　bound鋤d　free　ligand　were

separated　by　centrifugation（x3000　rpm　x30　min　x4℃）and　radioactivity　in　the　peUet　was

counted　with　a　gamma　counter（ARC－1000，　Aloka，　Japan）．

　　　　　　　The　guinea　pig　anti－bovine　PYYi，36　antiseram　does　not　react　with　porcine　PYYi．36，

Human　PYY1－36，　human　pancreatic　polypeptide　and　neuropeptide　Y（Fig．2－6）indicating

that　this　antibody　speclfically　recegnizes　the　bovine　PYY　i．36　and　bovine　PYY3．36．　Therefbre，

the　term‘‘PYY”w韮ll　be　used　fbr　these　values　since　the　values　measured　by　this斑A　system

represent　bovine　PYYi－36　and　bovine　PYY3．36．
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3・Plasma　leptin　RIA

G！uinea、P∫9α〃〆i－bovine　reCO〃zb’〃an’leptin　seru〃2

　　　　　　　Th・ee・abbit・an輌・9・i…pig・w・・e　immunized　by　th…b・utane・u・i吋ecti。n

・f・m・1・ift・d・ec・mbi・・nt　b・vi・・1・pti・（1・0・and・O．5　mg　P・・h・ad　p・・i・jecti・n・f。，・，abbit

加dg・i・・a　pig・・e・pectl・・ly）・Th・p…ed・・e・f・・th・i可ecti・n・・nd・bl・・d・・mpli・g、，e

・imil・・a・d・・c・ib・d・b・v・・Am・ng　the　c・llect・d・e・a，　th・・se・um・・llect・d廿・m　g・i・・a　pig

2bi・d・・he　1251－b・vine・1・pti…31％・t　th・輪l　dil・ti・n・a…f1／200000（晦2．7）while

serurn　from　other　animals　failed　to　bind　the　tracer．　Therefore，　serum丘om　guinea　pig　2　was

stored　at－80℃fbr　later　usage．

o．8

o．6

＄　・・4

o．2

0

0 50000 　　loooeo

Final　dilution

150000 200000

Fig．2－7．　Sensitivity　of　guinea　pig　anti・bovine　recombinant　leptin（rleptin）serum．　See　the　text

fbr．detailed　immunization　procedures．　Serum　was　treated　with　l251－bovine　rleptin　fbr　24　h

and　bound　and　free　portions　were　separated　by　goat　anti－guinea　pig　serum．　B♪T＝bound／

total，
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上砂加棚ρrocε4μ陀

　　　　　　　　The　bovine　recombinant　leptin（rleptin）was　freshly　purified　by　gel－filtration

（Sephadex　G　25）and　the　concentration　of　leptin　was　calculated　as　follows：

　　　　Concentration＝the　absorbance　at　28enm／0』49（absorptien　coeffricient　for　bovine　leptin）

　　　　　　　Th・・th・1・pti・was・ubject・d　t・・adi・i・dinati・n．1・b・i・f，02mCi　l251　w・・

pre－incubated　fbr　5　min　together　with　l　5　pg　chloramine－T（5　rng／ml　in　50　mM　sodium

phosphate，　pH　75）、　Then，2．O　pg　of　rleptin（0．1mg／ml　in　50mM　sodium　phosphate）was

added　to　the　reaction　tube．　After　40　seconds　incubation，　the　reaction　was　stopped　by　adding

of　125μg　of　sodium　metabisulphite　dissolved　in　50　mM　sodium　phosphate　solution　at　5

mg／ml，　l　nmol　of　tyrosin（0．　l　mM　in　I　mM　HC1）was　added　after　90　seconds　followed　by

the　addition　of　2　nmo］sodium　iodide（1mM）．　Total　reaction　volume　was　67叫．　The

iodinated　ligand　was　purified　by　gel　filtration　using　Sephadex　G－50，　equilibrated　with　50

mM　sodium　phosphate／1％BSA（pH　7．4）and　stored　at－80℃．　Each　RIA　incubation

mixture　was　composed　of　100　pj　standard　or　plasma　samples，100　pl　assay　buffer（0．05　M

sodium　phosphate，0．9％NaCl，0．025　M　EDTA．2Na，0．05％Triton　X－100，0．08％NaN3，

1．0％BSA，　pH　7．4）and　lOO　pl　antiserum　diluted　in　assay　buffer．　The　guinea－pig

anti－bovine　rleptin　serum　obtained　from　guinea　pig　2（Fig．2－7）was　used　at　final　dilution　of

l／200000．After　24　h　incubation　at　4℃，　i251・leptin仁10000　c．pm．）in　assay　buffer

containing　l％carrier　semm　was　added　to　all　tubes．　After　an．additional　24　h　incubation，

second　antibody（goat　anti－guinea　pig　antiserum）diluted　in　precipitation　buffer（0．05　M

sodium　phosphate，　O．9％NaC1，0．025　M　EDTA．2Na，0．05％Triton　X－100，0．08％NaN3，　3％

PEG－6000，　pH　7．4）was　added．　Finally，　bound　and　free　ligands　were　separated　after　24　h　by

centrifugation（x3000　rpm　×30　min　x　4℃）and　radioactivity　in　the　pellet　was　counted　with　a

gamma　counter（ARC－1000，　Alok4　Japan）．　Typical　standard　and　plasma　dilution　curve　for

bovine　leptin　RIA　is　shown　in　Fig．2・8．　Displacement　curves　for　serially　diluted　bovine　and

caprine　plasma　are　parallel　to　the　standard　curve．
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Fig・2．8・Standard　RIA　curves　fbr　bovine　leptm．　Inhibition　of　l251－labeled　bovine　leptin　binding　to　gu㎞ea

pig題曲ovine　leptin　antiserum　by　serial　dilution　of　bovine　recombinant　leptin（o），1血ibi廿on　of

t251－1・b・婦恥・ine　l・ptin・bindi・g　t・飽6・e㎜by・eri副dil・ti…fp・・1・d・bO・i・・pl・・m・（▲）加d

caprine　plasma（●）par司lel　to　the　curve　obtained　using　control　bovine　recombinant　leptin　as　standard．

Each　po㎞t　is　the　mea皿for　Uiplicate　determinations，　B！Bo，　bound／bound　in　zero　standard．
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Summary

　　　　　　　　We　synthesized　bovine　acylated　ghrelin［1－27］，　human　GHRH・NH2［1－29］，　bovine

PYY二NI｛2ロー36］and　bovine　PYY－NH2［3・36］fbr　in　vivo　experiments，　and［Cys－12］－acyl

ghrelin｛1－Il］，【Cys－0］－bovine　ghrelin［13－27】and［Cys－0｝bovine　PYY」NH2［4－36］fbr

immunization　procedures　via　Fmoc・strategy　of　solid　phase　peptide　synthesis．　In　accordance，

rabbit　anti－ghrelin　anti－serum　which　specifical　ly　recognizes　the　acylated　ghrelin，　guinea　pig

a耐▲－bovine　ghrelin　anti－serum　which　recognizes　the　acylated　ghrelin，　des－acyl　ghrelin　and

all　ghrelin　fragments　with　intact　C－temlinal　region　in　ruminants，　guinea　pig　anti－bovine

PYY　anti－serum　which　specifically　recognizes　both　ruminant　PYY［1－36］and　ruminant

PYY［3－36］，　and　guinea　pig　anti－bovine　leptin　anti－serum　are　raised．　By　using　these　antisera，

we　have　successfully　validated　the　total　of　four　radioimmunoassay（RIA）systems　including

ghrelin　RIA　which　is　applicable　f（〕r　the　measurements　of　serum／plasma　active　ghrelin

concentrations　in　both　monogastric　and　nlminant　species，　and　other　RIA　systems　specific

fbr　the　ruminant　total　ghrelin，　PYY　and　leptin　concentrations．　The　values　measured　by

using　these　RIA　systems　wll］aid　us　to　understand　more　deeply　the　physiology　of　growth

and　energy　homeostasis　in　ruminants．
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Cbapter　3（Experiment　2）

1）・se－dependent　resp・nse・f　plasma　ghrelin　and　9・・wth

h・rmone　concentrations　to　bovine　ghrelin　in　Holstein　heifers

INTRODUCTION

　　　　　　　The　gastric－derived　endogenous　ligand　of　GHS－R，　ghrelin，　has　been　reported　as　a

novel　peripheral　GH　stimulant　in　human　as　well　as　in　rodents　and　domestic　animals

（Koj　ima　et　al．1999，　Hayashida　et　al．2001），　and　acyla直on　on　its　Ser3　residue　with　octanoic

acid　is　essential　to　activate　its　cognate　receptor，　GHS－Rla．　Considerable　amount　of　another

isoform　of　g㎞elin　which　is　lack　in　acylation（des－acyl　ghrelin）is　also　circulating　in

bloodstream（Hosoda　etα1．2000⇒．　Des－acyl　ghrelin　does　not　possess　endocrine　activities

but　promotes　bone　marrow　adipogenesis加w∫vo（Thompson　et　al．2004）and　inhibits

glucose　output　by　primary　hepatocytes（Gauna　et　al．2005）．　Ghrelin　is　also㎞own　as

orexigenic　horrnone　and　its　effect　on　feeding　is　independent　ofthe　GH　stimulatory　pathway

（Nakazato　et　a～．2001）．　Two　molecular　types　of　circulating　ghrelin，　i．e．，　ghrelln　and

des－Gln14－ghrelin，　have　been　purified　and　characterized　from　rat　stomach　and　both　peptides

can　bind　to　GHS－Rla（Hosada　et　a～．2000b）．　Monogastric　animals　have　both　forms　of

peptide，　while　ruminants　only　possess　des－Glnl4－ghrelin　because　the　first　splicing　acceptor

site　within　intron　l　has　been　Iost（Dickin　et　al．2004）．　Moreover，　although　N－terminal

region　of　ghrelin　is　homologous　among　species，70r　8　amino　acids　of　C－terminal　region　of

ruminant　ghrelin　are　different　from　those　ofmonogastric　animals（Dickin　et　al．2004）．

　　　　　　　Recent　studies　investigating　the　involvement　of　ghrelin　in　ruminant　physiology

have　reported　that　ghrelin　immunoreactive　cells　are　present　in　abomasum　of　cow

（Hayashida　et　al．2001），　and　that　the　preprandial　increase　and　postprandial　decrease　in
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ptasma　ghrel▲n　levels　are　regulated　by　cholinergic　neurons　in　sheep（Sugino　et　al．2004），

Furthermore，　in　vivo　and　in　vitro　studies　on　the　effect　of　ghrelin　in　adenohypophysial　axis

of　ruminants　have　been　performed　by　utilizing　supraphysiological　doses　of　rat　or　human

ghrelin（Hayashida　et　al．2001，Hashizume　et　a～2003＆2005，　Itoh　et　al．2005），　and　it　has

been　reported　that　ghrel　in　stimulates　GH　secretion　in　dairy　cattle　of　different　physiological

stages．　A　very　recent　study　using　1　P9　human　ghrelin／kg　B　W　showed　that　ghrelin　also　has

di施rent　regulatery　effect　on　plasma　pancreatic　ho㎜one　levels　and　on　glucose

concentration（ltoh　et　al．2006）．　However，　in　our㎞owledge，　there　is　no　report　for　the

dose－dependent　effect　of　bovine　ghrelin，　especially　of　the　physiological　dose，　on　central

and　peripheral　hormones　regulating　energy　homeostatis　in　ruminants．　In　this　experiment，

we　studied　the　effect　of　intravenous　injection　of　synthesized　acylated　bovine　ghrelin［1－27］

on　plasma　ghrelin，　GH，　insulin，　leptin　and　metabolite　levels　in　Holstein　heifers．
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MATERIALS　AND　METHODS

　　　　　　　All・nim・1－rel・t・d　p・・ced・・e…ed　i・thi・exp・・im・・t　w・re　・pP・・v・d　by　th，

Instit・ti・nal　A・im・I　C・・e　and　U・e　C・mmittee・fth・Obihi・・U・i・ersity・fAg，i、ult、，e　a。d

Veterinary　Medicine，　Japan．

、伽元〃tals

　　　　　　　Si・H・1・t・i・h・ifers　b・m・t　th・Fi・ld　S・i・nce　Cent・・（FSC），　Obihi・・U・i…sity，

were　housed　under　a　natural　llght－dar㎞ess　cycle．　Heifers　were　6　month　old　with…m

・v・・ag・b・dy　w・ight（BW）・f　l78・4±6・4・kg・（±・S．EM）at血・b・gi・・i・g・f・xp・・im・・t．

They　were　fed　twice　daily（0800　h＆1600　h）with　concentrates　fbr　growing　calves（crude

protein　14％，　crude　fat　1．5％，　crude　fiber　8％，　and　crude　ash　7％，　Hokuren，　Sapporo，　Japan）

under　the　routine　management　practice　of　FSC，　Obihire　University．　Animals　finished　eating

the　concentrate　within　20min．　Timothy　hay，　mineral　salt　block　and　water　were　available　at

libitu栩．　Body　weight　was　measured　one　day　prior　to　each　injection．　At　the　end　of

experiment，　heifers　had　an　average　BW　of　196．2土7．8　kg鋤d　the　average　daiEy　gain　during

the　experiment　was　O．89　kg．

Peptides

　　　　　　　N・acylated　bovine　ghrelin［1－2刀（GSSFLSPEHQKLQRKEAKKPSGRLKPR），

［Cys－12］－ghrelin　［1－11］　with　acylation　and　｛Cys－O］－bovine　ghrelin　［11－27］were

synthesized　by　manual　Fmoc　solid　phase　peptide　synthesis　procedures．　Detail　of　the

procedures　for　ghrelin　synthesls　and　octanoylation　on　the　Ser3　residue　are　presented　at

chapter　2．　Peptidyl　resin　was　cleaved　with　TFA　followed　by　purification　on　a　TSK

ODS－120A　column（7．8　mm　IDx30　cm）by　HPLC，　linear　gradient　of　O－60％CH3CN　and

fractions　containing　peptides　were　lyophilized　and　stored　at－80℃．　Lyophilized　bovine
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ghrelin（1－27）vvas　dissolved　in　de－ionized　water　and　diluted　to　l　mg／ml　with　sterilizedα1％

BSA－saline　fbr　the　in　vivo　study．

Peptide　injection　a〃白醐ρ伽9声cε加已∫

　　　　　　　Animals　were　su句ected　to　a　complete　blocked　Latin　Square　Design（six　animal　x

six　dose　ef　injectionx　slx　day　of　sampling　with　one　or　two　day　recovery　period）to　obtain

the　minimal　residual　effects．　For　both　i可ection　of　peptide　and　blood　sampling　procedures，　a

juguiar　veln　catheter　was　inserted　to　each　heifbr　one　day　befbre　the　start　of　experiment，　and

patency　of　the　catheter　was　malntained　with　heparinized　saline．　Bovine　ghrelin［1－27］was

廿eshly　diluted　with　sterilized　solution　of　O．1％BSA　saline　to　reach　the　desired

concentration　fbr　each　animal　befbre　the　ir∂ection．　Animals　were　loosely　chained　to　the

stanchion　during　sampling　and　were　i可ected　with　vehicle（5　ml　of　O．1％BSA　saline　as

control）or　vehicle　containing　synthesized　bov三ne　ghrelin（0」，0．5，1．0，5．0，10．O　P9／kg

BW）at日00　h（3　h　after　morning　feeding）via　jugular　catheter　fbllowed　immediately　by

flushing　out　of　catheter　with　5　ml　heparinized　saline．　Blood　samples　were　collected　at－30，

－15，0，5，10，15，20，30，45，60，90，120，150，1　80　min　relative　to　the　time　of　inj　ection　and

moved　into　pre－ice－ch目led　heparinized　tubes．　Plasma　was　isolated　after　centrifUgation

（3000r．p．m　x　20　min　at　4°C）and　stored　at－30℃until　assay．　For　plasma　ghrelin　assay，600

pl　plasma　were　separately　acidified　with　30　pl　1　M　HCI　and　stored　at－30℃．

RL・1」勉肋o吻e　ghre砺G”，　ins〃遅〃碑姥P伽

　　　　　　　RIAs　fbr　bovine　active　ghrelin　and　fbr　bovine　total　ghrelin　have　previously　been

described　in　chapter　2．　Triplicate　standards　and　duplicate　samples　were　run　within　a　single

assay　at　4℃，　except　samples　where　the　concentrations　exceeded　the　range　of　the　total

ghrelin　assay．　These　samples　were　a（ljusted　after　re・assay　with　diluted　plasma．

Displacement　curves　of　diluted　bovine　plasma　with　1251－bovine　ghrelin　were　parallel　to　the
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standard　curve　fbr　both　active　and　total　ghrelin．　Average　recovery　rate　of3known　amounts

of　bovine　ghrelin　added　to　the　bovine　plasma　pool　were　lO5％and　lO6％fbr　active　and

t・t・lgh・eli・，・e・p・cti・・ly・・S・n・iti・iti…fth・p・e・e・t　assay　w・・e　14．2・Pg／mi・nd　O」4。9tml，

IC・・w・・e　264・1　P蜘1・nd　85・蜘1，　and・i・t・a　assay…m・i・nt・f　va・i・ti・n（CV）w，・e

6．3％and　7．3％fbr　active　and　total　ghrelin　RIA，　respectively．

　　　　　　　Plasma　GH　concentration　was　measured　by　double　antibody　RIA　procedures（Lee

et　al．2000）　using　bovine　GH　（USDA－bGH，　AFP－9884C）　and　anti－ovine　GH

（USDA－anti－oGH，　AFP－0802201）．　Sensitivity　and　intra－assay　coefflcient　ofvariations　were

O．25ng／ml　and　7．3％respectlvely．　Plasma　insulin　concentration　was　quantified　as

previously　described（lnoue　e’al．2005）by　using　bovine　insulin（28．5　USP　units／mg，　Code

I－5500，Sigma　Chemical　Company，　St」ouis，　MO，　USA）and　guinea－pig　anti－bovine　insulin

antiserum（Code　I－6136，　Sigma　Chemical　Company）．　Sensitivity　and　the　intra－assay

coefficient　of　variations　were　O．05　ng／ml　and　4．0％，　respectively．　Plasma　leptin

　　　　　　　　　もconcentratlons　were　measured　by　in・house　double　antibody　RIA　procedures（See　chapter　2）．

Sens▲tivity　and　the　intra－assay　coe価cient　of　variations　were　O．46　ng／ml　and　5％，

respectively．　AlI　samples　were　run　in　duplicate　at　4℃fbr　each　assay．

Measure〃翅在㎡ρ’as脚〃7召励oJ施∫

　　　　　　　Plasma　glucose　and　non・esterified　f口tty　acid（NEFA）levels　were　measured　by

commercially　available　kits（Code　No．439・90901　and　279－75401　respectively，　Wako，

Japan）．

Statistics

　　　　　　　All　data　are　expressed　as　means土s．EM．　Statistical　difference　between　averaged

pre－injected　values（from　・・30　to　O　min）and　post－injected　concentration　at　each　time　points

were　analyzed　using　one　way　ANOVA，　followed　by　multiple　comparisons　of　general　linear
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mixed　model．　Area　under　the　curve（AUC）of　each　homone　fbr　the　O　to　60　min　response　to

旬㏄tion　of　vehicle　or　ghre1㎞was　calculated　usi皿g．　tbe　trapezoid　method　and　differences

were　6valuated　by　StUdent’s　pa吐ed右te就．　AU編yses　were　pe由med　using　SPSS　fbr

WindoWs，．version　10．α0（SPSS，　Chicago，　IL，　USA）．　P＜0．05　was　considered　significant．
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RESULTS

　　　　　　　Th・　・hang・・i・pl・・ma　acti・・　and・t・ta1・gh・eli・・e・p・n・e・t・・y，th，，ized・b。vi，，

ghrelin　are　presented　in　Fig．3－1．　The　RIA　fbr　active　ghrelin　utilizing　the　rabbit　anti－bovine

gh・eli・［1－ll］anti・e・um・h・w・d　th・t　th・・e　w・・e　n・diffe・ence・i・p・e－i・ject・d　p1・、m、

acti・・gh・eli・・加cent・ati・n・i・any・fth・g・・up・（159．0±19．1山ml）．　E・・gen・u・gh，eli。

admi・i・t「・ti・n　i…ea・ed　pl・・ma　a・ti・・gh・eli・1・v・1・in　a　d・・e－d・p・nd・・t・man…（Fig．

3－1A）・Si…M・ifi・antly・high・・p・ak・mplit・d・was　se・n・5・mi…ft・・0．5μ9／kg・BW・i・jecti。n

compared　with　pre－inj　ected　levels（363．8土123．1　vs．195．1±33．7　pg／ml，　P＜0．01）and

ロ

1ncreased　dose－dependently．　Therea丘er，　the　elevated　active　ghrelin　levels　quickEy　returned

to　the　pre－injected　levels　within　10min．　On　the　other　hand，　the　RIA　fbr　bovine　total　ghrelin

utilizing　the　antibody　against　bovine　ghrelin［ll－27］showed　that　the　basal　concentration　of

bovine　total　ghrelin　was　2．8士0．7　nglml　and　this　value　is　approximately　l　6　times　higher

than　the　basal　active　ghrelin　Ievel．　Total　ghrelin　was　also　increased　transiently　fbllowing

synthetic　bovine　ghrelin　injection　and　returned　to　the　pre－injected　values　within　5－15　min

（Fig．3－1B）．　Similar　to　the　changes　in　active　ghrelin　levels，　significantly　higher　peak

amplitude　was　also　seen　5　min　after　O．5μg／kg　BW　injection　compared　with　pre・injected

levels（24．1土5．Ivs．3．9±L5　ng／ml，　P＜0．001）and　increased　dose－dependently．

　　　　　　　The　response　of　plasma　GH　concentration　to　bovine　ghrelin　is　presented　in　Fig．

3－2．Plasma　GH　concentration　in　the　vehicle－injected　group　did　not　change　throughout　the

experiment（2．6圭0．6　ng／rnl）．　Acylated　bovine　ghrelin［1－27】inj　ection　stimulated　GH

secretion　dose－dependently．　Plasma　GH　level　peaked　significantly　5　min　after　injection　of

O．1μgghrelin／kg　compared　with　pre－injected　values（6．1土1．9　vs　2．1士05　ng／ml，　P＜

0．05）．The　peak　amplitude　and　duration　ofthe　GH　response　were　dependent　on　the　dose　of

ghrelin，　i．e．，　higher　dose　of　bovine　ghrelin　resulted　in　increased　GH　level　over　a　Ionger

period（］Fig．3－2）．
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　　　　　　　　The　response　ofplasma　insulin　to　exogenous　bovine　ghrelin　is　shown　in　Fig．3・3．

　Veh▲cle　injection　did　not　medify　the　plasma　insu▲in　level　throughout　the　study（0．7土0．1

　ng／ml）．　The　plasma　insulin　concentration　inc肥ased，　in　general，　about　l　O－15　min　after

ghrelin　administration　and　decreased　within　45　min　post－injection．　Transient　but　significant

peaks　were　seen　only　in　groups切ected　with　higher　doses　of　ghrelin（5．O　ptg／kg　BW　and

10．0μg／kgBW）．

　　　　　　　Average　basal　glucose　concentration　in　bovine　plasma　was　865土2．9　mg／dl　in　the

vehicle・injected　group．　Plasma　glucose　levels　increased　after　ghrelin　injectien　compared

w▲th　pre－injected　values　but　did　not　reach　significance　and　the　response　was　independent　of

the　dose－given．　Moreover，　there　was　a　wide　range　in　variation　among　animals（data　not

shown）．

　　　　　　　Figure　3－4　shows　the　effect　of　synthetic　bovine　g祉elin　on　plasma　NEFA　level　in

Holstein　heifers．　Basal　NEFA　concentration　in　the　control　group（35．7土3．8　pEq∫1）was

lower　than　that　ef　ghrelin　injected　groups　and　s韮gnificant　changes　were　no言seen　throughout

the　experiment．　Injection　of　bovine　ghrelin　tended　to　increase　plasma　NEFA　level　but　the

values　did　not　reach　significance　compared　wi出pre－injected　values　when　ghrelin　was

given　in　low　deses（0．　l　pgXkg　B　W＆0．5μg／kg　BW）．　On　the　other　hand，　plaslna　NEFA

concentration　increased　as　early　as　5－10　min　after　injection　vvith　the　higlier　doses　of　ghrelin

（frorn　1．0　ptg／kg　BW　to　I　O．O　＃gtkg　BW）and　retumed　to　pre4再e斑d　values　60　min　later．

　　　　　　　Plasma　ieptin　levels　d　id　net　change　in　vehicle－injecte（I　groups（1．37圭0．07　ng／！nl），

and　admin三sSration　of　bovine　ghrelin　did　not　mod韮fy　the　basal　plasma　leptin　concentratiens

（Fi9・3エ5）．　However，　plasma　leptin　levels　increased　I　20　m韮n　later　after　ghrel　in珂ection　at　a

dose　of　l　O．0縛kg　BW（average　peak　values　is　2．28　±　e．30　ng／ml）．

　　　　　　　Table　3－l　summarizes　the　AUCs◎f　plasma　hermones　and　metabolites　e－60　min

after　ghreliR　iajection．　Mean　AUCs　f｛）r　six　an韮mals　were　pooled　after　subtraetion　of

pfe－i頂ected　AUC暮and　expressed　as　a　perce斑age　of也e　AUC　fbr出e　vehicle一璃eoted　gmup．
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A・ti・・gh・eli・AUC　p・・1・d　f・・0－60　mi・・t・rt・d　t・i…ea・e・ig・ificantly　wh，。　th，　d。、e。f

gh「elin　was　increased　to　O・5μ9／kg　BW　compared　with　that　of　the　vehicle　injected　group

（ll934・2±1470・6・・9472・6土1091・2　PgtmVmi・）．　T・t・1　gh・eEi・AUC・ft・・gh，eli。

i・jecti・n・t・O・1・P9／kg・BW・w・・　110％・fth・vaiue・・f・・hi・Ee－i・ject・d　g・・up（1722土42．7

…155・9　±　35・1・9／m1／mi・）and　i…ea・ed　d・・e－d・p・nd・・tly（P・0．001）．　R・fl，cti。，　t。　th，

changes　in　GH　concentration，　GH　AUC　fbr　lh　post－injection　with　the　smallest　dose　of

b・vi・・gh・eli・（O・・1　Pgtkg）was　sig・ifi・antly綱・・than　th・t・f　the　c・nt・・19・・up（P・

0・Ol）・Th・GH　AUC・ft・・i・jecti・n　with　th・highest　d・・e・f　gh・eli・（10．0μ9／kg　BW）

increased　797％over　that　ofthe　vehicle－inj　ected　group（1186．66土16．95　vs．148．86士1．43

ng／ml／min，　P＜0．001）．　However，　none　ofthe　glucose　AUCs　l　h　after両ection　with　severaI

doSes　of　ghrelin　significantly　differed　compared　with　the　vehicle－inj　ected　group（5221．3圭

112．8mg／dl／min）．　Moreover，　insulin　AUC　did　not　increase　significantly　in　any　of　the

ghrelin・－inj　ected　groups　compared　with　the　vehicle－inj　ected　group（44．8±5．6　ng／ml／min）．

In　all　ghrelin－injected　groups，　pooled　NEFA　AUCs　fbr　O－60　min　post－injection　were

significantly　higher　than　that　of　vehicle－inj　ected　group（vs．2208．9±165．5μEq／l／min）．

However，　no　clear　effect　of　ghrelin　on　leptin　AUCs　was　observed．
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Fig．3・L　Changes　of　plasma　active（A）and　total（B）ghrelin　concentration　in　response　to　synthetic

bovine　ghrelin　in　Holstein　heifers．　Animals　were　intravenously河ected　with　acylated　bovine　ghrelin←一

●一；0，一一■・一；0．1，一一▲一；0．5，一●一；1．0，一■一；5．0，一▲一；10．0μg／kg　BW）dissolved　in　5　ml

O．1％BSA－salin巳Plasma　ghrelin◎oncentrations　were　measured　by　RIA．　The　arrow　indicates　the　6me　of

injeCtion．　Values　are　the　means士SEM　of　6　animals．　Opened　symbols　indicate　a　significa皿t　difference（P

＜0．05）compared　with　mean　pre一珂ected　concentra目ons（・30　to　O　min），　　　　　　　　　　　　　．
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Fig　3－2．　Dose－dependent　stimulatory　effect　of　ghrelin　on　plasma　GH　concentration　in　Holstein　heifers，

Animals　were　intravenously　injected　with　acylated　bovine　ghrelin（一一●一一一；0，一一■一一；0」，一一▲一一；0．5，一●

一；LO，一■一；5．0，一▲一；10．O　pg／kg　BW）dissolved　in　5　ml　O．1％BSA－saline．　The　arrow　indicates

the　th皿e　of　injection．　Values　are　the　means　±　SEM　of　6　animals．　Opened　symbols　indicate　a　significant

di　fference（P＜0．05）compared　with　mean　pre－injected　concentrations（・30　to　O　min）．
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Fig．3－3．　Response　ofplasma　insu！in　to　glrrelin　in　Holstein　heifers．　Anirnals　were　intravenously　inj　ected

with　acylated　bovine　ghrelin←一●白一；0，一一■一一；0．1，一一▲一；0．5，一●一；1．0，一■一；5．0，一▲一；10．O

pg／kg　BW）dissolved　in　S　ml　O．1％BSA－saline．　The　arrow　indicates　the　6me　of面ectlon．　V迫ues　are　the

means土SEM　of　6　animals．　Opened　symbols　indicate　a　significant　difference（PくO．05）compared　with

mean　pre．．injected　concentrations（－30　to　O　min）．
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Fig．3－4．　Dose－dependent　effect　of　ghrelin　on　non－este目fied　fatty　acids（NEFA）in　Holstein　heifers．

Animals　were　intravenously　injected　with　acylated　bovine　ghrelin←一●一・；0，一一■一一；0．1，一・▲一一；05，一●

一；LO，一■一；5．0，一▲一；10，0　pg／kg　BW）dissolved　in　5　m10．1％BSA－saline．　The　arrow　indicates

the　time　of両ec60n．　Values　are　the　means±SEM　of　6　animals．　Opened　symbols　indicat¢a　significant

difference（」P＜0．05）compared　with　mean　pre－i垣ected　concentrations（－30　to　O　min）．
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Fig．3・5．　Dose・dependent　effe◎t　of　ghrelin　on　plasma　leptin　levels　in　Holste輌n　heifers．　Animals　were

intravenously　injected　with　acylated　bOvine　ghrelin←一●一一；0，一■一一；0．1，一▲一一；05，一●一；1．（｝，一■

一；5．0，一▲一；10．O　pg／kg　BW）dissolved　in　5　ml　O．1％BSA－saline．　The　arrow　indicates　the　time　of

面ection．　V訓ues　are　the　means±SEM　of　6　animals．　Opened　symbOls　indicate　a　significant　difference（P

＜0．05）compared　wi也mean　pre・injeCted　concentrations（・30　to　O　mln）．
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Ta－b．le　3－1．　Area　under　the　curve　of　plasma　hormones　and　metabolites　from　O　to　60　min　after　injection　of　ghrelin　in　six　Holstein

heifers．

Dose　of　synthetic　bovine　ghrelin（μg／kg　BW）

0．1 0．5 1．O 5．0 10．0

冶

GH
Active　ghrelin

Total　ghrelin

Insulin

Glucose

NEFA
Leptin

128士23＊

100±8

110±27
98士i6
94士2
126±7＊＊＊

105土9

149±32＊

126±16＊＊＊

185土31＊＊＊

102士15

97士3
131土10＊＊＊

116±6

313土45＊＊＊

127±14＊申＊

281士61＊＊＊

108　±18

98±3
185±22＊＊＊

93土6

562±124＊＊＊

146土14＊＊＊

612土96＊＊＊

112±15

96土3
193±30＊＊＊

74圭4

797土143＊＊＊

　163±16＊＊＊

1127±210＊＊＊

107　±　25

101土3
238圭38＊＊＊

107土6

Bovine　ghrelin　was　dissolved　in　5　ml　O．1％BSA－saline　and　intravenously　injected　at　O　min・AUCs　were　presented　as

percentage（士SEM）ofvehicle－injected　group　afしer　subtraction　of　pre－injected　AUC（－30　min　to　O　min）．

＊P＜0．05，＊＊＊P＜0．001vs．　vehicle－inj　ected　control　group．



DISCUSSION

　　　　　　　　Feeding　time，　energy　balance，　physiological　and　some　pathological　states　such　as

・b・Si亡y　infiUenCe　the　piaSma　9hrelin　levelS　i詞・meStiC　animalS　aS　Well　aS　in　hUmanS

（Korbonits　et　al．2004）．　Our　previous　study　dem頒strated　that　plasma　ghrelin　］evel　showed

　the　noctumal　periodicity　and　tended　to　be　increase〔l　by　fastiRg　in　pigs（lnoue　etρ／・2005）・

ln　ruminants，　clr田lating　active　ghrelin　leveIs　are　bwer　iR　3－month－old　calves　than　in

富nature　cows（Mlura　et　ai．2004）．　lt　has　a］so　been　reported　that　plasma　active　ghrelin　levels

　incteased　preprandially　and　decreased　a昔er　feeding　in　schedul｛∋mea皇一fe（i　sheep（Sugino召t

a9．・2eO4）bu拙ese声pra滅al　changes　were　n・t・evident・in・3・month・ld　calves（Miura・eτ・aL

2004）．桓the　pオeseポstudy，　the　bovine　ghre撫RIA　showed　that　both　iso董brms　of　ghrelin

（acylated　and　des・・acyl　ghre嗣are　circulatlng　in　bloodstream。f　Holstein　he漁s　w油

COftsiderable・am醐ts、　This　res遮ls韮n　agreement　With　e‡her　repo吉s　i品醐an蛎an≧l

medels（Hosoda　et　al．2000a，　Asakawa　et　al．2005）．　The　basa目evel　of　totai　ghrelin　is

appvox韮mately三6tlmes　higher　thaR　that　of　active　ghre§n，　but　it　should｝）e…1｛｝ted　that‡his

ratio　can　only　be　used　fbr　the　six－montl｝－ol〈」　heifers　and　net　fbr　animals　of　ot｝｝er

physieloglcal　stages　su｛｝h　aS　l｝re－rum三nant　animais，　i．e．，　calves．　In　董）re－ruminaRt　stage，

inges匡ed　iiq磁琵eds　by一ρass　theぽ1。ulerumen　and　enter　directly　te　the　abomasum　where

ghrelin　im　nunoreactive　celis　exist．　A量er　wean桓g，垣g号sted　dry丘eds　are　sl◎wiy　digested

by　rumima｛microbes，　and　th¢賠撤¢of輔r三ents　abs◎rbed　by　abemasum　beeome　dlfferent

frfim　the　pre－rUlninamt§tage．　Therefbre，　weaRiag　may　alter　the　basa茎plasma　levels　oぎ

gastric－｛k］τived払｝襯《｝昔§，　ghreliR，　t｝le　secretl《｝轟of　wkich　is　In£iuen鶴《I　by　IRgeste｛至　gutr▲e錘s

（K◎か詮e治』2杜瞬．This　hypethesis　iS　supperteG　by　the　study　in　wkich　basa茎g斑

kormeRes　such　3s§astr韮n遮。lecystek三嫡，麺。r号議韮c　polyp曝滋e　a磁w田oactive▲fttestina茎

pep乏韮de　levels　increased．　wki｛e　sec賠i嚢鐵d　s醗｝3testati＃lev§ls　decrea§e達緯er　weξ盤i葺g　in

鑑茎sieiR・calves〈T（｝uilec　et　Ci．　1992）．　M。reever，　erally　iRgested　9▲yceryl　tr至gctalleate　ti奪h三n

醗



milk・lipids　significa・tly　i…ea・e・・he　a・tive　gh・eli・1ev・1・i輌・i・・…m・・h　leadi，g・。・h，

『esults　th・t　th・am・unt・facti・・gh・eli・i・・t・mach　tiss・e・inc・easi・g　9・ad・ally　d、，i。g　th，

suckli・g　P・・i・d　and　dec・ea・i・g・h・rPly・R・・th・i・iti・ti・n・f　weani・g，　whil・pl。，m、　t。t、l

gh・eli・1・v・1・d・n・t・h・nge　ac・・ss　thi・t・an・iti・n・l　p・・i・d・（Ni・hi・r・～．2005）．　Th，，ef。，e，・it

can　be　suggested　that　plasma　active　and　total　ghrelin　concentrations　and　their　ratlo　in

P1・・m・m・y・lt・・with　diffe・ent　phy・i・1・gical・t・g・・lik・b・f・・e　and・ft・・w，、，i。g　i，

　　　　　
rumlnants．

　　　　　　　On　the　other　hand，　the　role　of　des－acyl　ghrelin　on　ruminant　physiology　is　still　not

㎞・w・」・・at・・dmi・i・t・ati・n・f　des－a・yl　gh・eli・dec・e…df・・d　i・t・ke　and　g・・t・i・

emptying　rate　through　an　action　on　the　paraventricular　nucleus　and　the　arcuate　nucleus　in

the　hypothalamus（Asakawa　et　al．2005）．　Des－acyl　ghrelin　is　supposed　to　induce　negative

energy　balance・in　contrast　to　acylated　ghrelin（TschOp　et　al．2000，　Nakazato　et　al．2001），

and　p・ssesses　s・m・p・・iph・・al・effe・t・（Th・mp・・n・et・L　2004，　Gauna・et・a～．2005）．　Recently，

Iqbal　et　al（2006）reported　that　injection　of　acylated　ghrelin　fa▲led　to　induce　voluntary　feed

intake　but　significantly　stimulated　GH　secretion　in　sheep　while　Toshinai　et　al（2006）

reported　that　intracerebroventricular　injection　of　des－acyl　ghrelin　stimulated　feeding　during

light　phase　via　distinct　pathway廿om　GHS－R　in　rats　fed　ad　1ゴbitum．　Therefbre，　it　is

suggested　that　dominant　amount　of　circulating　des－acyl　ghrelin　may　also　play　an　important

role　in　mechanisms　such　as　regulation　of　feeding　in　ruminants．　Further　extended　studies

emphasizing　the　e脆cts　of　feeding，　physiology　and　energy　states　on　plasma　ghrelin　levels，

and　studies　on　the　role　of　des－acyl　ghrelin　in　nlminant　physiology　are　necessary．

　　　　　　　In　this　study，　both　active　and　total　ghrelin　levels　were　only　temporally　elevated　in

plasma　a丘er　injection　of　synthetic　bovine　ghrelin　and　were　degraded／eliminated　in　the

bloodstream　within　15　min．　Thls　result　was　in　consistent　with　other　reports　in　which　the

half－life　of　plasma　ghrelin　was　supposed　to　be　very　short（Tsch6p　et　al．2000，　Gauna　et　al．

2004）．The　similar　results　has　reported　in　weaned　pigs；serum　ghrelin　level　peaked　within
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　15min　of　intravenous　infUsion　of　human　ghre畑（2　pg／kg　BW）and　decreased　to　nearly

　half－maximal　values　by　30　min　a合er　infUsion（Salfen召t　a／2004）．

　　　　　　　in　dairy　industry，　it　is　of　economical　importance　to　increase　plasma　GH　secretlon

because　it　is　associated　with　faster　groWth，　Iess白t　stores　and　improved　milk　production

（McMahon　et　al．2001b）．　Two　hypothalamic　hormones，　GHRH　and　SRIF　are㎞own　to　be

the　main　regulators　of　episodie　GH　release　fわm　anterior　pi撫itary　gland　where　GHRH

stimulates　and　SRIF　inhibits　the　GH　secretion．　Other　synthetic　enkephalin　derivatives，

GHRPs，（also㎞own　as　GHSs）also　stimulate　the　secretion　of　GH（Bowers　CY　1998）．　The

endogenous　ligand　of　GHS－R，　ghre臨，　has　been　of　interest　as　a　peripheral　potent　G｝｛

stimulator　since　it　was　first　purified　from　rat　stomach（K｛）j　ima　e’aL　l　999），鋤d　several

studies　have　been　published　on　the　physiolog三cal　and　pharmacological　effects　of　ghrelin　in

human　and　domestic　anima韮s（］Korbonits　et　al．2004）．　It　has　also　been　reported　that　the

octanoylation　on　Ser3　residue　of　the　N－te㎜inal　region　is　lmpoHant細ghrelin　to　actlvate

its　receptor，　GHS－Rla（Kq目maε’al．1999），・鋤d　short　peptides　encompassing也e　first　4－5

residues　of　ghrelin　can　activate　the　GHS－Rla　almost　as　efficiently　as　the　full－length　ghrelin

（Bednarek召’al，2000）．　ln　contrast，　truncated　peptides　of　octanoylated　ghrelin　such　as

EP・01037　　　　　　（Gly－Ser」Ser（0－octanoyl）－Phe－NH2）　　　　　　and　　　　　　EP－007？5

（Gly－Ser－Ser（0－octanoyl）－Phe－Leu－Ser－Pro・Glu－NH2）neither　stimulate　GH　secretion加

vivo　nor　replace　radiolabel垂ed　ghrelin　from　bindiRg　sites（Torsello　et　al．　2002）．　Moreover，

bovine　ghrelin　is　a　27　amine　acid　peptide　and　8　amino　acids　ef　C－terminal　region　［ll－27］

are　heterologous　to　those　of　monogastric　animals（Dickin　et　ai．20◎4）．　Based　on　these　facts，

it　is　preferable　to　use　a　specific　peptide　to　investigate　the　physiological　effect　of　ghre蓑n　on

the　mechanisms　of　GH　secretion　in　rum韮na斑s．

　　　　　　In函s　s祖dy，　we舟stly　rep磁eぷhe　dose－dependent　sまimulatory　ef白ct　of　syn也etic

acylated　bovine　ghrelin［1－27］on（｝H　secretion　in｝ヨ【olstein　heifξrs．　We　used　6　doses　of

synthetic　bovine　ghrelin丘om　O．1＃g／kg　BW　to　lO　pgtkg　BW（apprcximately　O．033

62



nmol／kg　BW　to　33　nmo1∫kg　BW）in　single　bolus　injections．　The　minimal　dose　of　bovine

gh「eli・…di・this　st・dy　i・d・ced・ig・ifi・・ntly・9reat・・GH　AUC　I　h…a丘・，　i。j，c・i加

c°mp・・ed　with　th・t・f・・hide－i両ect・d・・nt・・l　g…p．　Th・GH　peak・mplit、d，、1，。，e、ch，d

・i即i且cant・・ea・ly・・5min　aR・・珂ecti・n」t・h・’・1（2005）・1…ep・宜，d　th、t　i。t，av，n皿，

b°lus　i可ecti・n・f　h・m・n　gh・eli・（0・3・m・1／kg・BW，・pP・・xim・t・ly・q・ival・・t　t・⑭kg

BW）significantly　stimulated　GH　secretion　in　dairy　cattle，　and　the　effect　seemed　to　be　more

P・t・nt　i・・arly　l・・t・ti・g　c・w・th皿in　cal…and　i・lat・lact・ti・n・・w・．　In　c。nt，a，t，

H・・hizum・・’・1（2005）・ep・rt・d　th・t　i・』rt・・i・1・i・jecti・n・f・at　gh・elin　・t・lp9／kg　BW

was　not　able　to　stimulate　GH　secretion　in　ovariectomized　goats　but　ir∂ection　ofghrelin　at　3

pg／kg　B　W　significantly　stimulated　GH　release．　Moreover，　Iqbal　et　al（2006）repo直ed　that　a

bolus　i可ection　of　ovine　ghrelin　at　the　dose　of　l，5，10　and　20｝」g　to　third　cerebral　ventricle

induced　a　weaker　GH　response　compared　with　DAP－octanoyl3　human　ghrelin珂ection　in

ovariectomlzed　ewes．　These　conflictlng　results　of　different　responses　of　GH　to　ghrelin

injection　might　be　due　to　the　differences　in　experimental　condition，　di｛琵rences　in

physiological　stages　of　the　experimental　animals　such　as　age，　different　preparations　of

peptide　for　injection　and　the　use　of　human／rat　ghrelin　which　have　quite　different　amino　acid

residues　at　C－terminal　region　compared　with　ruminant　ghrelin（Dickin　et　al．2004）．　Our

results廿om　dose－dependent　study　clearly　indicated　that　a　physiological　dose　of　bovine

ghrelin　is　sufficient　to　induce　GH　secretion　in　Holstein　heifers　and　this　is　consistent　with

the　results　of　previous　works　in　human　and　rats（Takaya　et　al．2000，　Hataya　et　al．2001，

Tolle　et　al．2001）．　Moreoveらthe　highest　dose　of　ghrelin　used　in　this　study（10．O　pg／kg　BW）

stm　stimulated　the　secretion　of　GH　sign桁cantly　than　the　5．O　pg／kg　BW　indicating　that　10．0

μg／kg　BW　is　not　the　situation　dose　fbr　the　maximum　GH　release　in　Holstein　heifers．

Altogether，　these　data　suggest　that　ghrelin　is　a　potent　GH　releaser　in　nlminants．

　　　　　　　The　increase　of　plasma　insulin　concentration　in　response　to　synthetic　bovine

ghrelin河ection　reached　significance　at　l　O　min　when　the　heifers　were　i可ected　with　1．0
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pg／kg　BW　while　lower　doses　ofghrelin　failed　to　stimuiate　insulin　secretien．　However，　none

　of　the　insulin　AUCs　fbr　I　h　post－injection　in　ghrelin－i叫iected　groups　reached　significant

compared　with　the　vehicle－injected　groups．　The　effect　of　ghrelin　on　pancreatic　hormones　ls

still　unclear．　There　are　some　reports　suggesting　that　ghrelin　has　stimulatory（Dateθ’al．

2002b，　Lee　et　aL　2002）or　inhibitory（Broglio　et　al．2001，Reimerθr　al．2003）efffects　on

insulin　secretion　in　human　and　rats．　Moreover，　Salehi　et　al（2004）reported　that　a

physiologica［dose　of　ghrelin　has　no　effect　on　glucose－stimulated　insulin　release丘om

isoiated　mouse　islets　while　low　doses　inhibit　and　high　doses　stimulate．　Furthermore，

inj　ection　of　1　and　10nmol　ghrelin／kg　BW　s叩presses　basal　plasma　insulin　levels　in　intact

mice．　A　very　recent　study　on　ruminants　reported　that　injection　of　1μg　ghrelin／kg　BW　has　a

stimulatory　effect　on　insulin　in　lactating　cows　but　not　in　calves（ltoh　et　al．2006）．

Combining　these　results　with　ours　in　which　physiological　doses　of　ghrelin　failed　to　elevate

insulin　levels，　lt　seems　that　physiological　concentrations　of　ghrelin　do　not　influence　insulin

secretion．　Coincidenta11y，　the　i司ection　of　physiological　or　supra－physiological　doses　of

ghrelin　failed　to　induce　apparent　changes　in　plasma　glucose　concentration　in　this　study．

This　result　l　s　in　agreement　with　other　reports　in　rum　inants　stUdies　on　the　effects　of　KP　102，

another　potent　GH　secretagogue（Roh　et　aム　1996）and　ghrelin（Itohθ’aL　2006）・On　the

other　hand，　it　was　reported　that　injection　of　acyl　ghrelin　induces　a　rapid　rise　in　insulin　and

glucose　levels　but　decreases　insulin　sensitivity　in　human　models（Gauna　et　al．2004）．　These

authors　also　reported　in　another　in　vitrr）study　that　acylated　ghrelin　lnduced　while　des－acyl

ghrelin　inhibited　glucose　output丘om　primary　porcine　hepatocytes（Gauna　et　al．2005）．

From　this　dose・dependent　study，　it　is　not　possible　to　extrapolate　the　precise　regulatory

mechanlsm　of　ghrelin，　insulin　and　glucose　in　ruminants　and　more　extended　studies　are

needed　in　these　area．

　　　　　　　In　humans，　a　2－h　intravenous　infUsion　of　acylated　human　ghrelin（7．5　pmol／kg／min）

significantly　increased　not　only　serum　GH　concentrations，　but　also　senlm　NEFA，
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・den…宜i・・t・・pi…pi・・ph・i・e・and・P・・lacti・1・v・1・wh・n・gh・eli・w・・gi・，n、t、d。、e。f　l　5

pm・1／k蜘・（L・cidi　・t・1・2005）・1…rre・ult・i・mmi・・nt・，・b・1・，　i巾cti。。。f　b。vine

gh・eli・・tim・1・t・d　p1・・m・NEFA　I・v・1（Fig・3－4），　b・t　th・・e・p・n・e　was　slightly　d・1・y，d

compared　with　the　time－course　of　ghrelin－induced　GH　release．　This　result　is　similar　to　a

prevlous　report（Roh　et　al．1996）in　which　seria1祠ections　of　KP　l　O2　resulted　in　elevation

of　plasma　NEFA　level　in｝｛olstein　calves．　In　rodents，　chronic　ghrelin　administration　has

been・h・㎜t・i…e・・e　b・dy白t・・ntent　md　t・・tim・1・t・the　a・ti・ity・f

glyce・・1－3－ph・・ph・t・d・hyd・・9・n・a・e加d　th・di旋・enti蜘n・f・at　p・・am・t，i、l

preadipocytes加vitro（Tsch6p　et　aム2000，　Korbonits　et　al．2004）．　These　controversial

effects　of　ghrelin　on　lipid　metabolism　might　be　due，　at　least　ln　part，　to　the　diflbrences　in

species，　Iength（chronic　and　acute）and　dose　of　peptide　administration．　One　possible

explanation　for　our　result　is　that　elevated　plasma　ghrelin　may　mimic　the　temporary　negative

energy　balance　in　heifers　because　plasma　ghrelin　levels　elevated　in　the　conditions　ofenergy

insufficiency（Korbonits　et　al．2004，　Anderson　et　al．2005）．　In　addition，　ghrelin－induced

etevation　ofplasma　GH　concentration　may　promote　fatty　acid　degradation（McMahon　et　al．

2001ゐ）．As　the　result，　reserved　body　fat　is　mobilized　to　maintain　the　energy　balance　lead▲ng

to　the　subsequent　increase　in　plasma」NEFA　concentration（Chilliard　et　al．2000）．　Other

血ctors　such　as　leptin（adipose　tissue　derived　protein），　insulin　and　glucagons　may

participate　in　the　counter－regulation　of　fat　metabolism　with　ghrelin．

　　　　　　　In　conclusion，　our　dose－dependent　study　clearly　demonstrates　that　both　acylated

and　des－acyl　ghrelin　are　circulating　in　the　bloodstream　in　considerable　quantities　in

ruminant　species．　Moreover，　our　data　show　that　intravenous　i可ection　of　ghrelin　at

physiological　doses　is　suf日cient　to　induce　endogenous　GH　secretlon　and　confirm　the　potent

stimulatory　effect　of　acylated　bovine　ghrelin　on　plasma　GH　secretion　in　Holstein　heifers，

Ghrelin　also　has　considerable　effect　on　plasma　insulin　and　NEFA　levels　indicating　that

ghrelin　plays　an　impo貫ant　role韮n　ruminant　physiology．
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SUMMARY

　　　　　　　　The　stimulatory　effect　ofnovel　gastric－derived　horrnone，　ghrelin，　on　GH　secretion

has　been　reported　in　domestic　animals　as　well　as輌n　human　and　rats．　The　effects　of

pharmacological　doses　of　rat　and／or　human　ghrelin　on　GH　secretion　have　been　reported

recently　in　ruminants；however，　physiological　effect　of　exogenous　bevine　ghrelin　on　its

own　plasma　level　and　on　GH　secretion　is　still　unknown．　ln　this　study，　the　dose－dependent

effects　of　synthesized　acylated　bovine　ghrelin［1－27］　on　plasma　active　and　total　ghrelin，　GH，

insulin　and　metabolites　were　measured　in　Holstein　heifers．　Six　animals　were▲ntravenously

injected　vvith　synthesized　acylated　bovine　ghrelin（0，0．1，05，1．0，5．0，10．0　pg／kg　BW　and

plasma　hormone　concentrations　were　measured　from　serially　collected　samples．　Bovine

ghrelin　RIA　showed　that　basal　level　of　total　ghrelin　is　approximately　16　times　higher　than

that　of　active　ghrelin　in　bovine　plasma．　Both　forms　of　ghrelin　were　increased　in

dose－dependent　manner　responsive　to　the　bovine　ghrelin　injections，　peak　values　were

reached　at　5　min　after　administration　and　retumed　to　pre－inj　ected　valロes　within　15　min．

Plasma　GH　was　responsive　to　all　doses　of　bovine　ghrelin　in　dose－dependent　manner，

peaked　as　eariy　as　at　5－10　min　after　inj　ection　and　returned　to　the　basal　value　within　60　min．

The　GH　area　under　curve　l　h　after　inj　ection　of　smallest　dose　of　ghrel韮n　used　in　th輌s

experiment（O．1μg／kg　BW）was　significantly　higher　than　that　of　vehicle（0．1％BSA

saline）－injected　control　group（P＜0．05）．　GH　response　to　the　highest　dose　of　ghrelin（10．0

μg／kg　BW）was　greater　than　the　response　to　5．0　＃g／kg　BW　ghrelin（P＜0．001）．　Plasma

glucose　concentrations　were　not　significantly　altered　by　the　adminisぬtl璃of　bovine

ghre旦in　while　plasma　insulin　levels　were　transiently　stimulated　by　higher　doses　of　ghrelin

（1．0，5．0，10．0μg／kg　BW）．　Plasma　NEFA　levels　also　increased　following　the　ghrelin

administration．　This　study　confirms　that　ghrelin　is　not　only　a　potent　stimulator　for　GH

secretion　but　also　plays　a　considerable　role　in　energy　homeostasis　of　Holstein　heifers．
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Chapter　4（Experiment　3）

Effect・fpretreatm・nt・f　des－acyl　ghrelin・n　ghrelin－ind、lced

hormonal　changes　in　Holstein　steers

INTRODUCTION

　　　　　　　1・Ch・pter　3・w・have　cl・a・ly・d・m・n・t・at・d　th・p・t・nt・tim・1・t・ry・ffe・t・fgh・eli・

on　the　GH　secretion　in　Holstein　heifers（ThidarMyint　et　aL　2006）．　Moreover，　intravenous

administration　of　the　supraphysiological　doses　of　ghrelin　stimulated　insulin　and　NEFA

concentrations．　Two　types　of　ghrelin　molecular　fbrms，　acyl－and　des－acyl　ghreiin（Hosoda

et　al．2000α）circulates　in　the　blood　stream　in　all　species　studied　to－date　and　their　ratio　is

about　1：16　in　Holstein　heifers（ThidarMyint　et　al，2006）．　The　acyl－modification　on　its　ser3

residue　is　supPosed　to　be　indispensable　fbr　the　binding　of　ghrelin　to　the　cognate　receptor，

GHS－Rla（K（）jima　et　al．1999）．　Moreover，　N－tenninal　Gly－Ser－Ser（n－octanoyl）－Phe

segment　appeared　to　constitute　the‘‘active　coreう，　required　fbr　agonist　potency　at　human

GHS－R　la（Bednarek　et　al．2000）．　In　contrast，　Torsello　et　al．（2002）demonstrated　that

truncated　ghrelin　analogs．encompassing　the　first　5　amino　acids　are　ineffective　in　the

stimulation　on　GH　release　in　neonatal　rat．　Moreover，　recent　studies　have　demonstrated　in

monogastric　animals　that　des－acyl　ghrelin　inhibits　cell　death　in　cardiomyocytes（Baldanzi　et

al．2002）and　central　administration　of　des－acyl　ghrelin　reduces　cumulative　food　intake　in

16hfeed－deprived　rats（Chen　et　al．2005），　Heijboer　et　al（2006）also　reported　that

simultaneous　administration　of　des－ghrelin　abolishes　the　inhibitory　effect　of　ghrelin　on

hepatic　insulin　action．　Therefbre，　it　can　be　hypothesized　that　des－acyl　ghrelin　acts　as　a

natural　antagonist　of　ghrelin．　The　objective　of　the　present　study　was　to　determine　the　effect

ofdes－acyl　ghreEin　on　ghrelin－induced　endocrine　effects　in　ruminants．
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MATERIIALS　AND　METHO］）S

．4π’〃tals

　　　　　　　Five　Holstein　steers（lO　months　of　age　with　280　±　9　kg　BW）and　six　Holstein　male

calves（3　month　of　age　with　86．8士3．2　kg　BW）were　housed　in　group　under　naturaE

dark－light　cycle　at　beef　ca酎e　bam，　Obihiro　University　of　Agriculture　and　Veter▲nary

Medicine．　They　were　fed　tWice　daily（0800　h＆1600　h）with　concentrates　fbr　growing

calves（crude　protein　l　4％，　crude　f暮t　1．5％，　crude　fiber　8％，　and　crude　ash　7％，　Hokuren，

Japan）according　to　the　Japanese　nutritional　standard　fbr　beej臣type　dairy　cattle・Animals

finished　eating　concentrate　with　in　20min．　Timothy　hay，　mineral　sak　block　and　water　were

free・choice．　Body　weight　was　measured　one　day　prior　to　each　injection．

Ex響昭rin昭ntal　design

　　　　　　　The　experimental　procedures　were　approved　by　the　InstitutionaE　Animal

Experimentatien　Ethics　Committees　of　Obihiro　University．　A　catheter　was　inserted沁one

of　the　extemal　jugular　vein　of　each　steer　one　day　befbre　starting　the　experiment，　and

patency　of　the　catheter　was　maintained　with　heparinized　sa甑e．　Bovine　acylated　ghrelin

iト2刀and　bovine　des－acyl　ghrelin［1－2刀were　freshly　diluted　with　sterilized　soSution　of

｛｝、1％BSA　sal輌ne　to　reach　th¢des三red¢㈱¢entratlon　fbr　each　animal　befbre　the　injection．

Anima｛s　were　loosely　chained　to　the　stanchion　during　sai盈pling．　They　were　randomized　to

recei∨e　one　ofthe　following　thr¢¢i耐av斑ous司ectio口s：vehicie（5　ml　of　e．1％BSA　saline

as　co姑rol）injection　5　min　pr韮or　to　the　injection　of　vehicle（v／v　group），　acylated　ghre目n

iajecti⑪ns　at　a　dose　of　LO陪～kg　BW　with　pre・薄ect沁n　of　v寵icle（v／g祉group），　or　10．0μg

des－acyl　ghrelin～kg　B　W（des－g祉～ghr　group）．　Treatments　wer号done　at　e955　and　10eO　h　vla

jugular　cath¢ter　fcllowed　immediately　by恥shing　the　catheter　out　with　5　ml　hepa面ized

sali霞e．　Bl。od　samples　were。・▲le¢ted・at－15，・1◎（獅io’沁the加t　i勇ection），◎（prior　to　the
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・ec・・d　i・j・ecti・n）・5・10，15，　20，　30，45，　60，75，90，105，120　mi。，、nd　m。v，d　i，t。

P「e‘ice－・hill・d　h・p・・i・i・・d　t・b・…Pl・・m・w・…eat・d・・p・evi・u・ly　d・・c・ib・d　in　ch、p・，，3

・nd・t・・ed・t－30℃unti1　as・ay・・E・p・・im・・t・w・・e・epeat・d・with・2－d・ys　re・・v・・y　p・，i。d．

　　　　　　　In　additi・n・・i・m・1・・calves・w・・e・・nd・mly　as・igned　t・b・i・t・aven・u・ly・i。j，、t，d

with　vehid・・acyl・t・d　b・vi・・gh・eli・［1－27］・・a・yl・t・d　p・・cine　gh・elin［1－28］．　B。vi。，　and

P・・cine・gh・eli・・h・w・i・diff・・ent・mi・・acids　sequ・nce・at　th・i・C－t・・mina1・egi・n（T・b1，

2－1）・P・ptid・・w・re　i・ject・d・t・d・・e・f　1・O・Pgfkg・BW・t　lOOO　h・nd・e・i・1・bi・・d・ampl，、

were　collected．　Treatment　and　storage　of　plasma　was　done　as　described　earlier．

Experiments　were　repeated　with　2－days　recovery　period，

Measurements

　　　　　　　Plasma　acyl－ghrelin，　total　ghrelin，　GH，　insulin　and　PYY　ievels　were　measured　by

RIA　as　previously　described　in　Chapter　2．　All　samples　were　measured　in　a　single　assay　at

4°C・S・n・iti・ity　w・・20・e・Pg／ml，・O」0・g／ml，　O．04・9／ml，・O．04・9／ml　and・O．01・9／ml・f・・

acyl－ghrelin，　total　ghrelin，　GH，　insulin　and　PYY　RIA，　respectively．　lntraassay　CV　was　less

than　l　Oo／o　for　each　assay．　Plasma　glucose　and　NEFA　levels　were　evaluated　by　commercially

available　kits　as　previously　described　in　Chapter　3．

5㎏τ£訂’cs

　　　　　　　All　data　are　expressed　as　means土sE．M．　Statistical　difference　between　pre－and

post－injected　values　at　each　time　points　were　analyzed　using　one　vvay　ANOVA，　followed　by

rnultiple　comparisons　of　general　linear　model．　All　analyses　were　performed　using　SPSS　for

Windows，　version　10．0．O．　P＜0．05　was　considered　significant．
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RESULTS

　　　　　　　　The　changes　in　plasma　acyL　and　total　ghrelin　concentrations　in　Holstein　steers

from－15　to　l20　min　a且er　injections　are　shown　in　Fig．4・1．　Vehicle　injections　did　not

change　the　basal　plasma　acyl・・ghrelin　and　total　ghrelin　concentrations（103．15±16．11

pg／ml＆3．16土0．46　ng／ml　respectively）．　Plasma　acyl－ghrelin　levels　promptly　and

transiently　increased　after　acy1－ghrelin　injections　both　in　v／ghr　group　and　des－ghr／ghr　group

（Fig．44A）．　Plasma　total　ghrelin　levels　peaked　at　5　min　after　acyl－ghrelin　injections　in

v／ghr　group（14．05　±2．02　ng／ml）and　returned　to　the　preinjected　values　within　10　min　after

injection．　On　the　other　hand，　plasma　total　ghrelin　levels　elevated　5　min　a丘er　des－acyi

ghrelin　injection（51．03土13、81　ng／ml　fbr　des－ghr／ghr　group）and　the　level　steadily

recovered　to　the　baseline　values　60　min　after　acyl－ghrelin　adnlinistration（Fig．44B）．

　　　　　　　The　plasma　GH　concentrations　immediately　increased（peak　value　of　45．16±

10．42ng／mD　from　basai　value　of　3．36士LO7　ng／ml　after　intravenous　administration　of

acyl－ghrelin（Fig．4－2）．　The　peak　values　and　recovery　time　of　plasma　GH　between　v／ghr

group　and　des－ghr／ghr　group　were　not　differed．　The　plasma　insulin　levels　transiently

increased　from　basal　values　of　O．51士0．08　ng／ml　10　min　after　acyl－ghrelin　injections　but

the　effects　of　preinjections　of　vehicle　or　des－acyl　ghrelin　on　these　changes　were　not

observed（Fig．4－3A）．　There　was　no　significant　change　in　plasma　PYY　levels　in　all　groups

（Fig．4－3B），　however，　average　plasma　PYY　levels　were　differed　among　groups（0．70±0．05，

O．76土0．03＆0，87±0．05　ng／ml　in　v／v，　v／ghr＆des－ghr／ghr　groups　respectively，　P＜0．05）．

Plasma　glucose　concentration　was　not　altered　in　v／v　group　showlng　average　concentration

of85．45土L32　mg／dl（Fig．4－4A）．　The　transient　peak　was　seen　5　min　after　ghrelin　injection

in　v！ghr　group（97．35圭3．04　mg／dl）or　10　min　after　inj　ection　in　des－ghr／ghr　group（97．21±

4．57mg／d1）．　Plasma　NEFA　concentrations　were　elevated　from　’the　basal　values　Of　76．36±

16．33μEq／l　after　ghrelin▲njections　and　peaked　at　10　min　post－injection（175．73士21．25＆
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172・47±47・72 q／lfe・v／gh・and　des－9㎞／帥・9r・up・・e・pec・i・・ly，　Fig．繊）．

　　　　　　　Figu・e　4－5・h・w・th・・e・p…e・・fpl・・m・GH　t・th・i・t・av・n・u・b・1・・輌ecti。n、

・fb・vi・e　a・yl－gh・eli・［1－27］and・P・・cine　acyl・gh・eli・［1－28］i・3m。nth。ld　cal。，、．　B。th

b・vi・・and・P・・d・・gh・eli・・ignifi・antly・ti蜘1・t・d　GH・el・眠with・imil…P。t，n、y（th，

peak・・1…w・・e　49・73土15・37・and・42・42士1α69・g／ml・S・mi・・aft・・b・vi・・皿d　p。，ci。，

ghrel三n，　respectively）．
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Fig．4担1，Effect　of　preinj　ection　of　des・acyl　ghrelin　on　ghrelin－induced　plas皿ia　acyl－ghrelin（A）and　total

ghrelin（B）1evels　in　Holstein　steers．　Animals　were　intravenously　injected　With　vehicle　fbllowed　by

vehicle（v／v，●）；vehicle　fbllowed　by　acy1－ghrelin（v／ghr，■）；des－acyl　ghrelin　follewed　by　acyl－ghrel　in

（des・ghr／ghr，▲）．　The　arrows　indicate　the　time　of　inj　ectien．　Values　are　the　means±s．EM　fbr　5　animals．

Opened　symbols　indicate　a　significant　difference（P＜0．05）compared　w量th　pre－injected　concentrations

（H・　1　5　min）．　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　・

72



含
日

、
阜

o

60

50

40

30

2①

10

0

45 　　　0
↑↑

15 30 45 60

Time（min）

75 90 105　120
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by　acyl－ghrelin（v／ghr，■）；des－acyl　ghrelin　fbllowed　by　acyl－ghrelin（des・ghr／ghr，▲），　The　arrows

indicate　the　time　of珂ection・Values　are　the　means土s．EM　for　5　animals．　Opened　symbols　indicate　a

signifi　cant　difference（Pく0．05）compared　With　pre－injected　concentrations（－15min）．
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DISCUSSION

　　　　　　　　In　the　ci・cu1・ti・n・・d・t・mach　tiss…，gh・eli・・…b・f・und…tlea・t　tw・maj・・

m・1・cul・・f・・m・・a・yl－gh・eli・with　n－・・tan・yl・ti…nth・Ser3・e・idue，　and　des－acyl

gh・eli・whi・h　i・1ack　in　a・yl・ti・n（H…d・et・al．・2eOO司．　Des－acyl　gh・eli・…upi・、　th，

major　ponion　of　circulating　ghrelin　in　Holstein　heifers（ThidarMyint　et　al．2006）and　also

．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

In　monogastrlc　animals（Hosoda　et　al．2000⇒．　In　the　present　study，　basal　plasma　total

gh・eli・1・v・1・（i・・1・di・g・・yl－gh・elin，　des－a・yl　gh・elin　a・d　i・tact　C－t・・minal　gh・eli・

丘agments）were　approximately　24　times　higher　than　the　acyl－ghrelin　levels．　This　ratio　of

plasma　acyl－and　total　ghrelin　levels　are　differed丘om　the　results　of　the　previous　study

（ThidarMyint　et　ai．　2006）while　total　ghrelin　concentrations　are　similar　between　these　tWo

experiments．　Therefbre，　it　can　be　postulated　that　plasma　acyl－ghrelin　may　readily　fluctuate

with　the　changes　in　physiological　conditions　of　animals　compared　with　des－acyl　ghrelin

levels．　More　precise　studies　are　in　necessity　on　this　aspect．

　　　　　　　The　丘nding　of　interest　in　the　present　study　is　that　the　rate　of

degradation／elimination　of．total　ghrelin　was　relatively　delayed；plasma　total　ghrelin　levels

increased　prompt｝y　but　declined　gradually　to　the　basal　values　60　min　post一輌ection　when

bovine　des－acyl　ghrelin　was　administered　at　a　dose　of　IO　pg／kg　BW（3．24　nmo1／kg　BW；

罰g．4－1B）Jn　our　previous　stud）～it　was　observed　that　the　degradation／elimination　rate　of

plasma　total　ghrelin　concentrations　induced　by　10　pg（3．09　nmo1）acylated　bovine

ghrelin／kg　BW　was　obviously　rapid，　i．e．，　within　15　min　post－injection（Fig．3、1B）．　We　can

not　explain　the　reason　for　these　differences　in　the　present　time　but　the　rapid　degradation　or

short　half－life　of　ghrelin　has　been　reported　in　humans（Tsch6p　et　ai．2000，　Gauna　etα「．

2004）and　in　pigs（Sal　fen召’al．2004）．　Therefbre，　it　can　be　suggested　that　the　rate　of

degradation　of　ghrelin　in　circulation　is　also　rapid　in　ruminants　and　perhaps　the　structure　of

ghrelin（acylated　or　des－acyl　form）may　affect　the　degradation　rate　of　exogenous　ghrelin．
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　　　　　　　　The　resul亡s　f㌃om　the　present　study　again　demonstrated　the　potent　stimulatory　effect

of　ghrelin　on　GH　release　in　steers．　On　the　other　hand，　intravenously　pre－administered

des－acyl　ghrelin　did　not　influence　the　ghrelin－induced　GH　elevation．　In　addition，

intravenous　bolus　injections　of　bovine　and　porcine　ghrelin　of　which　different　amino　acid

sequences　at　C－temlinal　region　showed　the　similar　potency　on　GH　stimulation　in　calves．

These　findings　are　in　consistence　with　the　results　ofthe　study　by　Bednarek　et　al（200G）in

which　short　peptides　encompassing　the　first　40r　5　residues　of　ghrelin　were　capable　of

increasing　intracellular　calcium　levels　in　cells　transfected　with　the　human　GHS－Rlaabout

、、，m・i・・tly・・th・劔1－1・n帥gh・eli・」・deed，　acyl－m・dificati・n・n　it・S・～・e・id鵬・eem・

to　be　critical　fbr　the　ghrelin　to　react　with　GHS－Rla（K（）j　ima　e’aL　1999）．　However，　the

controveFsial　results　have　been　reported　by　Torsello　et　al（2002）in　which　ghrelin　analogs

that　were　truncated　in　C－te㎜inal　region　were　ineffective和stimulate　GH　release　in

neoRatal　rats　and　failed　to　displace　radiolabelled　ghrelin臼om　binding　sites　in　membranes

妾om　human　hypothalamus　and　pituitary．　Nevertheless，　the　results丘om　the　present　study

灘持o盛古ecrlticaいole　of　acyl－modification　f（）r　ghrelin　to　stimulate　GH　secretion　in

l’ugnl＃layrlts．

　　　　　　　While　the　controversial　effects　of　ghrel桓on　carbohydrate　metabo§sm　has　been

reported　by　numerous匡n　vゴvo　and加viかo　studies（Date　et　al．2002ゐうLee召’aL　2002，

Broglio　et　ai．2001，　Reimerθ’al．2003），　the　present　study頭owed　that　intravenous　bolus

inj　ection　ef　ghreiin　at　a　dose　of　1　pglkg　BW　increased　plasma　insulin　levels　in　steers．　These

data　supports　the　results　of　previous　studies　in　Rolstein　heifers（ThidarMyint　et　al．2006）

and　lactating　cows（ltOh　et召1，2006b）．　PlaSma　NEFA　levels　also　significantly　increased

fblbwed　by　ghrelin　i司ection　and　oniy　transie就increase　fbr　plasma　glucose　ievels　was

observed．　The　precise　regulatory　role　of　ghrelin　oR　carbohydrate　and血tty　acid　metaもo蓋ism

in甜minantS・Can・nOt・be・fU韮ly　eXplained　frOm　the　preSent　reSUItS，　bUt　it　iS耐ew磁hy　that

the　responsive　t油e　of　lnsulin　and　NEFA　Ieveis　was　less　rapid　compared　with也e　GH
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「esp°nse　t°gh「elin Din　the　P・e・ent…dy・・Th・・imilar・e・・1・was　seen　i・・h・P・evi・us　s・・dy

（Thida・Myi・t・t　al・2006）・・lt・can・b・・ug9・…d・・h・t　gh・elin－i・duced・GH・・ekea、e　m、y　be

「esp°nsible　f・・th・i…ea・e　i・pl・・m・i・・ulin　and・NEFA・level・．　Ag・i・，　P・e－i・jecti。，。f

des－acyl　gh・eli・did・・t・ffect・t・th・・e　chang…Recent・t・dy　by　H・ijb…et・al（2006）

・h・w・dth・t・gh「・lin　h・mp・・s　i・・uli・’・capacity・in　mice　t・・upP・e・s　end・9・…、gluc。、e

P「・d・・ti・n・wh・・ea・it・ei・f・・ce・th・・acti・n・fi・・uli・・n　gl・…edi・p・・al，　i・d・pendently。f

f・・di・take　and　b・dy　w・ight・Th・・e　m・t・b・li・・effe・t・a・e　unlik・1y　t・b・m・di・t・d　by　th，

GHS　receptor．　Therefbre，　more　precise　studies　are　necessary　to　understand　the　involvement

ofghrelin　and　ghrelin　receptor　in　the　regulation　of　glucose　and　insulin　levels　in　ruminants，

　　　　　　　In　contrast　to　the　orexigenic　effect　of　ghrelin，　PYY　secreted　forrn　L－cells　of

intestinal　tract　inhibits　feed　intake　in　monogastric　animals（Batterham　et　al．2002）．　TWo

molecular　forms　of　PYY　with　opposite　biologic　actions　are　circulating　in　the　bloedstream：

PYYI．36　stimulates　feed　intake　while　PYY3．36　inhibits（Grandt　et　al，1994）．　Both　ghrelin　and

PYY　immunoreactive　cells　are　present　throughout　the　gastrointestinal　tract（Date　et　al．

2001・　Onaga　et　ai・2000）　suggesting　the　possible　counter－regulation　of　secretion　and

fUnction　betWeen　these　peptides．　Although　the　in　formation　about　this　area　and　the　effect　of

PYY　on　feed　intake　in　ruminants　is　still　limited，　Chelikani　et　al（2006）has　reported　that

intravenous　infUsion　of　ghrelin　at　dark　onset　attenuated　the　inhibitory　effects　of　PYY3．360n

food　intake　and　gastric　emptying　in　freely　feeding　rats．　The　present　study　showed　that　the

inj　ection　of　ghrelin　alone　or　pre－inj　ection　with　des－acyl　ghrelin　had　no　clear　effect　on

plasma　PYY　levels　while　the　group　differences　in　average　plasma　PYY　levels　were

observed．　We　also　have　reported　that　plasma　ghrelin　levels　did　not　change　in　pigs

administered　with　porcine　PYY3．36（lto　et　al．2006）．　Moreover，　plasma　ghrelin　levels

fiuctuated　around　feeding　in　scheduled　meal－fed　sheep（Sugino　et　al．2002a）while　plasma

PYY　levels　were　not　altered　over　48　h　in　both　roughage　and　concentrate－fed　sheep（Onaga

et　aL　2000）．　Therefore，　it　can　be　suggested　that　the　roles　of　ghrelin　and　PYY　are
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i・d・p・・d・・ti・則minant・phy・i・1・gy，　and・t・lea・t　i・P・rt，　gh・eli・is　n・t・・eg・1・t…fpl・・m・

　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ

　PYY　concentratlons　m　rumtnants．

　　　　　　　　Although　none　of　the　endocrine　effects　of　des－acyl　ghrelin　has　not　available　to　date・

numerous　s田dies　have　shown　the　central　effect　of　des－acyl　ghrelin　in　the　respect　of　feed

regulation．　Secretion　ofdes－acyl　ghrelin丘om　the　rat　hypothalamus　increased　in　glucoprivic

states　induced　by　fasting　or　treatment　with　2－deoxy－D－glucose（2－DG），　a　selective　inhibitor

of　carbohydrate　metabolism（Sa的etα／．2005）」［bshinai　et　ai（2006）also　reported　that

central　administration　of　des－acyl　ghrelin　stimulates　feed　intake　in　GHS－R　deficient　mice，

but　not　in　orexin　deficient　mice　suggesting　the　regulatory　effect　ofdes－acyl　ghrelin　through

interactions　with　a　target　protein　distinct丘om　the　GHS－R．　The　controversial　study　by

Asakawa　et　al（2005）has　shown　the　anorexigenic　and　catabolic　effect　of　centrally

administered　des－acyl　ghrdin　in　rats．　In　that　study，　administration　of　des－acyl　ghrelin

decreased　fbod　intake　and　gastric　emptying　rate　through　an　action　on　the　paraventricular

nucleus　and　the　arcuate　nucleus　in　the　hypothalamus　of　rat．　Moreover，　des－acyl　ghrehn

overexpressing　mice　showed　moderately　decreased　linear　growth　and　exhibited　a　decrease

in　body　weight，　fbod　intake，　and　fat　pad　mass　weight．　However，　we　did　not　observe　the

involvement　ofdes－acyl　ghrelin　ih　the　endocrine　effects　of　ghrelin　in　cattle．　At　least　in　part，

the　site　of　the　injection　might　not　be　the　reason　because　des－acyl　ghrelin　can　enter　into　the

brain（Banks　et　aL　2002）．

　　　　　　　In　conclusion，　our　present　data　in則minants　is　in　agreement　with　previ皿sly

reported　studies　in　monogastric　animals　showing　the　critical　role　of　acyi－modification　for

the　endocrine　ef民cts　of　ghrelin．　Moreover，　this　is　the　f！rst　report，　as　in　our㎞owledge，　on

the　effect　of　exogenous　ghrelin　on　plasma　PYY　levels　in　ruminants．　The　possible　metabelic

effects　and　the　specific　receptor　fbr　des－acyl　ghrelin　in　ruminants　have　to　be　studied　in

advance．
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SUMMARY

　　　　　　　1・thi・exp・・im・・t・w・・t・dy・th・　・ffe・t・f　p剛ecti…fdes－acyl　gh，eli，。。

ghrelin－induced　endocrine　changes　in　Holstein　steers．　Five　Holstein　steers　were

　

Int「aven…ly・i・ject・d　with・・hid・（5　ml　O5％BSA－s・li・・）・・sy・th・・i・・d　acyl・t・d　b。。i，，

gh「elin　at・d・・e・f　1μ劇kg　BW・Th・y　w・・e　p・ei可ect・d　with・・hid…des－acyl　b。vi。，

gh・eli・（IO・Pg／kg・BW）・nd・e・i・l　bl・・d・ampli・g　w・・e　d・ne．　Pl・・m・・cyl－gh・eli。1，．，l

increased　after　ghrelin　inj　ection　and　rapidly　retumed　to　the　basal　values　within　lO　min

P・・t－i可・・ti・n・The　el・vat・d　pl・・珈・t・tal　ghreli・1・v・1・i・duced　by　des－a・yl　gh，eli，

injection　less　rapidly　retumed　to　pre珂ected　values（within　60　min）．　Bolus　administration

of　bovine　acylated　ghrelin　stimulates　plasma　GH　and　NEFA　levels．　There　was　a　transient

increase　in　plasma　insulin　and　glucose　levels　fbllowed　by　the　ghrelin　iRjection　but　plasma

PYY　levels　did　not　change．　Pre－injection　of　des－acyl　ghrelin　did　not　influence也e　endocrine

effects　of　ghrelin　in　Holstein　steers．　Moreover，　i．v．　bovine　and　porcine　acylated　ghrelin

i可ection　to　calves　at　a　dose　of　lμg／kg　BW　induced　equal　and　potent　GH　release．　These

data　indicates　that　acyl－modifica直on　of　ghrelin　at　Ser3　residue　is　critical　fbr　the　endocrine

effects　of　ghrelin　in　ruminants．
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Chapter　5（Experiment　4）

C・mbined　administrati・n・fgbrelin　and　GHRH　synergisti・ally

　　　　　　stimUlates　GH　release　in　H・Rstein　preweaning　calves

INTRODUCTIO］N

　　　　　　　The　circadian　and　pulsatile　secretion　of　GH　from　the　anterior　pituitary　gland　is

m・i・ly・eg・1・t・d・by・tW・hyp・th・1・mi・h・m・n…th・・tim・1・t・・y　GHRH・・d　th・i・hibit・・y

somatostatin　SRIF（McMahon　et　al．2001b）．　Other　synthetic　hexa－or　penta－peptides，

known　as　GHRP　or　nonpeptidyl　GHSs，　also　stimulate　GH　release　via　the　specific　G－protein

coupled　receptor　GHS－R（Bowers　et　al．1984，　Smith　et　aL　l　993）．　In　1999，　the　endogenous

ligand　of　GHS－R，　ghrelin，　was　firstly　purified　ffom　stomach　of　rat　and　reported　as　a　potent

GH　release　stimulant（Kojima　et　a1．1999）．　Ghrelin　is　also　known　as　an　anabolic　hormone

because　it　stimulates　feeding　and　reduces　fat　oxidation，　thus　leading　to　adiposity（Tsch6p　et

aL　2000）．］［b　date，　several　studies　in　monogastric　animals　showed　that　ghrelin　is　the　third

regulator　of　the　adenohypophysial　axis　since　it　acts　synergistically　in　vivo　or　additively加

vitro　with　GHRH　to　release　GH（Anderson　et　al．2005）．

　　　　　　　Ruminant　ghrelin　is　a　peptide　consisting　of　27　amino　acids　with　octanoylation　on

Ser3　residue　of　N－terminal　region（Kita　et　al．2005）which　modification　is　essential　fbr　the

bioactivity　of　ghrelin　on　GH　secretion（K（｝jima　etα1．1999）．　Another　fbrm　of　ghrelin，

des－acyl　ghrelin，　represents　the　maj　or　portion　of　circulating　ghrelin（Hosoda　et　al．2000a，

ThidarMyint　et　aL　2006）．　Ghrelin　was　detected　in　bovlne　oxyntic　glands　of　abomasal

tissues（Hayash｛da　et　al．2001）and　preprandial　surges　of　plasma　active　ghrelin

concentrations　were　observed　in　scheduled－meal　fed　sheep（Sugino　et　aL　2002a），

suggesting　that　ghrelin　may　be　involved　in　appetite　regulation　in　ruminant　species．　ln　our
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previous　study，　we　bave　shown　that　both　active　and　total　ghrelin　circulate　in　the　n」minant

blood　stream　and　that　exogenous　ghrelin　dose－dependently　stimulates　GH　secretion　in

Holstein　heifers（ThidarMyint　et　ai．2006）．　Another　study　also　reported　that　ghrelin－induced

GH　secretion　is　higher　in　early　lactating　cows　than　in　calves　and　late－lactating　cows（ltohε’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　　　　　　　　ロ　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　ロal，2005）．　Therefbre，　ghrelin　is　an　important　regulator　of　the　somatotroplc　axls　In　rumlnants

and　the　e脆ct　of　ghrelin　might　be　altered　by　the　physiological　status　of　animals．

Nevertheless，　a　recent　in　vitro　study　showed　no　synergistic　or　addltive　effect　of　ghrelin　and

GHRH　on　GH　secretion廿om　ruminant　adenohypophysial　cells（Hashizume　et　al．2003）．　To

the　best　of　our㎞owledge，　there　is　no　report　on　associations　betWeen　ghrelin　and　6HRH加

v加oin　ruminant　species．　In　this　study，　we　investigated　the　effects　of　ghrelln，　GHRH　and

their　combined　administration　on　plasma　GH，　IGF－1，　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　in

Holstein　bull　calves．　Moreover，　we　examined　whether　or　not　the　interaction　of　ghrelin　and

GHRH　on　these　parameters　were　altered　after　weaning．　We　also　studied　the　possible

changes　of　plasma　active　and　total　ghrelin　conCentrations　in　the　pre－and　postweaning

periods　because　weaning　induces　changes　in　endocrine　regulators　in　ruminants（Katoh　et　al．

2004，Ybnekura　et　al．2002）．
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MATERIALS　ANI）METHODS

Animals

　　　　　　　Si・H・1・t・i・b・ll　cal…（18士2d・y・・f・g・，405土1，7　kgBW）w・・e　p・・ch、，ed

廿・mac・mm・・ci・1　P・・duce・釦d　h…ed　i・i・di・id・・l　p・n・in　n・t・・al・light－d・・㎞ess　cyd，．

Calves　were　bottle・・fed　with　300　g　milk　substitute（crude　protein　26％，　crude　fat　20％，　crude

fiber　less　than　l％，　crude　ash　10％，　Calf　milk　Ar，　Snow　Brand，　Japan）in　21iters　of

l・k・w・・mw・t・・p・・meal　tw・tim・・p・・d・y（0900　h＆1700　h）．　C・lf・t加・・（・・ud・p・・t，i。

25％・…d・fat　2％・c・ud・打b・・7％，・mde　a・h　lO％，　C・lfMan・・，　M飢・・p・・－c・甲・・ati。。，

St．Louis，　USA），　Timothy　hay　and　water　were　supp｛ied　ad　libitum．　After　weaning　at　6　weeks

of　age，　calves　were　raised　in　flock　and　offered　concentrate　fbr　growing　calves（crude

protein　l　4％，　crude　f…荘1．5％，　crude　fiber　8％，　crude　ash　7％，　Hokuren，　Sapporo，　Japan）

instead　of　milk　substitute．　Water　and　hay　were　provided　ad　1’b匡tum　with　mineral　salt．

Average　daily　gain　during　the　experiment　was　O．77　kg．　Obihiro　University　Animal　Use　and

Care　Committee　approved　the　experimental　procedures　of　the　study．

Peptides

　　　　　　　n－Octanoylated　bovine　ghrelin　（1－27）and　human　GHRH－NH2（L29）were

synthesized　with　Fmoc　strategy　of　solid　phase　peptide　synthesis　procedures．　Peptidyl　resin

was　cleaved　with　TFA　fo皿owed　by　puri　fication　on　a　TSK　ODS－120A　column（7．8　mm　ID　x

30cm）by　HPLC（1inear　gradient　of　O－60％CH3CN）and丘actions　containing　peptides　were

lyophilized．　Peptides　were　dissolved　in　sterile　de－ionized　water　and　diluted　with　sterile

O．1％BSA　dissolved　in　physiological　saline　to　reach　l　mg／ml　and　stored　at－80℃．　The

amino　acid　sequence　of　first　29　residues　of　GHRH　is　reported　as　the　shortest　fragment

required　f〈）r　fUll　capacity　of　GH－releasing　activity　in　vivo（Ling　et　a～，1984，　Hodate　et　al，

1986）and　represents　the　high　degree　of　sequence　conservation　among　species（Frohman
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LA＆Jansson　JO，1986）．

Pe　ptide　admin」醜’己2〃oηand　sampling　procedures

　　　　　　　　Tb　study　the　effect　of　ghrelin　and／or　GHR｝I　on　plasma　GH　levels　during　the

pre－weaning　period，　a　sterilized　polyethylene　catheter　was　inserted　nonsurgical｝y　into　an

external　jugular　vein　of　each　calfIday　prior　to　the　start　ofexperiments　when　calves　were　5

weeks　old　and　weighed　51．2土23　kg（±SEM）．　The　catheter　vvas　fixed　to　the　skin　with　a

silk　ligature　and　the　patency　was　maintained　with　heparinized　saline．　This　catheter　was

used　f（｝r　bαh　peptide　injection　and　blood　sampling．　Body　weight　was　measured　one　day

befbre　each面ection　to　allow　the　detemination　of　peptide　doses．　Calves　were　assigned

randomly　to　injection　of　vehic］e（5　ml　O．1％BSA－saline），　ghrelin（1μg／kg　BW　equivalent

to　O．3　nmol　per　kg），　GHRH（α25　pg／kg　BW　equivalent　to　O．074　nmol　per　kg）or　a

combination　ofghrelin（1μg／kg　BW）and　GHRH（0．25　pg／kg　BW）separated　by　l　or　2　days

between　experiments．　All　calves　received　al　l　treatments．　Therefbre，　the　number　of　animals

in　each　treatment　group　was　6．　The　dose　ofghrelin（1μg／kg）was　chosen　from　our　prevlous

study（ThidarMyint　et　al．2006）．　Preliminary　studies　showed　that　the　stimulatory　effects　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■two　doses　of　synthesized　human　GHRH（0．25　and　LO　pg／kg　BW）on　GH　secretlon　were

similar　in　Holstein　buli　calves（ThidarMyintθ’al．　unpubiished　data）．　Therefbre　the　dose　of

O．25μg／kg　BW　was　chosen　fbr　GHRH．　Peptides　were　injected　at　1200　h　and　serial　blood

samples（5　ml　each）were　withdrawn　immediately　before（－15　and　O）and　at　5，10，15，20，

30，45，60，90，120min　a丘er　each　inj　ection．　Plasma　was　transferred　to　tubes　and　stored　in

triplicate　at－30℃fbr　later　analysis．　One　ponion　of　plasma　was　acidified　by　I　M　HCI　fbr

ghrelin　assays，　Experimental　procedures　were　repeated　when　the　calves　reached　10weeks

of　age（post－weaning　period，73．1土3．9　kg　BW），　but　in　contrast　to　the　preweaning　period，

calves　were　loosely　a杜ached　during　blood　sampling．　　　　　　　　　　．
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Measurement邨吻∫〃la加r〃iones・and〃オ飾占01白es

　　　　　　　Plasma　active　ghrelin，　total　ghrelin，　GH　and　insulin　concentrations　were　measured

by　d・・b1・antib・dy　RIA・・p・evi…ly　d・・c・ib・d（Thid・・Myi・t口1．　2006）．　Th，　IGF－1

　　　　　　　　　ロconcentratlon　was　measured　by　RIA（Lee　et　al．2000）a負er　extraction　of　plasma　with

・・ld－eth・n・1（D・ugh・d・y・t・al・1980）・Al1・ampl・・w・・e　mea・u・ed　i・d・pli・・te　at　4℃．

Average　inter－assay　and　intra－assay　coefficients　of　variation　were　12％and　l　l％fbr　active

ghrelin，13％and　6％fbr　total　ghrelin，5％and　5％fbr　GH，15％aηd　l　l％fbr　insulin，　and

9％・・d5％f・・IGF－1・・e・p・cti・・ly・・Pl・・m・gl・・…and　NEFA　Ievd・w・・e　m・・…ed　by

commercially　avaHable　kits（Code　No．439－90901　and　279－75401　respectively，　Wako，

Japan）．

Statistics

　　　　　　　All　data　are　presented　as　means±s．E．M．　Values　of　the　time　points　at－15and　O　m　in

were　averaged　and　used　as　pre－i司ected　values．　The　significant　differences　in　the　plasma

　　　　　　　　　るconcentratlons　at　each　time　points，　and　changes　in　the　effects　oftreatments　before　and　a丘er

　　　　ロweanlng　were　analyzed　using　repeated　measures　ANOVA．　The　values　of　AUC　of　each

ho㎜one飯120　min　after　the　injection　of　vehicle，　ghrelin，　GHRH　or　thelr　combination

were　calculated　by　using　the　trapezoid　method　and　compared　with　Student’s　paired　t－test

after　subtraction　of　correspondent　pre－i再ected　AUC（from　－15　te　O　min）．　All　analyses　were

performed　using　SPSS｛br　Windows，　version　lO．0．0．　P＜0．05　was　considered　s▲gnificant．
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RESUffS

五asa1、ρ加5〃2a　CO”C召〃rations　arOU〃d　weaning

　　　　　　　B・・al　p1・・ma　c・・cent・・tl・…facti・・gh・eli・，　t・t・l　gh・e臨GH・i…li・・IGF－1・

gl・c…and　NEFA　ar…mm・・i・・d　i・酬・5－1・Pl・・m・i・・uli・・91uc・・e　and　NEFA

concentrations　were　卜igher　during　the　preweaning　period　（P　＜　0．001），　while　the

concentrations　ofactive　ghrelin，　total　ghrelin，　GH　and　IGF－11evels　were　similar　during　the

pre－and　postweaning　Periods・

Effect　ofpeptide　injections　on　plasma　GH　eoncentrations

　　　　　　　Figure　5－1．　shows　the　response　of　plasma　GH　concentrations　to　vehicle，　ghrelin，

GHRH　and　their　combined　administration　around　weaning．　Vehicle　injection　did　not　affect

basal　plasma　GH　levels．　In　the　preweaning　period（Fig．5－1A），　plasma　GH　levels　reached

peak　values　at　5　min　afier　injectien　and　retumed　to　pre－injected　values　within　30　min：the

P・・k・valu・・i・・a1…iaject・d　gh・eli…GHRH・1…w・・e・imil・・（29・6土5・3・9tml・ft・・

ghrelin；25．9圭5．4　ng／ml　after　GHRH），　but　the　GH　response　to　ghrelin　plus　GHRH　was

greater（102．3±35．7　ng／ml；P＜0．001）than　the　sum　of　the　GH　responses　to　ghrelin　and

GHRH　alone．　After　weaning（Fig．5－1B），　plasma　GH　levels　increased　immediately　after

peptide珂ections　and　peaked　at　I　O　min（53．2圭14．5　ng／ml　after　ghrelin；77．9土31．2　ng／ml

after　GHRI｛；92．9圭19．7　ng／ml　after　ghrelin　plus　GHRH）．　Thereafter，　plasma　GH　levels

gradually　retumed　to　pre－injected　values　at　30，45　and　90　min　after　injection　of　ghrelin，

GHRI・1　and　ghrelin　plus　GHRH，　respectively．

　　　　　　　Likewise，　the　values　of　GH　AUCs　for　120　mi皿after　injection　in　ghrelin－alone　or

GHRH－alone　groups　were　similar（811．5土37．5　vs　934．8土136．8　ng・min／ml）in　the

preweaning　period（Fig．5－2）．　GH　AUC　in　ghrelin　plus　GHRH　group　was　significantly

greater（2941．1土529．3　ng・min／ml，．P＜0．05）than　the　sum　of　GH　AUCs　responsive　to　the

88



j　nj　ecti°n°f　gh・eli・．・1・n・　・nd　GHRH・1・n…Th・・ef・・e・we　c・n・id・・ed・h・・gh・eli・・nd

GHRH・y…gi・ti・ally・tim・1・t・GH・e・・eti・n．　Wh…al…w・・e　w，、ned，、。mbi、ed

administration　of　ghrelin　and　GHRH　induced　a　higher　GH　AUC（4086．1土4555

ng・min／ml）than　that　of　ghreIin　alone（1665．9土215．3　ng・min／ml，　P＜0．001），　but　similar　to

that　of　GHRH　alone（3047．4土823．6　ng・min／ml，　P＝O．295）．　The　GH　AUCs　in　the

postweaning　period　were　greater　than　those　of　the　preweaning　period　when　peptides　were

i・ject・d・1・ne（P＜0・05）・H・w・v…th・val・…fGH　AUC・・fgh・eli・pl・・GHRH・9r・up・

were　similar（P＝O．18）．

Effects　on　O〆her・hormo〃es・and〃Te鋤o輪冨

　　　　　　　Plasma　active　ghrelin　and　total　ghrelin　were　transiently　elevated　after

administration　with　ghrelin　alone　or　in　combination　with　GHRH（average　peak　values；

913．2士88．9pg／ml　and　18．9±2．3　ng／ml　respectiveIy），　however；injection　of　GHRH　alone

or　in　combination　with　ghrelin　did　not　modify　the　plasma　active　or　total　ghrelin

concentrations．　Moreover，　plasma　IGF－1，　insulin，　glucose，　or　NEFA　concentrations　were

not　significantly　changed　by　vehicle　or　peptide　ad　mlnistration（data　not　shown）．

89



Table　5－1．　Basala　plasma　concentrations　of　hormones　and　metabolites　in　Holstein　bull

calves　before　and　after　weaningb．

Preweaning　Period

　　（5　wk　of　age）

PostWeaning　Period

　　（10wk　of　age）

Active　ghrelin（P9／ml）

Total　ghrelin（ng／m1）

GH（ng／ml）

IGF・・1（ng／ml）

Insulin（ng／ml）

Glucose（mmoles／L）

NEFA（mEq／L）

408，1土86．8

　　2．8±0．3

　　2．4±0．8

41．7土9．7

　　1．7土0。7

　　52±0．2

　0，16士0．02

598．2±113．4

　　3．1土O．8

　　3．4士1．0

　39．2土7．2

　　0．4±0．1＊＊＊

　　4．0±0．2＊＊＊

　0，06士0．01＊＊＊

謙竃曇灘灘謡鵠　蒜6t・dg・・up－5t・12・mi・・

＊＊＊P＜O．001vs　correspondent　value　ofpre－weaning　period
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Fig．5－1．　Plasma　GH　responses　to　the　iv　injeCti卯of　vehicle（●），　n・・octanoylated　bovine　ghrelin　at　1

μg／kg　BW（■），　human　GHRH　amide（1－29）at　O．25　pg／kg　BW（▲）and　their　combination（◇）in　Holstein

bull　calves　at　5　weeks　of　age（A；preweaning　period）and　at　10　weeks　of　age（B；postweaning　period）．

Calves　were　weaned　at　6　weeks．　The　bolus　irjec60ns　were　done　at　O　min．　Data　are　expressed　as　means　±

s．E．M．　for　6　animals．　Open　symbols　indicate　a　signi丘cant（lifference（P＜0．05）compared　with　the　mean

ofpre－inj　eCted　values（－15　to　O　min）．
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Fig．5－2．　The　plasma　GH　area　under　the　curve（AUC）fbr　120　min　after　acute　intravenous　inj　ection　of

vehicle，　n－oct皿oylated　bovine　ghrel▲n　at　1　pg／kg，　human　GH［RH　amide（1－29）at　O．25　pg／kg　and　their

comblnation　jn　Holstein　bul　l　calves．　Open　columns　represent　the　values　of　pre－weaning　pe加d（5　week

of　age）and　closed　columns　represent　the　values　of　post－weaning　period（10week　of　age）．　Calves　were

weaned　at　the　age　of　6　week　The　values　shown　are　mean±s．EM　fbr　6　animal　s・

＊P＜0．05，＊＊Pく0，01vs　correspondent　value　betWeen　pre－and　post・weaning　periods．

a’b’c　represent　values　that　are　significantly　different　within　pre－weaning　period（P＜0．05）

x’@Y’　z　represent　values　that　are　significantly　different　within　post－weaning　period（Pく0．05）
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1）ISCUSSION

　　　　　　　　In　the　present　study，　we　demonstrate　that　the　coadministration　of　ghrelin　and

GHRH　had　a　synergistic　effect　on　GH　secretion　in　preweaning　calves　and　that　this　effect

w・・1・st　aft・・weani・g・P・evi・u・匡・・加・studies　h・v・，　t・・，・ep・rt・d・・y…gi・tic　e品t。f

ghrelin　and　GHRH　on　GH　responses　in　humans（Arvat　et　al．2001，Hataya　et　al．2001）．　On

the　other　hand，　in　v匡ぴo　studies　could　not　demonstrate　that　ghrekin　has　a　synergistic　or

additive　effect　with　GHRH　on　the　GH　release　from　bovine，　porcine　and　rat　anterior

pituitary　glands（Hashizume　et　al．　2003，　Malagon　et　aL　2003，　Yamazaki　et　al．2002），　These

discrepancies　in　the　results　between加vtVo　and　in　v匡tro　studies　suggest　that　the　effect　of

ghrelin　on　GH　secretion　is　not　only　llmited　to　the　pituitary，　but　likely　also　involves　effects

on　GHRH　release　from　the　hypothalamus．　This　assurnption　is　based　on　the　fact　that　ghrelin

and　GHS－R　are　both　produced　in　the　hypothalamus（Anderson　e’a1．2005）．　Recent　in　vitro

and　in　vivo　studies　have　reported　that　ghrelin　stimulates　GHRH　release（Mogi　et　al．2004，

Wren　et　al．2002）．　lt　is　also　possible　that　ghrelin　a皿d　GHRH　stimulate　GH　secretion　f「om

somatotrophs　via　different　pathways．　Indeed，　ghrelin　and　GHRH　regulate　GH　secretion

through　complex　interdependent　intracellular　signaling　pathways．　It　is　generally　accepted

that　the　route　of　ghrelin　to　promote　GH　release　is　via　GHS・R　type　la，　which　is　coupled

with　the　phospholipase　C／inositol　phosphate／protein　kinase　C　signaling　pathway，　while

GHRH　binds　to　GHRH－R　vvhich　activates　the　adenylate　cyclase／cAMP／protein　kinase　A

signaling　pathway（Anderson　et　al．2005）．　Moreover，　it　ls　noteworthy　to　consider　the

possibility　of　subpopulations　of　bovine　somatotrophs　that　are　responsive　to　ghretin，　G｝㎜

or　both　stimulants　since　Mitani　et　al（1996）reported　based　on　studies　using　reverse

haemolytic　plaque　assay　that　there　are　at　least　three　f已nctionatly　distinct　somatotroph

subpopulatlons　that　responded　to　GHRP－6，　GHRH　and　both　st三mulants　in　rat　anterior

pituitary　cells．　Further　studies　on　expression　and　fUnctional　regulation　of　ghrelin　in　the
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　bovine　anterior　pituitary　glands　is　needed・

　　　　　　　　We　also　observed　that　the　effects　of　ghrelin　and　GHRH　to　elicit　GH　release

bec。m・m…p・tent・fter　w・arli・g　wh・・th・p・ptid・・w…i・ject・d　i・d・p・・d・ntly・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

However，　synergistic　effect　of　ghrelin　and　GHRH　on　GH　secretlon　seen　ln　preweanmg

calves　was　no　longer　observed．　It　can　be　suggested　that　the　greater　GH　responses　to

individual　stimulants　might　mask　the　possible　synergistic　or　additive　effect　of　ghrelin　with

GHRH　in　weaned　calves．　Furthermore，　it　is　possible　that　the　effect　of　individual　stimulants

and　their　interaction　on　the　hypothalamo－pituitary　axis　alter　after　weaning　since　several

studies　have　reported‡hat　dlgestive　and　endocrine　systems　including　the　somatotropic　axis

are　affected　by　weaning　in　ruminants（Katoh　e’al．2004，　Yonekura　e’al．2002）．

Unfortunately，　it　is　difficult　to　elucidate由at　weaning　is　the　major　influencing飴ctor　for

these　changes　because　we　did　not　s加dy　age－matched　un－weaned　animals　in　the　present

experiment．　However，　based　on　the　fact　that　basal　plasma　GH　concentrations　and　the　values

ofGH　responses　elicited　by　the　combination　of　ghrelin　plus　GHRRH　were　similar　in　pre－and

post－weaning　periods，　it　can　be　postulated　that　the　basal　GH　releasing　capacity　of

somatotrophs　were　similar　in　pre－and　postweaning　periods．　It　is　possible　that　the

proportions　of　subpopu　lations　of　somatotrophs　that　are　responsive　to　ghrelin，　GHRH，　and

to　both　secretagogues　might　change　during　the　weaning．

　　　　　　　Several　studies　have　reported　that　the　potency　of　ghrelin　on　GH　stimulation　is

weaker　when　compared　with　GHRH　in　humans（Andersonθ’al．2005，　Hataya　et　al．　2001）．

ln　contrast，　Seoane　e’al（2000）showed　that　ghrelin　has　similar　or　stronger　potency　on　GH

release　compared　with　GHRH　in　humans．　ln　the　previously　reported　study　in　ruminants，　the

stim副atory　effect　of　ghrelin　was　weaker　than　that　of　GHRH，　but　increased　while　GH

secretory　response　to　GHRH　was　blunted　or　relatively　weak　in　early　lactating　cows（ltoh　et

al．2005）．　We　have　shown　in　Holstein　heifers　that　physiological　doses　of　ghrelin　could

stimulate　GH　secretlon　while　higher　doses　also　enhanced　plasma　insulin　and　NEFA　levels
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（Thid・・Myi・t　et　al・　2006）・Th・p・e・ent　d・ta　a1…h・w・d　th・t　gh・eli・h・d・・mp・・abl・・effe。t

with　GHRH・n　GH・e・p・n・e・i・・calves・・Th・・ef・・e，　ghreli・i・an　imp・rtal・t・eg・1・t。，。f　GH

　　　　　　　　　　　　　　　SeCretlOn　in　rUminantS．

　　　　　　　The　present　data　also　showed　that　both　active　and　totai　ghrelin　concentrations

between　feeding　times　remained　unchanged　across　the　pre－　and　postweaning　periods　in　buil

calves．　A　recent　study　by　Kobayashi　et　al（2006）also　showed　that　plasma　active　ghrelin

levels　were　not　changed　by　feeding　in　young　goats．　As　in　our　previous　study，　plasma　total

ghrelin　concentration　in　Holstein　heifers　was　higher（16　times）than　active　ghrelin　levels

（ThidarMyint　et　ai．2006）．　Again，　we　observed　that　the　ratio　of　active　and　tota｝ghrelin，

independent　of　feeding　time，　is　lower（1：7）in　bull　calves　and　that　this　ratio　did　not　change

after　weaning．　Moreover，　plasma　total　ghrelin　concentrations　were　similar　in　the　two

studies　while　plasma　active　ghrelin　concentrations　were　higher　in　bull　calves　than　heifers．

Further　stUdies　on　plasma　active　and　total　ghrelin　levels　by　sex，　physiological　stage，

feeding　time　and　nutritional　status　may　be　helpfUI　for　a　deeper　understanding　ofthe　role　of

ghrelin　in　ruminant　physiology．

　　　　　　　On　the　other　hand，　significant　changes　in　plasma　IGF－1，　glucose　and　NEFA

concentrations　were　not　observed　over　2　h　sampllng　period　in　al　l　group．　However，　basal

plasma　insulin，　glucose　and　NEFA　concentrations　were　higher　in　the　preweaning　period

compared　with　the　values　of　postWeaning　period．　Feeding　time　might　not　be　the　reason　for

these　discrepancies　because　blood　sampling　procedures　were　done　between　meal　times

（started　at　3　h　after　morning　feeding　and　finished　at　3　h　before　evening　feeding）in　both　pre－

and　post　weaning　period．　It　can　be　suggested　that　differences　in　feed　composition，

developmental　changes　of　gastrointestinal　tract　such　as　ruminal　maturation　around　weaning，

or　by　aging　may　influence　the　plasma　insulin，　glucose　and　NEFA　Ievels　but　ghrelin　might

not　be　a　major　regulator　in　this　process．

　　　　　　　In　conclusion，　this　study　demonstrates　that　ghrelin　synergistically　stimulated　GH
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reiease　with　GHRH　in　the　preweaning　calves，　but　this　e丘fect　was　obviously　lost　after

weaning，　Basal　plasma　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　declined　after　weaning　but　acute

intravenous　administration　of　ghrelin，　GHRH　and　their　combination　failed　to　induce　any

changes　on　these　parameters．　Although　fUrther　investigation　on　the　precise　role　of　ghrelin

on　the　GH・・IGF－1　axis　in　ruminants　in　Clifferent　physiological　stages　is　needed，　our　study

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
showed　a　major　role　of　ghrelin　on　regUlation　of　GH　secretion　in　young　ruminants．
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SUMMARY

　　　　　　　Ghrelin　is　a　gut　peptide　which　participates　in　growth　regulation　through　its

somatotropic，　lipogenic　and　orexigenic　effects．　Synergism　of　ghrelin　and　GHRH　on　GH

secretion　has　been　reported　in　humans　and　rats，　but　not　in　domestic　animals　in　vivo．　In　this

study，　effects　of　a　combination　of　ghrelin　and　GHRI｛on　plasma　GH　and　other　metaboUc

parameters，　and　changes　in　plasma　active　and　total　ghrelin　levels　were　studied　in　Holstein

buU　calves　befbre　and　after　weaning．　Six　calves　were　intravenously　injected　with　vehicle

（0．1％BSA－saline），　ghrelin（1μg／kg　BW），　GHRH（025μg／kg　BW）or　a　combination　of

ghrelin　plus　GHRH　at　the　age　of　5　weeks　and　lO　weeks（weaning　at　6　weeks　of　age）．

Ghrelin　stimulated　GH　relea」se　with　similar　potency　as　GHRH　and　their　combined

administration　synergistically　stimulated　GH　release　in　preweaning　calves．　ARer　weaning，

GH　responses　to　ghrelin　and　GHRH　became　greater　compared　with　the　values　of

preweaning　calves，　but　a　synergistic　effect　of　ghrelin　and　GHRH　was　not　observed．　The

GH　areas　under　the　concentration　curves　fbr　2　h　post－i可ection　were　greater　in　weaned　than

in　preweaning　calves（IP＜0．05）ifghrelin　or　GHRH　were面ected　alone，　but　were　similar　if

ghrelin　and　GHRH　were　ir∂ected　togetheL　Basal　plasma　active　and　total　ghrelin　levels　did

not　change　around　weaning，　but　transiently　increased　a丘er　ghrelin　injection．　Basal　plasma

insulin，　glucose　and　non－esterified　f乞tty　acid　leveis　were　reduced　after　weaning，　but　no

changes　by　treatments　were　observed．　In　conclusion，　ghrelin　and　GHRH　synergistically

stimulated　GH　release　in　preweaning　calves，　but　this　effect　was　lost　after　weaning．
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Chapter　6（Experiment　5）

Effects　of　repeated　administratien　of　ghrelin　on　plasma

hormones　and　metabolites　in　Holstein　steers

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTION

　　　　　　　In　the　previous　experiments，　we　have　observed　the　potent　stimulatory　effect　of

ghrelin，　gastric－derived　GHS，　on　GH　stimulation　in　Holstein　cattle（Chapter　3：ThidarMyint

et　al．2006，　and　chapter　4）．　In　addition，　intravenous　administration　of　ghrelin　has

stimulatory　effect　on　pIasma　insulin　and　NEFA　levels　indicating　the　important　role　of　this

peripheral　hormone　in　ruminant　physiology．　Moreover，　ghrelin　and　hypothalamic　GHRH

synergistically　stimulate　GH　release　when　they　were　intravenously　co－administered　in

pre－weaning　calves（Chapter　5：ThidarMyint　et　al．2008），　The　acyl－modification　on　its　ser3

residue　seems　to　be　critical　fbr　ghrelin　to　activate　its　cognate　G－protein　coupled　receptor，

GHS－Rla，　since　the　des－acyl　ghrelin　which　is　lack　in　octanyolation　did　not　modify　the

endocrine　or　metabolic　effects　of　ghrelin（Chapter　4）．

　　　　　　　Studies　by　radioreceptor　assay　and　immunofluorescent　histochemistry　reported

that　GHS－R　is　detected　in　the　numerous　peripheral　endocrine　and　nonendocrine　tissues

including　gastrointestinal　tract　in　humans，　rats　and　ruminants（Papotti　et　al．2000，　Dass　et　al．

2003，Miller　et　al．2005）．　Moreover，　both　ghrelin　and　GHS－R，　at　mRNA　and　peptide　levels

are　present　in　the　hypothalamus　and　pitUitary（Korbonits　et　aL　2001，　Miller　et　al．2005）

suggesting　the　endocrine　and　possible　autocrine／paracrine　modulatory　effect　of　ghrelin、

Although　synergism　between　ghrelin　and　GHRH　on　GH　secretion　has　been　reported　in

humans（Arvat　et　al．2001）and　also　in　ruminants（ThidarMyint　et　aL　2008），　the　endocrine

responses　to　ghrelin　were　not　modified　by　the　coadministration　of　hexarelin，　a　nonnatural

peptidyl　GHS（Arvat　et　al．2001），　and　ghrelin　was　partially　resistant　to　the　homologus
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desensitization　exerted　by　GHRP－6（Micic　et　al．　2002）．　These　data　suggest　the　existence　of

additional　un－identified　receptor　rather　than　GHS－RIafbr　natural　and　nonnatural　GHSs，　or

different　intracellular　mechanlsms　inserted　by　these　compounds（Anderson　et　al．2005）．　In

，at，　Y、mazaki　et・1．（2002）h・v…p・rt・d　th・t・e・i・l　ghrelin　stim・lati・n　t・the　di・persed

ant・・i・・pit・it・・y　cel1・at　l　h　i・t・rv・1・dec・ea・ed　GH－re・p・n・e，　b・t　th・・e・p・n・e・ec・v・・ed

wlth　stimulatien　at　3　h　intervals，　The　authors　suggested　the　strong　desensitizatlon　of　ghrelin

（receptor　down－regulation）to　the　somatotrophs」t　was　supported　by　the　results　in　human

embryonic　kidney（｝IEK）293　ce田ine　that　stably　expresses　the　human　GHS・Rla　in　which

ghre煽binding　to　these　cells　rapidly　down－regulated　the　GHS－R（Camifia　et　al．2004）．　In

the　present　experiment，　we　studied　the　characteristic　of　the　effect　of　ghrelil　on　plasma

ghrelin，　GH，　insulin　and　metabolites　in　steers　by　using　the　serial　intravenous　inj　ections　of

ghrelin．
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MATERIALS　AND　METHODS

An’inals　and　Experimentalprocedures

　　　　　　　Five　Holstein　steers（257±3days　old，250土10　kg　BW）were　housed　under

natural　dark－light　cycle．　They　were　fed　twice　daily（0800　h＆1600　h）with　commercially

avaHable　concentrates（crude　protein　14％，　crude　fat　l．5％，　crude丘ber　8％，　and　crude　ash

7％，Hokuren，　Japan）to　meet　the　daily　energy　requirements　according　to　the　Japanese

Nutritional　Standard　fbr　beef　cattle（2002）．　Animals　finished　eating　concentrate　within

20min．　The　timothy　hay，　mineral　salt　block　and　water　were丘ee・choice．　Body　weight　was

measured　on　the　previous　day　of　experiment．　Steers　were　assigned　to　randomized

cross－over　study　and　were　irjected　repeatedly　with　vehicle（5　mi　O5％BAS・saline）or　lμg

bovine　ghrelin／kg　BW　2　h　intervally　fbr　4　times（0800，1000，1200　and　1400　h）and　serial

blood　samplings　were　done丘om　O730　h　to　1600　h．　At　the　experimental　day，　water　and

mineral　salt　block　was　given　continuously　but　concentrate　and　hay　were　supplied　at　the　end

of　blood　sampling．　Plasma　was　treated　as　described　in　previous　sections　and　experiments

were　carried－out　with　2－day　recovery　period．

磁α∫醐〃1ent　ofplas脚加r〃lon¢s・anば〃昭ta加lites

　　　　　　　Plasma　acyl－ghrelin，　ghrelin，　GH　and　insulin　were　measured　by　RIA　as　previously

described　in　Chapter　2．　All　samples　were　measured　in　single　assay　at　4℃．　Sensitivity　and

intraassay　CV　were　17．42　Pg／ml　and　6．5％fbr　acyl－ghrelin　RIA，0．05　n｛訂ml　and　10．7％fbr

ghrelin　RIA，0．14　ng！ml　and　9．7％fbr　GH　RIA，0．004ng／ml　and　10．7％fbr　insulin　R．IA

respectively．　Plasma　glucose　and　NEFA　levels　were　evaluated　by　commercially　available

kits（Code　No．439－90901　and　279－75401，respectively，　Wako，　Japan）．
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Statistica’analysis

　　　　　　　All　data　are　presented　as　Ineans土s．E．M．　The　significant　differences　in　the　plasma

concentrations　at　each　time　points　were　analyzed　Using　repeated　measures　ANOVA．　The

values　of　AUCs　fbr　120　min　after　each　ir蓼ection　of　vehicle　or　ghreSin　were　calculated　by

using　the　trapezoid　method　and　compared　with　Student’s　paired’－test．　All　analyses　were

performed　using　SPSS　for　Windows　version　10，0．0．　P＜0．05　was　considered　signi負cant．
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RESULTS

　　　　　　　Fig．6．1　shows　the　changes　in　plasma　acyl－ghreLin（A）and　total　ghrelin（B）

concentrations　followed　by　the　repeated　injections　of　vehicle　and　ghrelin　every　2　h　fbr　8　h

in　Holstein　steers．　The　basal　plasma　acyl　and　total　ghrelin　levels　for　8　h（average　values　of

O．54圭O．08ng／ml　and　2．06±0．50　ng／ml　respectively）were　not　modified　by　vehicSe

injection．　W　hen　ghrelin　was　repeatedly　administered　at　a　dose　of　1μg∫kg　BW，　both　plasma

acyl　and　total　ghrelin　levels　were　transiently　elevated　after　each　injection．　The　peak　values

of　acyl－ghrelin　tended　to　be　increased　by　the　repeated　injections　but　the　values　of　AUCs　fbr

120　min　post－injection　of　ghrelin（77．47±15．76，75．03士13．41，72．88±10．77　and　72．98土

7．02ng／ml／min　for　first，　second，　third　and　fburth　injection　respectively）were　not　different．

On　the　other　hand，　both　the　peak　values　and　AUCs　fbr　plasma　total　ghrelin　fbUowed　by

each　injection　were　similar（AUCs；582．47±85．Ol，636．72士8．44，675．90土57．29　and

642．09土60．59　ngtml／min　for　first，　second，　third　and　fourth　injection　respectively）．

　　　　　　　The　basal　plasma　GH　concentrations　in　vehicle－injected　group　did　not　significantSy

change　throughout　the　sampling　period（5．42±2．12　ng／ml；Fig．6．2A）．　Each　ghrelin

injection　significantly　increased　the　plasma　GH　levels　but　the　peak　values　responsive　to

second　and　third　injections　gradually　decreased（23．60±4．85　and　11．12±4．56　ng／ml

respectively）when　compared　with　that　to　first　injection（28．52土8．86　ng／ml）and　recovered

after　fourth　administration（25．48士10．37　ng／ml）．　In　accordance，　GH　AUC（ng／ml／min）for

120min　after　first　injection　of　ghrelin（1184．6±249．1）was　larger　than　those　after　second

（727．3土207．2；．P＜0．001）and　third（457．03±154．4；．P＜0．01）injections．　The　value　of　GH

AUC　after　fourth　inj　ection（895．9±234．5）was　higher　than　that　after　third　inj　ection　but　still

lower　than　that　after　first　inj　ection（P＜O．05）．　Basal　plasma　insulin（0．35土0．06　ng／m1）

Ievels　were　not　modified　by　the　repeated　administration　of　vehicle（Fig．6．2B）．　Plasma

insulin　levels　significantly　increased　after　each　injection　of　ghrelin　and　peaked　at　I　O－15　min
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P・・t－▲njecti・・．　N・・ig・ificant・diffe・en・・am・ng　th・value・・fAUC・輌…li・f・li・w・d　by

each　injection　of　ghrelin　was　observed（59．81圭16．49，57．71：』12．15，53．94土8．65　and

5L89圭10．14　ng／ml／min）．　The　repeated　administration　ef　ghrelin　did　not　affect　the　plasma

glucose　Eevels　throughout　the　experiment（average　concentrations：875士2．3　mg／dl　and

88，9±3．3mg／dl　in　vehicle－and　ghrelin－injected　group　respectiveiy，　Fig．6．3A）．　Plasma

NEFA　level（average　basal　value　of　l　l　72±2e．8μEq／l　in　vehicle－inj　ected　group）was

significantly　increased　after　the　repeated　administration　of　ghrelin，　whereas　the　AUCs

（mEq／1／mi∋fbiIowed　by　the　each　injection　were　not　significantly　differed（15．21土1．77，

！6．72±玉．98，20．95圭2．59　and　23、62±2．20　respectively，　Fig．6．3B）．
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Fig．壺瓦The　changes　in　plasma　acyl・・ghrelin（A）and　total　ghrelin（B）ooncentrations　fbllowed　by

ghrelin　administration．　Steers　were　lntravenously切ected　with　vehicle（5　m105％BSA－sa］ine；●）or　l

pg　acylated　bovine　ghrelin／㎏BW（o）at　O，120，240　and　360　min．　BloOd　sampling　was　started　at　0730　h．

Data　are　presented　as　mean土s，E、M　for　s　a血als、
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　　　　6－2．The　changes　in　plasma　GH（A）and　insulin（B）concentrations　followed　by　ghrelinFig．

administration，　Steers　were　intravenously　inj　eCted　with　vehicle（5　m10．5％BSA－saline；●）or　l　pg

acylated　b・vine　gh・eli・／kg　BW（O）at・O，・120，・240・and　360　rni・・Bl・・d　sampling　was・tarted　at　0730　h・

Data　are　pTesented　as　mean±S．EM　for　5　animals・
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Fig．6－3．　The　changes　in　plasma　glucose（A）and　NEFA（B）concentrations　fbllowed　by　ghrelin
administration．　Steers　were　intravenously　injeCted　With　vehicle（5　ml　O．5％BSA－saline；●）or　lμg

acylated　bovine　ghrelin／kg　BW（O）at　O，120，240　a皿d　360　min．　Blood　sampling　was　started　at　O730　h．

Data　are　presented　as　mean土s．E．M　fbr　5　animals・
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1）ISCUSSION

　　　　　　　　1・th・p・e・ent・t・dy，　w・inv・・tig・t・d・th・・ch・・act・・i・ti・・fthe　end…i・・fU・・ti・n・f

gh・eli・i・H・1・t・i・・tee・・、　Th・・ati・・fth・b・・al　pl・・m・・cyl－gh・eli・・nd　t・t・l　gh・eli・1・v・ls

w・・apP・・xim・t・ly　l・4　i・10　m・nth・ld　H・1・t・i・・t・ers・This　rati・i・diffe・e・t　fr・m　th・

・e・嘘・・fp・evi・・s　st・di・・（・pP・・xim・t・ly　l・16　i・H・1・t・i・h・ifers・i・E・p・・im・nt　2・1・24　i・

Holstein　steers　in　Experiment　3，1：6　in　Holstein　pre－and　post－weaning　calves　in

E・p・・im・・t　4）．　Th・・efo・e，　it・a・b・・uggest・d　th・t　d撫ence・i・th・tim・and　d・・ati・n・f

・ampli・g，・ge　and・ex・f・・im1・・a・d・xp・・im・nt・1・・nditi…m・y・飽・t　th・m・lecul・・

structure　of　circulating　ghrelin　in　ruminants．　However，　significant　changes　in　both　plasma

acyl－gh・・』・d　t・t・l　gh・eli・1・v・ls　w・・e　n・t・een　i・th・v・hi・le－i・ject・d　c・n廿・l　g・・up

throughout　the　sampEing　time　indicating　the　lack　of　the　effect　of　sho就term　fasting　during

・ampli・g・n・pl・・m・gh・eli・1・vels　i・H・1・t・i・・teers・M・・e　d・t・il　p・・ced・・es　are　need・d　t・

investigate　the　regulatory　factors　that　may　influerice　the　molecular　forms　of　ghrelin　in　the

plasma　or　tissue　levelS・

　　　　　　　Intravenous　administration　of　ghrelin　every　2　h　fbr　8　h　transiently　increased　the

basal　plasma　acyLghrelin　and　total　ghrelin　levels．　Obviously，　the　peak　value　of　plasma

・・yl－gh・eli・inc・ea・ed・ft・・f・urth・i・jecti・n・f　gh・eli・whi1・pl・・m・t・t・l　gh・eli・・h・w・d

similar　response　to　each　ghrelin　injections．　Howeveらthe　values　of　AUCs　fbr　120　min　after

post－injection　were　not　different　for　both　acyl－ghrelin　and　total　ghrelin．　We　can　not　explain

the　reason　fbr　this　finding　in　the　present　time　but，　at　least　in　part，　the　residual　efffect　of

exogenous　ghrelin　is　t｝le　rare　case　since　elevated　acyl　or　total　ghrelin　quickly　declined　to

basa杜evel　a貴er　each　i司ection．　The　rapid　degradation　of　the　plasma　ghrelin　has　been

・ep・rt・d　i・h・man・（T・ch・P・et・aL　2000，　Gauna・et・al・2004）and　i・pig・（S・脆・・’・ム2004）・

Our　results　in　the　previous　studies　also　agree　these　findings．　Therefbre，　we　considered　that

physiological　up－regulation　of　ghrelin　can　be　induced　by　repeated　administrations　of
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ghrelin　but　the　precise　evider［ce　is　not　available　yet．

　　　　　　　In　agreement　with　the　results　in　ruminants（Hayashida　et　ai．2001，Itoh　e1α1．2006a，

Thida・Myi・t・τ・『・2006＆2008）・nd　i・m・n・9・・t・i・anima1・（S・・an・・t　al．2000，　T・k・y・

　etα1．2000），　present　study　showed　that　ghrelin　potently　stimulated　GH　secretion　even

when　it　was　repeatedly　administered　every　2　h　fbr　8　h　in　Holstein　steers．　Moreover，　the

　decrease　in　the　response　of　GH　in　a　peak　value　or　in　AUC　by　serial　ir∂ections　of　ghrelin

was　observed．　Roh　e’al（1996）a［so　reported　that　GH　responses　were　decreased　by

multiple　i可ections　of　GHRP－2，0ne　ofthe　potent　GH－secretagogues，　in　Holstein　calves．　A

number　of　reasons　can　be　considered．　First，　the　capacity　of　somatotrophs　to　release　GH

might　be　reduced　after　repeated　administration　of　agonist．　However，　we　have　reported　that

even　10　pg　ghrelin／kg　BW　is　not　a　saturation　dose　to　stimulate　GH　secretion　in　Holstein

heifbrs（ThidarMyint　et　al．2006）．　Therefbre，　it　can　be　considered　that　the　depletion　of

pituitary　GH　content　is　not　the　reason　fbr　this　reduction　in　plasma　GH　fbllowing　the

repeated　inj　ections　of　ghrelin　at　a　dose　of　I　ptg／kg　BW．　Another　possible　fとctor　is　the

homologus　desensitization　of　GHS－R　induced　by　the　multiple司ections　ofpeptide（Luque

et　aム2004）．　In　the　present　result，　the　progressive　reduction　in　the　response　of　GH　to　the

subsequent司ections　recovered　after　fburth　injection　which　was　done　at　6　h　after　first

司ection．　In　fact，　Cami五a　et　al（2004）reported　the　slow　recycling　of　ghrelin　receptor

which　takes　360　min　to　recover丘om　internalization　after　agonist　treatment　in　the　human

embryonic　kidney　293　cell　line　transfected　with　humari　GHS－Rla．　The　other　possibility　is

that　hypothalamic　GHRH　and　SRIF　may　participate　in　this　process（Kamegai　et　al．2001，

Thompson　et　al．2003）．　However，　we　can　not　show　direct　evidences　fbr　these　possibilities

丘om　our　results，　and　advanced　studies　are　necessary．

　　　　　　　Plasma　insulin　level　was　also　increased　by　ghrelin　and　every　response　to　each

珂ection　was　similar　while　plasma　glucose　levels　were　not　changed．　The　numerous　studies

have　been　carried　out　on　the　effect　of　ghrelin　on　glucose　mechanism　in　monogastric
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、nim。1，　incl、di・g　h・m・n・b・t　th・・e・ult・a・e　c・nt・・versi・L　S・m・・t・di・・hav・・h・㎜th・

evidence　of　the　stimulatory　effect　of　ghre正in　ofi　pancreatic　hormone　secretion（Date諏～．

2001；Lee　et　al．2002）while　some　have　not（Broglio　et　aL　2001；Reimer　et　aL　2003）．

According　to　the　results　from　our　previous　study（Chapter　3），　stimulatory　effect　of

ph・・mac・1・gical　d・・e・・f　gh・eli・・n　pl・・m・i・・uli・1・v・1・w…b・erv・d　whil・

sub－pharmacological　or　physio▲ogical　doses　have　no　clear　effect（ThidarMyint　et　al．　2006）．

三toh　et　ai（2006占）also　reported　that　transient　increase　in　plasma　insulin　and　glucagon　levels

were　observed　in　lactating　cows　in　response　to　the　ghrelin　administration　while　plasma

glucose　levels　were　not　changed．　On　the　other　hand，　plasma　NEFA　level　was　also　increased

after　each　ghrelin　injections．　Di伍｝rences　in　experimental　conditions，　nutritional　status　and

phy・i・1・gical・t・t・・f　anim・1・・r　sex　m・y　i・fluence・th…ffe・t・f　gh・eli・・n　gl・c・se　and

fatty　acid　rnetabolism．　Furthermore，　the　present　s加dy　shows　the　delay　response　in　the

changes　of　plasma　insulin　and　NEFA　levels　afセer　ghrelin　administration　compared　with　the

response　of　plasma　GH．　This　result　was　in　consistence　with　our　previous　studies．　It

suggests　the　possibility　that　ghrelin　indirectly　affects　the　concentration　of　insulin　and　NEFA

via　stimulation　of　GH，　not　by　modulating　the　glucose　level．

　　　　　　　In　conclusbn，　the　present　study　shows　that　the　repeated　administration　of　ghrelin

promoted　the　increase　in　plasma　acyl－ghrelin　levels　but　the　responses　of　plasma　total

ghre韮in　levels　after　each　injection　were　similar．　Moreover，　the　potent　stimulatory　effect　of

ghrelin　on　GH　secretion　was　confirmed　in　Holstein　steers　while　the　GH　response　was

decreased　with　repeated　administration　of　ghrelin．　Ghrelin　also　stimulated　plasma　insulin

and　NEFA　concentration　where　plasma　glucose　levels　were　not　changed．　Although　further

experiments　are　necessary，　the　present　data　demonstrate　the　regulatory　role　of　ghrelin　in

ruminan印hysiology．
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SUMMARY

　　　　　　　The　present　experiment　was　conducted　to　study　the　characteristic　of　the　effects　of

ghrelin　on　plasma　ghre抽，　GH，　insulin　and　metabolites　in　10　month　old　Holstein　steers．

Animals　were　su句ected　to　randomized　cross－over　study　and　serially　i可ected　2　hourly　fbr　8

hwith　vehicle（5　ml　O．5％BSA－saline）or　synthesized　acylated　bovine　ghrelin（l　pg／kg

BW）via　jugular　vein　catheters　with　2　days　recovery　period．　Blood　sampling　was　done廿om

O700　h（30　min　befbre　first　inj　ection）to　1600　h．　Vehicle　i可ections　did　not　modi且ed　the

basal　plasma　acy1－ghrelin，　total　ghrelin，　GH，　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　throughout

the　sampling　time．　Plasma　acyl－ghrelin　and　total　ghrelin　levels　were　transiently　increased

by　ghrelin　ir∂ections　and　rapidly　eliminated　thereafter．　The　peak　value　in　plasma

acyl－ghrelin　reached　highest　after　fburth　i可ection　of　ghrelin　but　the　ACUs　values　were　not

dif』Ghrelin　i可ections　promptly　and　significantly　increased　the　plasnla　GH　levels．　The

increase　in　plasma　GH，　in　both　peak　value　and　AUCs　level，　a宜er　second　i垣ection　of　ghrehn

was　lower　than　that　of　first　injection．　That　reduction　still　maintained　after　third　i可ection

and　recovered　a廿er　fburth　administration．　Plasma　insulin　and　NEFA　levels　significantly，　but

less　rapidly，　increased　after　each　i可ection　of　ghrelin　while　no　difference　in　the　response　of

peak　values　or　AUCs　levels　was　observed　among　i【埴ections．　Serial　administration　of

ghrelin　did　not　af距ct　the　plasma　glucose　levels．　These　data　indicates　the　possibility　of

strong　desensitization　and　delayed　recovery　of　GHS－R　l　a，　a　cognate　receptor　fbr　endocrine

ef臨ts　of　ghrelin　in　ruminants．　Moreoveらit　can　be　suggested　that　the　regulatory　role　of

ghrelin　in　fatty　acid　metabolism　and　pancreatic　peptide　secretion　is　glucose－independent，

rather　indirect　effect　via　GH　response　in　Holstein　steers．
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Chapter　7（Experiment　6）

Physiological　and　nutritional　changes　ofplasma　ghrelin

　　　　　　　　　　　　　　　COnCentratiOnS　in　rUminantS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　INTRODUCTION

　　　　　　　Ghrelin　is　a　27－28　amino－acid　peptide　predominantly　produced　by　the　stomach　and

other　central　or　peripheral　endocrine　and　nonendocrine　tissues（Kojima　et　al．1999，

Korbonits　et　aZ．2004）．　Ghrelin　stimulates　GH　secretion　from　anterior　pituitary　gland　via

GH－secretagogue　receptor　type　la（GHS－Rla）and　acyl－modification　of　ghrelin　at　Ser3

residue　is　essential　fbr　this　endocrine　effect．　Another　molecular　fbrm　of　ghreEin　which　is

lack　in　acyl－modification（des－acyl　ghrelin）also　circulates　in　bleodstream　with　high

concentrations（Hosoda　et　al．2000a）．　Plasma　ghrelin　levei　is　supposed　to　be　under　the

control　of　nutritional　state；ghrelin　levels　inc爬ase　in　negative　energy　balance　such　as

fasting，　anorexia　and　cachexia，　and　reduce　in　refeeding　or　obesity　in　human　and　laboratory

animals（Cummings　et　al．2001，　Anderson　et　al．2005）．　ln　rat，　the　concentrations　of

acyl－ghrelin　and　des－acyl　ghrelin　in　plasma　increased　in　response　to　fasting　while　they

decreased　in　hypothalamus　and　stomach．　On　the　other　hand，　ghrelin　mRNA　expression

decreased　in　hypothalamus、　and　increased　in　stomach（Sato　et　al．2005）．　Recent　studies　also

showed　that　plasma　acyl－ghrelin　levels　were　influenced　by　feeding　pattern　and　energy

balance　in　ruminants（Sugino　et　al．2002b，　Wertz－Lutz　et　al．2006，　Bradfbrd　et　al．2007）

and　in　prepubertal　gilts（Govoni　et　al．2005）．　In　deed，　as　shown　in　the　previous　chapters，

ghrelin　participates　in　the　physiology　of　growth　in　ruminants　by　stimulating　the　GH　release．

　　　　　　　On　the　other　hand，　PYY，　a　36　amino－acid　peptide　that　isolated　firstly　fアom　porcine

intestine（Tatemoto＆Mutt　1980）circulates　in　the　bloodstream　as　two　major　molecular

foMls，　PYY　1．360r　PYY3．36（Grandt　et　al，1994）．　PYY3一ヨ6　is　a　34－amino・acid　peptide，　which
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is　derived肋m　PYY1－36　via　cleavage　of　two　amino　acids丘om　the　N－terminal　region　by

dip，ptidyl　p・p・id・・e　lV　The　an・・exig・・ic　e蹴・f　PYY・－36　h・・been・ep°宜ed　in

m。n・9・・t・i・孤im・1・（B・就・・h・m　・t　・L　2002）inc1・di・g　Pig・（It・・’・1・2006）・The

information　on　the　role　of　PYY　or　the　changes　in　plasma　PYY　levels　in　ruminants　is　stM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　　　　　．
limited．　The　circulating　levels　of　PYY　which　were　measured　by　RIA　usmg　ant1－porclne

PYY　seru江n　were　not　altered　over　48　h　in　both　roughage　and　concentrate－fbd　sheep（Onaga

et　。L　2000）．　H・w・v・・，　PYY　imm・…ea・tive　cell・a・e　di・t・ib・t・d　i・th・m・…a・f

9・・t・・耐・・ti・al・t・a・t（0・ag・・t・al．・2000）孤d　ex・9・n・u・PYY・lt・・ed　the　cy・1・・fmigr・ti・g

m。t。・c・mp1・x…fth・・vine　i・t・・tine　at　d・・e・i・wh・t　i・c・n・id・・ed　t・b・th・

phy・i・1・gical・ang・（O・・g・・t・aL　1997）・We・1・・hav・・ep・rt・d　th・i・hibit・ry・蹴・fPYY

。。㈱i。t・k・i・pig・whil・GH・ec・eti・n　w・・i…ea・ed　by　PYY・dmi・i・t・ati・n（lt・・’・」・

2006）．Th・・e　d・t・i・di・at・th・p・・iph・・al・・cent・al・ffe・t・f　PYY　i・d・m・・ti・田lim・1・・

However，　there　is　no　lnfbrmation　on　how　plasma　ghrelin　and　PYY　levels　are　regulated　by

the　state　of　energy　balance　in　ruminants．　Therefbre，　the　present　experiment　was　designed　to

inv・・tig・t・th・phy・i・1・gi・al・h・・g・・i・pl・・ma　acyl－ghr・li・・t・t・l　gh・eli…d　PYY

concentrations｛bllowed　by　fasting　and　refeeding，　and　the　effects　of　type　of　feedstuff　on

these　changes　in　ruminants・
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MATER［AL　AND　METHODS

A痂姉α〃ば群ρer輌雁肋1趣’gn

　　　　　　　Protocol　1：］R）investigate　the　fasting－induced　changes　in　plasma　acyl－ghrelin　and

total　ghrelin　concentrations　in　ruminants，　l　l　sheep（2　years　of　age，52±2kg　BW）frorn

Shintoku　National　Agricultural　Research　Center　fbr　Hokkaido　Region，5steers（10months

of　age，248土10　kg　BW）and　6　sannen　goats（12　months　of　age，31士2kg　BW）from

laboratory　of　meat　animal　physiology，　and　6　sheep（3　years　of　age，58±2kg　B　W）from

Laboratory　of　Nutrition，　Obihiro　University　were　used．　Animals廿om　Shintoku　Research

Center　were　raised　in　pasture　while　other　animals　were　housed　in　groups　and　fed　twice

daily（0800　h　and　1600　h）with　commercially　available　concentrates／hay　to　meet　the　energy

requirements　fbr　maintenance．　Mineral　salt　block　and　water　was　available丘ee　choice，

Animals　were　fasted　for　48　h　and　blood　sampling　was　done　from　jugular　vein　at　l　l　OO　h　at

day　1（befbre　fasting）and　day　3（after　fasting）．　Plasma　was　isolated　afモer　centrifUgation

（3000叩mx20　min　at　4℃）of　blood　and　stored　at－30℃until　assay．　For　plasma　ghrelin

assay，　600　pl　ofplasma　was　separately　acidified　with　30　pl　l　M　HCI　and　stored　at－30℃．

　　　　　　　Pmtocol　2：To　investigate　the　effect　of　diet－type　on　the　changes　of　plasma

acylated　and　total　ghrelin　concentrations　in　response　to　fasting　time，　five　sannen　goats（2

years　of　age，37士2kg　BW）were　housed　in　large　stalls　without　accessing　to　pasture．　They

were　fedα4妨∫rμη2　Timothy　hay（roughage－based　diet；R－diet）twice　a　day　at　O900　h　and

l700　h．　The　initial　blood　sampling　fbr　measurement　of　basal　plasma　hormone

concentrations　was　done　via　jugular　venipuncture　from　each　animal　at　l　300　h．　After　that，

the　residual　feed　was　removed　and　animals　were　maintained　under　fasting　condition　for　48

hwhile　mineral　salt　block　and　water　was　continued　to　give　free　choice．　Tbe　additional

blood　samples　were　taken　at　day　2（24　h　fast）and　3（48　h　fast）at　1300　h．　The　animals　were
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then　refed　and　the　fourth　sampling　was　done　after　24　h　re　feeding．　Body　weight　was

measured　befbre　and　after　fasting．　Then，　animals　were　gradually　shifted　to　the

concentrate－based　diet（C・－diet）composed　of　500g　commercially　available　concentrate

（crude　protein　14％，　crude　fat　l．5％，　crude　fiber　8％，　and　crude　ash　7％，　Hokuren，　Japan）

and　l　kg　timothy　hay　per　day．　Additional　blood　sampling　and　measurement　efbody　weight

were　done　within　two　weeks　adaptation　period．　Thereafter，　the　fasting　and　sampling

procedure　was　repeated．　Plasma　was　treated　as　mentioned　above　and　stored　at－30℃．

Meas〃re〃昭nts

　　　　　　　Plasma　acyl－ghrelin，　total　ghrelin，　insulin　and　PYY　concentrations　were　quantified

by　RIA　as　described　in　chapter　2＆3．　Sensitlvity　and　average　intra－assay　CV　were　15．O

Pgtml＆11．0％，0．44・g／ml＆8．0％，0．004・創ml＆10・7％・ndα20・g／ml＆11・0％f・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　げacyLghrelin，　total　ghrelin，　insulln　and　PYY　RIA　respectively．　Plasma　GH　concentratlon

was　measured　by　RIA（Chapter　3）．　Sensitivity　and　intra　assay　CV　were　O．21　ng／ml　and

7．0％respectivel｝へPlasma　glucose　and　NEFA　levels　were　measured　by　commercially

available　kits（Code　No．439－90901鋤d　279・75401　respectively，　Wako，　Japan）．

Statis”es

　　　　　　　Data　are　expressed　as　mean土s．E．M．　The　differences　between　groups　were

compared　with　Student，s　paired’－test．　Changes　in　plasma　levels　after　fasting　and　refeeding

w・・ep・・f・・m・d　with・…w・y　ANOVA　with　LSD　P・st・h・・analy・i・・The　c・rr・1・ti…

between　the　changes　in　plasma　hormone　and　metabolites　levels　for　Trial　2　were　analyzed

by　P・ar・・n・・2－t・il・d・・rr・1・ti・n　analy・i・．　A　P　val…1ess　than　O・05　w・・c・n・韮d・・ed

significant，　When　P　value　was　O．el，it　was　considered　that　the　val鵬s　have　tendenc｝へ
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RESULTS

　　　　　　　Protocol　1：The　changes　in　plasma　hormones　and　metabolites　at　fed…and　fasted

condition　in　ruminants　are　presented　in　Table　7－1．　In　fed－state，　the　plasma　acy1－ghrelin

level　was　highest　in　sheep　fed　twice　a　day　while　plasma　total　ghrelin　concentrations　was

lowest　in　steers．　Both　plasma　acyl－ghrelin　and　total　ghrelin　levels，　and　the　percentage　of

plasma　acyl－ghrelin　were　increased　by　48　h　fasting　in　aU　groups．　In　sheep　fed　twice　daily，

the　increase　in　plasma　acyl　ghrelin　obviously　reached　to　the　value　of　plasma　total　ghrelin

i．e．，　most　of　tbe　measurable　plasma　ghrelin　represent　the　acylated　fbrm　in　those　animals．

On　the　other　hand，　the　significant　changes　in　plasma　PYY　and　GH　levels　after　48　h拓sting

were　not　observed．　Both　plasma　insulin　and　glucose　levels　were　significantly　reduced　in

fast　state　in　other　animals　except　in　goats．　Plasma　NEFA　levels　were　significantly　increased

in　all　fasted　animals．

　　　　　　　Protocol　2：　The　goats　showed　similar　pre－fasting　BW　in　both　diet．　Fasting　fer　48　h

induced　100／o　reduction　in　BW　in　all　animals（37土2vs　33圭2　kg　before　and　48　h　fasting，

respectively）．　Basal　plasma　acy1－ghrelin　concentration　was　not　affected　by　type　of　diet

（1．34土0，34vs　O．75土0．17　ng／ml　in　R－diet　and　C－diet　respectively，　Fig．7－1），　The　levels

significantly　increased　by　fasting（15．53±3．35　and　7．16±2．29　ng／ml　at　24　h　after　fasting

in　R－diet　and　C－diet　respectively）and　maintained　throughout　the　fasting　period，　then

returned　to　pre－fasting　value　after　realimentation（Fig．　7・－IA）．

　　　　　　　The　prefasting　levels　ofplasma　tota1　ghrelin　was　significantly　higher　in　R－diet　than

that　of　C－diet（8．24士0．78　vs　3．29土0．41　ng／ml　respectively，　P＜0．05）while　the　pattem　in

the　response　to　fasting　and　refeeding　was　similar　in　both　diets（Fig．7－1B）．　The　percentage

of　plasma　acyl－ghrelin　were　increased　by　fasting　and　reduced　by　refeeding　in　both　diet（Fig．

7－1C）．
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　　　　　　　　The　basal　plasma　insulin　levels　were　similar　between　diets（0．47土0．13　vs　O58±

0．0丘8層ml　i・R－di・t　and　C－di・t・e・pecti・・1y，・Fig・・7－2A）」・R－di・t・pl・・m・i・・uli・1・v・1・

w，，，，ig・i輪ntly　dec・e・・ed・t　24　h・ft・・fa・ti・g（0・09士0・02・91ml・・P＜0・05）and・・

further　decrease　was　observed　fbr　48　h　fasting．　Then，　the　level　returned　to　prefasting　level

within　24　h　after　refeeding．　On　the　other　hand，　plasma　insulin　levels　were　decreased　only　at

24h。ft。，　fa，ti・g　i・C－di・t．　Th・1・t・・c・ncent・ati・n・at　48　h・ft・・fa・ti・g・・24　h・ft・・

refeeding　were　not　significantly　differed　to　the　prefasting　values．　The　diet　type　did　not

、ffe、t・th，　p・efa・ti・g　P1・・m・PYY　1・v・1・（0．51±0．08・・0・46土0・06吋ml　i・R－di・t・nd

C－diet　respectively，　P＝0．69）．　Plasma　PYY　concentration　was　significantly　increased　by

f・・ti・g　i・R－di・t（0．36土0．04曜ml，　P＜0．05，　Fig…7－2B），鋤d　th・1・v・l　m・i・t・ined　until

after　refeeding．　There　were　no　changes　in　plasma　PYY　level　in　C－diet．

　　　　　　　The　basal　plasma　glucose　level　was　higher　in　R－diet（74．73土3．64　mgtdl）than

C・・diet（60，91土］．84　mg／d1，　P＜0．05）．　Plasma　glucose　levels　were　decreased　by　fasting　in

R－diet（57．07土2．66　and　59．77±1．94　mg／dl　fbr　24　and　48　h　a丘er　fasting，　respectively，　P＜

0．Ol），　and　the　levels　remains　in　suppression　until　24　h　after　refeeding（60．49±1．85　mg／dl，

P＜O．Ol）．　However，　plasma　glucose　levels　did　not　change　by　fasting　or　refeeding　in　C－diet

（Figll・e　7・3A）．1・…t・a・t，　pl・・m・NEFA・・ncentr・ti・n・i…ea・ed　d・・i・g　fa・ti・g　i・b・th

diets（Figure　7－3B）but　differences　between　prefasting　values　were　not　observed．

　　　　　　　Pearson，s　correlation　analysis　showed　that　the　changes　in　plasma　acyl－ghrelin

levels　was　positively　correlated　with　plasma　total　ghreiin（r＝0．594，　P＜0．001），　PYY（r＝

0．331，Pく0．05），　and　NEFA　Ievels（r＝0．615，　P＜0．001），　and　negatively　correiated　with

pl・・m・i…li・1・v・1・（・一一〇．307，　P＜0・05）・Pl・・m・t・t・l　gh・eli・1・v・1・al…h・w・d・仕・ng

P・・itive　c・rrel・ti・n　with　PYY（・－0．345，・P＜0・05）and・NEFA（・＝O・356・・P＜0・05）and

・・g・tive　c・rr・1・ti・n　with　i・・uli・（・一一〇・464，　P＜0・001）・Pl・・m・i・・uli・p・・iti・・ly

correlated　with　plasma　glucose　Ievels（r＝0．358，　P＜0．05）while　plasma　PYY　has　no

significant　correlation　with　plasma　glucose　and　insulin　levels．
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Tablle　7－1．　The　changes　in　plasma　horrnone　and　metabolite　levels　at　fed　and　fasted

conditions　in　ruminants．

　　pasture

Sheep（n＝11） Sheep（n＝6）

2－times　per　day

Steer（n＝5） Goat（n＝5）

Acyl－ghrelin（n9〆ml）

　Fed　　　　　　　　　　O．97±0．14

　Fast　　　　　　　　　2．19±O．33＊＊

Tbtal　ghrelin（ng／mt）

　Fed　　　　　　　　　19．43±1．73

　Fast　　　　　　　　28．47士2．51＊

％acyl－ghrelin

　Fed　　　　　　　　　　5．41土0．93

　Fast　　　　　　　　　　9．87±3．07

PYY（ng／ml）

　Fed　　　　　　　　　　O．84土0．07

　Fast　　　　　　　　　　O．81土0．06

GH（ng／ml）

　Fed　　　　　　　　　　2．S9土O．64

　Fast　　　　　　　　　　3．43土0．31

1nsulin（ng／ml）

　Fed　　　　　　　　　　O．34土oio6

　Fast　　　　　　　　　O．09土0．02＊＊

Glucose（mg／dl）

　Fed　　　　　　　　　61．65±1．62

　Fast　　　　　　　　42．88士1，90＊＊

NEFA（pEqn）

　Fed　　　　　　　　　67．87±34．57

　Fast　　　　　　　　503．68±137．93＊＊

　8．41土L20

　33．02±7．50＊＊

　1920圭1．18

　25．23±1．68＊

　43．87土5，88

127．28±25．53＊

　　056土0．05

　　051土0．04

　　2．70士0．73

　　3．60：と1．11

　　0．46±0．07

　　0．23士0．05＊

　80．20±6．66

56・46．±1・60＊＊

192．02士23．44

1050．69士113．23＊＊

　0．95士0．12

　1．25圭0．09†

　1」7±O．17

　8．55土0．6＊＊

88．33土16．75

15．19±2．06＊

　O．84土0．07

　0．96士0．13

　5．43土2．47

　1．41±0．26

　0．34±0．05

　0」8±0．03＊

77．09士L61

68．87士1．61＊

127．33±18．81

919．31」：57．49＊＊

　1．25土O．20

　1．65士0．09†

　6．12土0．85

　9．80士LO6＊＊

22．13±255

17、49±2．11

　0．47土0．04

　0．47士0．05

　6．45土2．78

　3．90士1．26

　0．13±0．02

　0．08±O．02

55．87士4．15

47．13土L67＊＊

85．62±13．77

906．91±186．22＊＊

＊P＜O．05，＊＊P＜O．Ol，†P＜O．1　vs　values　at　fed－state

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lig



A

B

25

官2°

曹

互15
§1・

§，

　嗜

5
ヨ

8

25

20

15

ユ0

5

0

o

h且y 一一
ョp¢entr韓忙＋h£y

★★
★

★★

†

‡

C
200

．自

冨　150
L
工
勒
晶　100
ら
昌

ま　50

o

〆〆

天認三蕊i認㌔：1∫髪瓢y讐t蒜＝三欝漂£認罐農i瓢蠕艦

㌫・II麟蕊：蠕農う蹴矯；㍗ξ・°；二艦e畏；漂麟麟綴
P＜0．05vs．　correspondent　value　in　hay－feeding　group・

120



A
1．0

　　0．8

言
曹　・．6

言

一
閣
目
■■

e．4

e．2

0．0

一一一一… @一・一幽．L－－hay－一一一一一一一一

一一
モ盾獅モ?獅狽窒≠狽?¥hay－一一一一一

B

1．2

　　0．9

⇔
日

旦o．6
Si

0．3

O．O

Fig．7－2．　The　effectS　of　type　of　diet　and　fasting　on　plasma　insulin（A）and　PYY（B）concentrations　in

Se㎜en　goats．　Anirnals　were　maintained　on　ad　libitt”n　hay　or　concentrate＋hay　diet　before　48　h　fasting．

Data　are　expressed　as　means　±　s．E．M　for　5　animals．＊、Pく0．05，＊＊．P＜0．01　vs．　prefasting　values；‡P＜O、05

vs．　correspondent　value　in　hay－feeding　group．
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1）ISCUSSION

　　　　　　　The　influence　ofthe　nutritional　status，　and　differential　effects　of　macronutrients　on

plasma　ghrelin　levels　has　been　reported　in　monogastric　animals（Murakami　et　ai．2002，

Erdmann　et　al．2003，　Sanchez　et　al．2004，　Govoniθごa～．2005）whereas　both　acyl　ated　and

des－acyl　ghrelin　levels　increased　upon　fasting　and　reduced　afセer　refeeding．　In　ruminants，　it

has　been　reported　that　plasma　acyl－ghrelin　levels　fluctuated　periprandiaUy（Sugino　et　al．

2001a），　and　increased　in　fasting（Bradfbrd　e’al．2007）and　the　state　of　negative　energy

balance　such　as　lactation（WertZ－Lutz　etα1．2006）．　However，　li往le　is㎞own　about　the

regulatory　rnechanism　of　des－acyl　ghrelin　secretion　in　ruminants．　In　the　present　study，　we

firstly　report　the　effect　of　fasting　and　refeeding　on　plasma　total　ghrelin　levels　in　sheep，

goats　and　steers．　Both　plasma　acyl－ghrelin　and　total　ghrelin　levels　increased　followed　by　48

hfasting　in　all　animals．　Interestingly，　the　elevation　of　plasma　acyLghrelin　levels　in　the

sheep　fbd　with　twice　a　day　feeding　regimen　reached　to　the　values　of　totaE　ghrelin，　i．e．，　it　is

likely　that　most　of　the　circulating　ghrelin　becomes　octanoylated　after　48　h　fasting　in

tWice－daily－fed　sheep．　However，　this　elevation　pattem　was　not　seen　when　sheep　were

maintained　on　pasture　feeding．　Moreover，　this　obvious　increase　in　plasma　acyLghrelin

levels　were　not　seen　in　steers　or　goats　maintained　at　tWice－daily　feeding　regimen．

　　　　　　　To　understand　more　precisely，　we　studied　the　effect　of　diet－type　on　fasting－induced

plasma　acyl－and　total　ghrelin　concentrations　in　Sannen　goats．　The　diet－type　did　not

influence　the　pre－fasting　acyl・ghrelin　levels　but　the　total　ghrelin　levels　were　lowered　when

animals　were　maintained　with　concentrate・based　C－diet．　As　expected，　both　plasma

acyl－ghrelin　and　total　ghrelin　levels　were　increased　during　fasting　and　reduced　by　refeeding．

Again，　increase　in　plasma　acyl－ghrelin　concentrations　during　fasting　reached　to　the　similar

levels　of　plasma　total　ghrelin　in　goats．　These　data　clearly　indicates　that　feeding　pattem

（Sugino　et　al．2002b）and　nutrient－related　mechanisms（Bradf（）rd　et　al．2007）influence　the
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plasma　a・yl－gh・eli・1・v・1・beca・・e　g・・仕i・di・t・n・i・n・1・ne　h・・n・effe・t（S・gi…’・1・

2002の．In　rat，　ghrelin　mRNA　expression　m　stomach　of白sted　rats　after　fbod　intake　was

clearly　dependent　on　the　type　of　ingested　macronutrient（S白nchez　et　aム2004）whereas

免eding　of　fat－rich　diet　induced　quick　recovery　of　ghrelin　mRNA　to　pre－fasting　levels

・・mpa・ed　with　th・i・g・・ti・n・f・a・b・hyd・at・di・t・E・dm孤・et・」（2003）・1…h・w・d　th・

dif陀rent　time－pa杜em　in　postprandial　total　ghrelin　secretion　between　the　ingestions　of

carbohydrates　and　fats　in　human．　Very　recent　microdialysis　study　by　Domonville　de　la

Cour　et　al（2007）has　been　reported　that　secretion　of　total　ghrelin　ffom　rat　stomach　is

stimulated　by　adrenaline，　noradrenaline，　endothelin　and　secretin　whereas　somatostatin　and

gas亡rin－releasing　peptides　inh▲bited．　However，　these　results　in　monogastric　animals　is　in

deed　not　direcUy　interpretable　fbr　the　release　of　ghrelin　in　fasting　and／or　refもeding　s飽te　in

ruminants　since　nutrients　are　constantly　being　absorbed　from　the　forestomach　in　ruminants

and　passing　from　the　fbrestomach　down　the　remainder　of　their　gastrointestinal　tract

（Frandsonε∫al，2003）．　Although　the　effect　of　dif董brent　macronutrients　on　the　secretion　of

ghrelin　is　needed　to　be　addressed　in　fUture　studies，　our　present　result　suggests　that　the

regulatory　mechanism　of　ghrelin　in　ruminants　is　critically　complex，　and　the　different　diet

and　many　endocrine　or　paracrine　factors　may　influence　the　plasma　ghrelin　levels　and／or　its

molecular　form　especially　in　the　adaptation　to　energy　deficit．

　　　　　　　We　hypothesized　that飴sting　might　suppressed　the　plasma　PYY　levels　in

ruminants　since　plasma　PYY　levels　increased　after　feeding（Adrianε’al．1987）and

reduced　in　fasting（ltoβτal．2006）in　monogastric　animals．　However，　the　present　study

showed　that　plasma　PYY　levels　were　not　significantly　changed　by　f這sting　fbr　48　h　in　all

small　and　large　ruminants　that　were　maintained　wi由different　environment　and　dlffbrent

diet．　Obviously，　when　goats　were　intensively　fed　roughage　diet，　the　plasma　PYY　levels

increased　during　48　h　fasting　state　and　the　level　remained　unchanged　until　24　h　after

refeeding．　In　deed，　Onga　et　α1　（2000）　has　reported　that　the　plasma　concentrations　of
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immunoreactive　PYY　did　not　significantly　fiuctuate　by　ingestion　of　roughage　and

concentrate．　Therefbre，　it　is　suggested　that　periprandial　changes　in　plasma　PYY

　　　　　　　　　エ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る

concentratlons　are　not　promlnent　In　rumlnants　but　the　levels　during　energy　deficit　can　be

pa前ly　influenced　by　the　type　of　maintenance　diet　and　consequence　effects　such　as　rumen

fermentation　rate．　Moreover，　plasma　PYY　ievels　were　positively　correlated　with　both　acyl－

and　total　ghrelin　levels　in　the　present　study，　and　both　ghrelin　and　PYY　immunoreactive

cells　are　present　in　the　gastrointestinal　tract　of　ruminants（Hayashidaθr　al．2001，0naga　et

al．1997）indicating　the　possible　counterregulation　between　these　two　peptides　to　maintain

the　energy　homeostasis．　h　contrast，　recent　studies　have　been　reported　that　intravenously

inj　ected　PYY　did　not　affect　the　plasma　ghrelin　levels加v輌trv（Dornonville　de　la　Cour　et　al．

2007）and　in　v∫vo（lto　et　al．2006）．

　　　　　　　On　the　other　hand，　plasma　GH　levels　shovved　tendency　to　decrease　in　steers　but　not

in　small　nlminants．　It　is　believed　that　the　state　of　energy　de丘cit　suppressed　the　plasma　GH

levels　in　nlminants（Rule　e’al．1985）but　the　discrepancy　results　has　been　reported　by

others　Bradford　et　al．2007）．　It　is　suggested　that　experimental　design，　duration　of　sampling

time　and　individual　differences　may　explained　these　discrepancy　results．　In　addition　to　the

well－documented　stimulatory　effects　of　ghrelin　on　GH　secretion　in　monogastric　animals

（Korbonitis　etαム2004）and　also　in　ruminants（ThidarMyintθ’al．2006＆2008），　the

negative　feedback　regulation　of　GH　on　ghrelin　release　from　gastric　tissues　explants　in　rats

has　been　reported（Seoane　et　al．2007a）．　However，　the　lack　of　correlation　between

physiological　concentrations　of　circulating　ghrelin　and　GH　has　been　reported　in　humans

（Barkan　et　al．2003）partly　explained　the　fact　that　increase　in　plasma　ghrelin　levels　in

response　to塩sting　does　not　affect　the　plasma　GH　levels　during　short－term　fasting　in

　　　ロnlmlnants．

　　　　　　　The　present　study　also　showed　that　both　plasma　insulin　and　glucose　levels

decreased　while　plasma　NEFA　levels　increased　by　fasting　in　ruminants．　Moreover，　the
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　reversed　cerrelation　of　insulin　with　acyl－and　total　ghrelin　levels　were　observed．

Hyp・gly・・mia　and　hyp・・lipid・mia　a・e　the　charact・・i・ti・・f・・th・negative　en・・gy　b・1ance　i・

rumlnants．　It　can　be　suggested　that　plasma　insuUn　levels　decreases　to　prevent　the　greater

hypoglycemia　and　the　mobillzation　of　stored　fatty　acids　increases　to　adapt　the　energy

deficit　in飴sting　state．　Ghrehn　may　participate　in　these　processes．　The　reduced　insulin　level

is　associated　with　increase　in　ghrelin　levels　since　insulin　and　ghrelin　reciprocally　affect

each　other（Broglioθ’al．2001，　Saad　et　al．2002，　Reimer　et　al．2003）．　Therefbre，　it　is

suggested　that　insulin，　but　not　glucose，　modulates　the　fasting－induced　ghrelin　release　in

ruminants．　However，　it　can　not　be　excluded　that　additional　gastrointestinal　tract　derived

horrnones　and　neurotransmitters（Domonv川e　de　Ia　Courθ已1．2007）are　responsible　fbr　the

meal－related　changes　in　ghrelin　concentrations・

　　　　　　　In　conclusion，　our　data　demonstrated　that　plasma　ghrelin　levels　were　elevated　by

fasting　and　reduced　after　refeeding　regardless　of　the　type　of　maintenance　diet．　Plasma　PYY，

insulin　and　NEFA　levels　might　participate　in　the　fとsting－induced　changes　in　plasma　ghrelin

concentrat▲ons．　Obviously，　it　is　likely　that　most　of　the　circulating　ghrelin　becomes　acylated

during　fasting　in　Sannen　goats．　Our　present　data　clearly　demonstrated　that　the　evaluation　of

both　circulating　acyl－and　total　ghrelin　Ievels　is　important　to　understand　the　regulatory

rnechanism　of　ghrelin　secretion　in　ruminants．
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SUMMARY

　　　　　　　Gastric－derived　orexigenic　hormone　ghrelin　circulates　in　the　bloodstream　as　at

least　tWo　different　moiecular　forms；acyl－ghrelin　which　is　acylated　with　octanoic　acid　on　its

S・r3　re・idue・and・des－acyl・ghr・li・．1…mi・・nt・，　it　h・・been・ep・rt，d　th、t・th，・c。n、ent，ati。n

of　acyl－ghrelin　increased　preprandially　and　at　the　energy　deficit，　while　the　Eevels　decreased

after　feeding．　On　the　other　hand，　plasma　PYY　levels　show　the　reverse　changes　in　pLasma

with　acyl－ghrelin　to　maintain　the　energy　homeostasis　in　monogastric　animals．　However，　the

changes　in　plasma　total　ghrelin　and　PYY　levels　have　not　been　studied　in　ruminants　at　the

time　of　energy　deficit．　We　have　conducted　tWo　protocols　for　ruminants　to　investigate　the

physiological　changes　of　these　peptide　hormones　in　short－te】m　fasting　and　refbeding

conditions・In　Protocol　l，11　sheep　raised　in　pasture，　and　6　sheep，5steers　and　6　goats

raised　with　2－times　a　day　feeding　regimen　were　fasted　for　48　h．　Plasma　samples　that　were

taken　at　before　and　after　fasting　showed　the　increase　in　both　plasma　acyl－and　total　ghrelin

levels　in　all　animals．　Plasma　PYY　and　GH　levels　did　not　change　while　plasma　insulin　and

glucose　levels　decreased　by　fasting．　There　was　an　increase　in　plasma　NEFA　levels　in　fasted

animals．　Obviously，　percentage　ofplasma　acyl－ghrelin　to　tota1　ghreEin　levels　vvere　increased

after　48　h　fasting　to　127．28土25．53％in　sheep　primarily　maintained　with　2－times　per　day

feeding　regimen．　To　understand　more　precisely，　in　Protocol　2，　five　goats　were　fasted　f（）r　48

hunder　2　different　types　of　diet（roughage　only：R－diet　and　concentrate－based　diet：C・diet）

and　single　blood　samplings　were　done　at　day　1（prefasting），　day　2（24　h　after　fasting），　day　3

（48h　after　fasting）and　day　4（24　h　after　refeeding）．　Basal　plasma　acyl－ghrelin　levels　were

not　different　between　diets　while　plasma　total　ghreiin　levels　were　lower　in　goats　fed　with

C－diet，　Both　plasma　acyl－ghrelin　and　total　ghrelin　levels　increased　during　fasting　and　the

percentage　ofplasma　acyl－ghrelin　were　increased　by　fasting　time　and　reduced　by　refeeding

in　both　diet．　Plasma　GH　levels　were　not　affected　by　fasting　or　refbeding　in　both　diets．　There
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was　a　decrease　in　plasma　insulin　and　an　increase　in　plasma　NEFA　levels　in　fast－state　and

these　levels　retuned　to　the　prefasting　values　after　refeeding．　Plasma　glucose　levels　lowered

while　plasma　PYY　levels　increased　in白st－state　in　goats　maintained　with　R－diet．　These　data

indicates　that　both　animal　species　and　the　type　of　maintenartce　fbed　differentially　affect　the

plasma　acy1－ghrelin，　total　ghrelin　and　their　ratio　in　ruminants，　however，　the　changes　in

plasma　PYY　levels　in　fasted・－or　fed－condition　is　not　clear．　The　plasma　insulin　declined

probably　to　maintain　the　glucose　homeostasis　in　fasted　state　and　indirectly　affected　the

plasma　acyl－and　total　ghrelin　levels　i皿the　condition　of　energy　deficit．　Obvious　finding　is

that　most　of　the　circulating　ghrelin　was　likely　to　become　acylated　form　during　fasting　in

Sannen　goats．　Overall，　our　present　data　clearly　demonstrate　that　the　evaluation　of　both

circulating　acyl－and　total　ghrelin　levels　is　more　preferable　than　measuring　only　type　of

molecular　form　to　understand　the　regulatory　mechanism　of　ghrelin　secretion　in　ruminants．
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C』pter　8（General　discussion）

　　　　　　　Gro唖ho㎜one（GH）which　is　secreted　from　the　somatotrophs　of　anterior

pituitary　gland　participates　in　the　postnatal　growth，　energy　partition　and　fatty　acid

metabolism　in　dairy　cattle（Etherton　TD＆Bauman　DE．1998）．　It　is　generally　accepted　that

GH　secretion　is　stimulated　by　hypothalamic　GH－stimulating　hormone（GHRI－1）and　is

inhibited　by　somatostatin（McMahon　et　al．2001b）．　Synthetic　peptidyl　or　nonpeptidyl

GH－secretagogues（GHSs）also　stimulate　GH　secretion　by　acting　directly　to　pituitary　or

indirectly　through　hypothalamus　via　activating　G－protein　coupled　receptors　GHS－R

（Bowers　CY　l　998）」n　l　999，　endogenous　ligand　of　GHS－R　was　firstiy　purified　from　rat　and

human　stomach　tissues　by　Dr．　Masayasu　K（）j　ima　and　colleagues，　and　the　authors　designated

the　ligand‘‘ghrelin”since　it　stimulates　GH　release（Kojima　et　al．1999）．　Apart加m　its

potent　stimulatory　effect　on　GH　secretion，　ghrelin　has　also　been　implicated　in　the　regulation

of　other　endocrine　and　exocrine　metabolisms　including　stimulation　of　the　lactotroph　and

corticortroph　secretions，　appetite　stimulation，　glucose　metabolism　and　control　of　gastric

motility　and　acid　secretion（Korbonits　et　al．2004）．

　　　　　　　Rumi・ant・gh・eli・．i・a・27・・mi・・acid　p・ptid・with　acy1－m・difi・ati・n・n　it・Ser3

residue（Dickin　et　al．2004，　Kita　et　al．2005）．　This　acyl－modification　is　supposed　to　be

essential　to　activate　the　GHS－R　type　la　resulting　the　endocrine　effects　of　ghrelin　in

monogastric　animals（K（）jimaθ’al．1999，　Hosoda　et　al．2000の．　Stomach　is　the　majer

source　of　ghrelin　（Date　et　al．2000，　Hayashida　et　at．2001）　and　ghrelin　circulates　in

bloodstream　with　two　different　molecular　fbrms，　acylated　and　non－acylated（des－acyl）

fbms．　In　monogastric　anim41s，　it　has　been　reported　that　des－acyl　ghrelin　is　the　major

portion　of　circulatlng　ghrelin（Hosoda　etα～．2000司．㎞agreement　with　the　results　from

human　studies（Cummings　et　al．2001），　circulating　concentration　of　acylated　ghrelin

transiently　increased　preprqndially　in　scheduled　meal－fed　sheep　and　decreased　after　feeding
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（Sugino　et　a／．2002a）and　those　changes　can　be　modified　by　different　feeding　regimen

（Sugino　et　al．2002b）indicating　that　ghrelin　participates　in　feed－regulation　in　ruminants．

However，　the　information　about　des－acyl　ghrelin　had　not　been　available　in　nlminant　species．

The　differences　ln　amino　acid　sequences　of　ghrelin　between　monogastric　and　ruminant

species　did　n杖allow　the　researchers　to　evaluate　the　total　ghrelin　concentrations　in

ruminants　by　using　commercially　available　ghrelin　radioimmunoassay（RIA）kits　of

monogastric　origin．　Moreover，　it　is　natural　that　plenty　amount　of　ghrelin　becomes　necessary

to　perfbrm　the輌刀vfγo　studies　in　large　animals　such　as　dairy　cattle．　For　these　reasons，　our

nrst　attempt　was　to　synthesize　the　desired　peptides（Table　2－1）and　to　evaluate出e　specific

RIA　systems　fbr　measurement　of　plasma　hormone　Ievels　in　ruminant　species（Chapter　2）．

Subsequently，　the　specific　antibodies　fbr　n－terminal　acylated　ghrelin，　intact　C－terminaI

bovine　g撤elin　peptides，　bovine　PYY　and　bovine　leptin　were　successfUlly　raised．　By　using

these　peptides　and　antibodies，　we　have　reported，　for　the　first　time　as　my　own　knowledge，

the　plasma　concentration　of　plasma　total　ghrelin　including　acylated　ghrelin，　des－acyl

ghrelin　and　intact　C・terminal　ghrelin　peptide　in　Holstein　cattle．　Moreover，　we　have　also

evabated　the　plasma　PYY　and　leptin　levels　in　ruminants．

　　　　　　　In　general，　our　results　showed　that　des－acyl　ghrelin　is　the　dominant　portion　of

circulating　ghrelin　in　ruminants　in　consistent　with　the　results　of　others　in　monogastric

animals（Hosoda　et　al．2000a）．　Moreover，　the　ratio　of　acylated　ghrelin　to　total　ghrelin

differs　among　experiments　Le．，1：16　in　6　month　old　Holstein　heifer（Experiment　2），1：7　in

Holstein　bull　calves（Experiment　4），1：24　in　lO　month　old　Holstein　steers　fed　ad～ibitum

（Bxperiment　3）and　1：4　in　l　O　month　old　Holstein　steers　in　fasting　condition（Experlment　5）．

Therefbre，　it　is　suggested　that　sex，　age，　physiological　state，　nutritional　status　and　probably

the　experimental　conditions　influence　the　plasfna　ghrelin　levels　and　their　ratio　in　ruminants．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロThe　interesting　point　is　that　plasma　acylated　ghrelin，　rather　total　ghrelin　concentratlons

刊uc加ate　among　these　animals．　However，　weaning　did　not　affect　the　concentrations　of
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acylated　ghrelin　and　total　ghrelin　and　their　ratio　in　plasma（Experiment　4）．　The　more

detailed　studies　were　done　in　Experiment　6　in　which　the　plasma　hormone　concentrations

were　measured　in　sheep，　goat　and　steers　that　were　maintained　in　different　environment　and

different　diet．　Moreover，　effects　of　fasting　and　refeeding　on　plasma　ghrelin　cencentrations

were　also　studied　in　goats　fed　with　different　maintenance　diets．　Fasting　increased，　while

refeeding　reduced　both　plasma　acylated　ghrelin　and　total　ghrelin　levels　in　all　animals．　The

effects　of　feeding　pattern（Sugino　et　al．2002b）and　fasting（Bradford　et　al．2007）on　plasma

acylated　ghrelin　levels　have　been　reported　in　ruminants　and　their　results　were　in

consistence　with　our　present　study．　Obviously，　when　bo廿L　molecular　fbrms　of　circulating

ghrelin　were　measured，　the　elevated　plasma　acylated　ghrelin　reached　to　the　similar　values

of　plasma　total　ghrelin　during　fasting．　It　is　likely　that　almost　all　the　circulating　ghrelin

becomes　acylated　in　energy　deficit　indicating　that　acyl－modification　is　critical　fbr　the

ghrelin　to　implicate　the　adaptation　with　energy　deficit　in　ruminants．　Moreover，　there　was　a

positive　correlation　of　plasma　ghrelin　with　plasma　PYY　and　NEFA　levels　while　plasma

ghrelin　negatively　correlated　with　plasma　insuiin　and　glucose　during　the　nutritional　changes

in　goats．　However，　the　significant　cerrelation　between　plasma　ghrelin　and　GH　levels　were

not　observed．　Therefore，　it　can　be　suggested　that　the　mechanisms　of　ghrelin　secretion　is

critically　complex　and　at　least　in　a　part，　gastrointestinal　tract　derived　hormones　and

neurotransmitters（de　la　Cour　et　al．　2007）are　responsible　for　the　meal－related　changes　in

ghrelin　concentrations．　Overall，　our　data　clearly　demonstrate　that　the　evaluation　of　both

circulating　acylated　and　total　ghrelin　levels　favors　us　to　understand　the　physioiogy　of

ghrelin　in　ruminants．

　　　　　　　Although　the　results　from　our　series　of　experiments　did　not　show　any　relations

between　plasma　ghrelin　and　GH　concentrations　in　fasting　or　refeeding　conditions　in　goats，

the　stimulatory　effect　of　ghrelin　on　GH　release　has　widely　been　reported　in　all　species

studied　to－date（Korbonits　et　al．2004）including　ruminants（Hayashida　et　a「．2001，
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Hashizume　e’al．2003＆2005，　Itoh　et　a／．2005）．　All　ofthe　studies　in　ruminants　utilized　the

supraphysiological　doses　of　ghrelin　peptide　of　monogastric　origin　since　the　mminant

ghrelin　has　not　been　available　commercially　yet．　There五〕re，　we　investigated　the

dose－dependent　effect　ofghrelin　on　GH　secretion　in　Holstein　heifヒrs　by　irjecting　5　different

doses　of　bovine　ghrelin　ranging　from　O．l　to　10．O　pgfkg　BW　and　the　resu脆s　were　compared

with　those加m　vehicle－i可ected　control　group（Experiment　2）．　All　doses　of　intravenously

administered　ghrelin　significantly　stimulated　GH　release．　The　GH　response　to　the　highest

dose　of　ghrelin（10．O　pg／kg　BW）was　greater　than　the　response　to　5．0μg／kg　BW　ghrelln

indicating　that　ghrelin　is　a　potent　stimulator　of　GH　release　in　ruminants．　In　addition，　we

observed　that　plasma　insulin　and　NEEA　levels　were　transiently　stimulated　by　higher　doses

of　ghrelin　while　plasma　glucose　and　leptin　levels　were　not　affected．　It　is　reported　that

ghrelin　activates　its　cognate　receptor，　GHS－Rla，　to　stimulate　GH　release，　and　the

acyl－modification　on　its　Ser3　residue　is　supposed　to　be　indispensable　Ibr　the　binding　of

ghrelin　to　GHS－R　l　a（K（）j　ima　et　al．1999，　Bednarek　et　al．2000）．1｛owever，　it　is　noteworthy

that　truncated　ghrelin　analogs　encompassing　the　first　5　amino　acids　are　ineffbctive　in　the

stimulation　of　GH　release　in　neonatal　rats（τbrselloθ’al．2002）．］［b　clarifシthese

discrepancies，　we　studied　the　effects　of　the　pretreatment　of　des－acyl　ghrelin　on

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エ　　　　ロ　　　　　　　　ロghrelin－▲nduced　hormonal　changes　in　Holstein　steers（Experiment　3）」ntravenous町ectlons

of　bovine　acylated　ghrelin　at　a　dose　of　1．0μg／kg　BW　significantly　stimulated　GH，　insulin，

glucose　and　NEFA｛evels　while　plasma　PYY　levels　were　not　changed．　The　pretreatment　of

bovine　des－acyl　ghrelin　at　a　dose　of　lO．0μg／kg　BW　did　not　affect　these　changes．

Furthermore，　the　responses　of　plasma　GH　to　the　intravenous　administrations　of　bovine　and

porcine　acylated　ghrelin　were　similar　in　calves．　Therefbre，　it　is　suggested　that

acyl－modification　is　essential　for　ghrelin－induced　endocrine　changes　in　ruminants．

　　　　　　　In　consistant　with　our　results　showing　ghrelin　as　an　important　regulator　of　the

somatotropic　axis　in　ruminants，　Itoh　et　al（2005）reported　that　ghrelin－induced　GH
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secretion　is　higher　in　early　lactating　cows　than　in　calves　and　late－lactating　cows．　Therefbre，

we　hypothesized　that　the　effect　of　ghrelin　might　be　altered　by　the　physiological　status　of

animals．　On　the　other　hand，　there　was　no　report　on　associations　between　ghrelin　and　GHR．H

to　release　GH加ψjvo　in　ruminant　species．　Weaning　induced　the　prominent　changes　in

endocrine　responses　in　ruminants（Katohθrα1．2004）．　Therefbre　we　designed　the

Experiment　4　to　study　the　possible　changes　of　interactions　between　ghrelin　and　GHRH

around　weaning　in　Holstein　calves．　Ghrelin　stimulated　GH　release　with　similar　potency　as

GHRH　and　their　combined　administration　synergistically　stimulated　GH　release　in

preweaning　calves　but　this　effect　was　lost　after　weaning．　On　the　other　hand，加v匡τro　studies

could　not　demonstrate　the　synergistic　or　additive　effect　of　ghrel▲n　and　GHRH　on　the　GH

release廿om　bovine（Hashizume　et　al．2003），　porcine（Malagon　eτα1．2003）and　rat

（Yamazakiθ’α1．2002）anterior　pituitary　glands．　Therefbre，　it　can　be　suggested　that　the

effect　of　ghrelin　on　GH　secretion　is　not　only　limited　to　the　pituitary，　but　likely　also　involves

in　GHRH　release　from　the　hypothalamus（Mogi　et　al．2004，　Wren　e’α1．2002）．　Moreover，

complex　interdependent　intracellular　signaling　pathways　induced　by　ghrelin　and　GHRH

（Anderson　et　aL　2005），　and　the　possible　changes　in　the　proportions　of　subpopulations　of

somatotrophs　that　are　responsive　to　ghrelin，　GHRH　and　to　both　secretagogues　might　be

responsible　fbr　the　different　results　in　pre－and　post－weaning　calves．　In　addition，　different

丘om　the　results　of　previ皿sly　described　studies，　ghrelin　or　GHRH　ir唾ections　did　not　affect

the　basal　plasma　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　in　these　calves．

　　　　　　　In　the　experiment　5，　we　studied　the　characteristic　of　ghrelin　to　stimulate　GH

release廿om　the　results　of　serial　intravenous　i可ections　of　l．0据ghrelin／kg　BW　every　2　h

fbr　8　h　in　steers．　The　plasma　GH　concentration　was　significantly　increased　by　each

injection　of　ghrelin，　and　the　decrease　in　the　responses　of　GH　in　a　peak　value　or　in　AUC　by

repeated　i可ections　of　ghrelin　was　observed．　These　reductions　recovered　after　fburth

i司ection　of　ghrelin．　It　can　be　considered　that　the　depletion　of　pi加itary　GH　content　is　not
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the　reason　since　even　the　lO．O　pg／kg　BW　is　not　a　saturation　dose　fbr　ghrelin　to　stimulate

GH　secretion　in　Holstein　heifers（£xperiment　2）．　It　can　be　explained　by　the　fact　that　ghrelin

strongly　desensitized　to　the　somatotrophs　in　dispersed　anterior　pituitary　cells（Yamazakiθr

al．2002，　Luque　et　a～．2004）．　Moreover，　Carnifia　et　a／（2004）reported　the　slow　recycling　of

ghrelin　receptor　which　takes　360　min　to　recover丘om　intemalizatio皿after　agonist　treatment

in　the　human　embryonic　kidney　293　cell　line　transfected　with　human　GHS－Rla．　Although

we　can　not　show　the　direct　evidences，　it　is　suggested　that　repeated　administrations　of

ghrelin　induce　homologous　desensitization　of　GHS－R，　and　slow　recycling　of　GHS－R　may

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロreduce　the　effeets　of　subsequent　injections　of　ghrelin　on　GH　release．　Moreover，1t　can　not

be　excluded　the　possible　implications　of　hypothalamic　GHRH　and　SRIF　in　this　process

（Kamegai　et　al．2001）．

　　　　　　　The　repeated　administration　of　ghrelin　every　2　h　fbr　8　h　stimulated　plasma　insulin

and　NEFA　concentrations　while　plasma　glucose　levels　were　not　changed．　These　data　are　in

consistence　with　the　results　of　previous　studies．　It　is　noteworthy　that　the　responses　of

plasma　insulin　and　NEFA　were　less　rapid　when　compared　with　the　prompt　response　of

plasma　GH　in　all　studies．　Therefbre，　it　can　be　suggested　that　ghrelin　might　not　directly

participate　in　the　glucose　and　fatty　acid　metabolism　rather韮t　affects　plasma　insulin　and

NEFA　levels　via　stimulation　of　GH（McMahon　et　al．2001の．

　　　　　　　Finally，　we　would　like　to董bcus　on　the　responses　of　plasma　acyl－ghrelin　and　total

ghrelin　concentrations　induced　by　intravenous　administrations　of　ghrelin　and　des－acyl

ghrelin　from　our　series　of　experiments．　Plasrha　acyl－ghrelin　levels　were　transiently　elevated

after　ghrelin　injections　and　were　rapidly　retUrned　to　the　pre－injected　values　in　all　studies．

Similarly，　plasma　total　ghrelin　levels　temporally　elevated　in　plasma　after　injection　of

bovine　acylated　ghrelin　and　were　degraded／elim｛nated　in　the　bloodstream　with　15　min．　On

the　other　hand，　the　degradation　time　of　plasma　total　ghrelin　levels　were　relatively　delayed

（within　60　min　post－lnjection）when　bovine　ghrelin　was　injected　as　des－acyl　fbrm
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（Experiment　3）．　It　has　been　reported　that　the　halflife　of　plasma　ghrelin　was　supposed　to　be

very　short（Tsch6p　et　al．2000，　Gauna　et　aL　2004，　Salfen　et　al．2004）．　Therefbre，　it　can　be

suggested　that　the　rate　ofdegradation　of　ghrelin　in　circulation　is　also　rapid　in　ruminants　and

perhaps　the　structure　of　ghrelin（acylated　or　des－acyl　form）may　affect　the　degradation　rate

of　ghrelin．　Another　interesting　finding　is　that　the　peak　values　of　plasma　acyl－ghrelin　to

ghrelin　injections　become　higher　when　ghrelin　was　repeatedEy　administered（Experiment　5）．

Although　the　infbrmation　to　explain　the　reasons　fbr　this　finding　is　not　available　at　present

time，　the　residual　effect　of　exogenous　ghrelin　is　the　rare　case　since　elevated　acylated　or

total　ghrelin　quickly　declined　to　basal　level　after　each　injectien，　Further　studies　are

necessary　to　broaden　this　scope．

　　　　　　　In　conclusion，　our　studies　demonstrate　that　both　acylated　and　des－acyl　ghrelin　are

circulating　in　the　bloodstream　in　considerable　quantities　in　ruminant　species　and　the

degradatien／elimination　rate　of　ghrelin　is　rapid．　The　ratio　of　plasma　acyl－ghrelin　and　total

ghrelin　levels　are　affected　by　sex，　age，　species　and　nutritional　state．　Moreover，　their　plasma

levels　are　elevated　in　energy　deficit　and　reduced　after　refeeding　whereas　acyl－ghrelin　ieveEs

seems　to　be　more　susceptible　to　the　physiological　and　nutritional　changes，　Our　data　also

report　that　and　intravenous　inj　ection　of　ghrelin　at　physiological　dose　is　sufflcient　to　induce

endogenous　GH　secretion　and　confirm　the　potent　stimulatory　effect　of　ghrelin　on　pEasma

GH　secretion　in　Holstein　cattle．　Furthermore，　ghrelin　synergistically　stimu　lated　GH　release

with　GHRH　in　preweaning　calves　and　this　effect　was　lost　after　weaning　indicating　that　the

effect　of　ghrelin　on　somatotropic　axis　is　partly　infiuenced　by　the　physiological　stages　of

ruminants．　Ghrelin　also　has　considerable　effect　on　plasma　insulin　a皿d　NEFA　levels

indicating　that　ghrelin　plays　an　important　role　in　ruminant　physiology　and

acyl－modification　at　Ser3　residue　is　critical　for　the　ghrelin’s　endocrine　effects　in　ruminants．
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Chapter　9

General　summary

We　have　conducted　six　experiments　to　investigate　the　effects　of　ghrelin　on　GH　secretion

mechanisms　in　Holstein　cattle．　We　also　studied　the　influences　of　the　physiotogical　and

nutritional　factors　on　plasma　ghrelin　concentrations　in　ruminants．

Experiment　l

　　　　　　　　Since　ruminant　ghrelin　fbr　加　v∫vo　experiments　and　the　specific

radioimmunoassay　（RIA）kits　to　measure　the　concentrations　of　fbeding－regulating

hormones　in　ruminants　were　not　commercially　available，　we　not　only　synthesized　pure

peptide　but　also　established　the　specific　RIA　systems．　We　have　synthesized　the　n－acylated

bovine　ghrelin　【L27］，［Cysl2］－ghrelin　［1－11］with　acylation，［Cys－0］－bovine　ghrelin

［11－27］，bovine　PY「FNH2［1－36］，　bovine　PYY－NH2［3－36］，　bovine［CysO｝PYYLNH2［4・36］

and　human　GHRH－N卜12［1－29］．　And　we　also　have　raised　the　antibody　against　acyl－ghrelin

in　rabbit（final　dilution　of　1：240000），　antibodies　against　bovine　total　ghrelin（final　dilution

of　l：15000），　bovine　PYY（final　dnution　of　1：50000）and　bovine　leptin（final　dilution　of

ll200000）in　guinea－pigs．　By　using　these　antibodies，　we　have　established　the　RIA　systems

specific　fbr　acyl－ghrelin，　bovine　total　ghrelin，　bovine　PYY　and　bovine　leptin．　These　RIA

systems　are　also　applicable　fbr　the　measurements　ofthe　plasma　concentrations　in　sheep　and

goats．　These　specific　RLA　systems　will　provide　new　infbmation　on　the　counterregulation

among　appetite－regulating　hormones　and　vvill　lead　to　the　deeper　understanding　of　ruminant

digestive　physiology．
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Experiment　2

　　　　　　　1n　this　experiment，　we　studied　the　dose－dependent　effect　of　ghrelin　on　the　GH

secretion　in　six　Holstein　heifers．　All　doses　of　intravenously町ected　ghreHn　ranging　from

O．l　to　10．O　pg／kg　BW　significantly　stimulate　GH　release　in　dose－dependent　manner．

Moreover，　higher　doses　of　ghrelin　stimulate　plasma　insulin　and　NEFA　concentrations．

However，　ghrelin面ection　does　not　affect　the　plasma　leptin　levels．　Plasma　acyl－ghrelin，

and　total　ghrelin　levels　responding　acyl－ghrelin，　des－acyl　ghrelin　and　intact　C－terminal

廿agments　are　transiently　elevated　a丘er　the　ghrelin　administration　and　rapidly　disappear

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　ト丘om　the　plasma．　This　is　the　first　report　on　the　plasma　total　ghrelin　concentratlons　ln

ruminants（Journal　of　Endocrinology　2006　Jun；189：655－664｝

Experiment　3

　　　　　　　This　st・dy　w・・c・nduct・d　t・cl・・lfy　th…1・・facyl・ti・n・n　S・・3　re・id…fgh・eli・

sequence　on　the　endocrine　effects　of　ghrelin．　The　pre－i］njection　of　fUl1－1ength　bovine

des－acyl　ghrelin（10．0μg／kg　BW）was　done　to　Holstein　steers　5　min　befbre　the

administration　of　acylated　fU11－length　bovine　ghreUn　at　a　dose　of　l．O　pg／kg　BW　The

increased　in　plasma　acyl－ghrelin　followed　by　the　injection　of　acyl－ghrelin　rapidly　retums　to

the　basal　levels，　On　the　other　hand，　the　degradation　time　of　total　ghrelin　in　plasma　after　the

des－acyl　ghrelin　injection　is　relatively　delayed　when　compared　with　the　correspondent　time

after　the　injection　of　the　same　dose　of　acylated　ghrelin　in　experiment　2．　The　acyl－ghrelin

injection　significantly　stimulates　the　plasma　GH，　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　but

plasma　PYY　levels　are　not　cha皿ged．　Pre－injection　of　des・acyl　ghrelin　fail　to　modify　the

acyl－ghrelin－induced　homonal　changes　in　steers．　Moreover，　the　GH　response　to　the

intravenous　administrations　of　porcine　or　bovine　ghrelin　is　similar．　Although　we　can　not

exclude　the　possible　metabolic　effect　of　des－acyl　ghrelin　which　has　been　reported　in　the
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monogastric　animalS，　the　results　f｝om　the　present　study　indicate　the　critical　role　of

acy1・・i・n・n　i・・Ser3元・id・・i・・h…d・c，ine・effe、・，。fgh，eli。　i。，umi。、n，，．

Experiment　4

　　　　　　　We　studied　the　infiuence　of　weaning　on　the　effects　of　the　exogenous

administratien　of　ghrelin（1．0μg／kg　BW）and　GHRH（0．25μg／kg　BW），　in　single　or　in

combination，　to　the　GH　secretion　in　the　Holstein　male　calves．　Basal　concentrations　of

plasma　acy－ghrelin，　total　ghrelin，　GH　and　IGF－l　concentrations　are　not　changed　over　the

weaning　period．　On　the　other　hand，　reduction　in　plasma　insulin，　glucose　and　NEFA

concentrations　are　observed　in　post－weaning　calves．　Both　ghrelin　and　GHRH　signifi　cantly

stimulate　GH　release　in　both　pre－and　post－weaning　calves．　Combined　administration　of

ghrelin　and　GHRH　synergistically　stimulates　the　GH　release　in　the　preweaning　caives，　and

this　effect　is　obviously　lost　after　weaning．　However，　the　value　of　GH　response　to　the

combined　administration　of　ghrelin　and　GH［RH　betWeen　pre－and　post－weaning　period　did

not　significantly　differ．　The　plasma　IGF－1，　insulin，　glucose　and　NEFA　levels　are　not

changed　by　the　ghrelin　and／or　GHRH　adminiStration　in　both　pre－　and　post－weaning　calves．

All　together，　it　is　suggested　that　the　GH－releasing　ability　of　somatotrophs　may　not　alter

over　the　weaning　period　but　the　ratio　of　these　cells　responsive　to　ghrelin，　GHRH　and／or

both　may　alter　around　weaning．

Experiment　5

　　　　　　　1n　this　experiment，　we　studied　the　effects　of　repeated　administrations　of　ghrel　in　on

plasma　GH　secretion　in　Holstein　steers．　Both　plasma　acyLghrelin　and　total　ghrelin　levels

transiently　increase　after　each　ghrelin　injection．　The　peak　values　in　plasma　acyl－ghrelin
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become　higher　in　accordance　with　the　repeated　injection　but出e　values　of　area　under　the

curves（AUCs）fbr　l20　min　after　each崎ection　are　not　differed．　The　intravenous

administrations　of　l．O　pg　ghrelin／kg　BW　at　2　h　intervals　significantly　stimulate　GH　release．

GH　AUCs　l　20　min　after　each　injection　decreases　until　after　the　third　i可ection，　and　recover

a丘er　fbrth　injection　to　the　similar　values　of　the　second　injection．　Plasma　insulin　and　NEFA

levels　are　also　increased　fbllowed　by　ghrelin　injections　while　the　significant　changes　of

plasma　glucose　concentration　are　not　found・

Experiment　6

　　　　　　　To　study　the　influences　of　physiological　and　nutritional　factors　upon　the　changes　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロplasma　ghrelin　concentrations　in　the　ruminants，　sheep　maintained　with　or　without　grazlng

system，　and　goats　and　steers　in　intensive　systems　are　fasted　fbr　48　h　and　the　pre－and

post－fasting　plasma　ghrelin　concentrations　are　measured．　The　plasma　acylated　and　total

ghrelin　concentrations，　and　the　plasma　NEFA　levels　increase　after　48　h　fasting　while

glucose　levels　decrease．　The　fasting　for　48　h　fails　to　affect　the　plasma　GH　and　PYY　levels

in　all　animals．　To　understand　the　effects　of　the　types　of　feed　and　the　duration　of　fasting　on

plasma　ghrelin　levels，　goats　are　raised　in　intensive　system　and　fed　two　times　a　day　with　hay

ad　libitum　or　500　g　concentrate＋lkg　hay　per　head　per　day　regimen．　They　are　fasted　for　48

hand　more　frequent　samplings　are　done．　The　plasma　acylated　and　total　ghrelin　levels

increase　24　h　after　fasting　and　plasma　acylated　ghrelin　levels　reach　to　similar　values　of

plasma　total　ghrelin　levels，　These　levels　are　retumed　to　the　pre－fasting　values　24　h　after

refeeding，　It　is　unlikely　that　the　types　of　feed　affect　the　changes　of　plasma　acylated　and

total　ghrelin　levels　by　fasting，　however，　basal　total　ghrelin　levels　are　affected　by　type　of

feed．　Plasma　glucose　levels　decrease，　while　plasma　NEFA　levels　increase　by　fasting，　and

return　to　the　pre－fasting　values　after　refbeding．　No　changes　of　the　plasma　PYY　levels　are

140



observed　by　fasting　in　goats　maintained　with　high－grain　feed　whereas　the　leve｝s　increased

when　goats　were　maintained　with　roughage　diet．

In　conclusion，　the　series　ofthe　present　studies　clearly　demonstrate　that：

1．

2．

3．

4．

Ghrelin　is　the　potent　GH　releaser　in　ruminants，　and　the　acyl　modification　at　Ser3　residue

is　essential　for　the　endocrine　effects　ofghrelin　in　ruminant　physiology．

Ghrelin　has　synergistic　effect　with　GHRH　on　GH　release　in　vivo　in　pre－weaning　calves，

and　the　physiological　stage　of　animal　influences廿le　effect　of　ghrelin　upon　GH　axis　in

　　　ロrumlnants．

Nutritional　balance　not　only　aff（∋cts　the　plasma　ghrelin　levels　but　also　influcenced　on

the　structure　ofplasma　ghrelin（acylated　or　des－acyl　fbrm）in　the　ruminants，

Ghrelin　rapidly　degradates／eliminates　in　plasma，　and　the　stnlcture　of　ghrelin　may

influence　the　rate　of　degradation．

　　　　All　together，　it　is　considered　that・ghrelin　plays　an　important　role　in　growth

physiology　of　ruminants　by　increasing　GH　release　and　by　inserting　some　effects　en　glucose

metabolism．　Moreover，　changes　in　plasma　ghrelin　levels　by　fasting　and　refeeding　suggest

the　participation　of　ghrelin　in　appetite　regulation　in　ruminants．
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Chapter　9

Japanese　general　summary

　脳下垂体細胞から放出される成長ホルモン（GH）は乳牛の成長・エネルギー分配や脂肪

代謝など様々な代謝に関与している。一般にGH分泌は視床下部から放出されたGH促進ホ

ルモン（GHRH）とGH分泌抑制ホルモン（SRIF）により制御されていると受けとめられて

いる。一方、人工的に合成されたGH分泌促進因子（GHS）は直接下垂体に作用するか、ま

たは視床下部でのGH［RHma路を通してGH分泌を促進している。それらの作用はオーファン

受容体であるGHS－Rlaの活性化を介して起こることが知られていた。1999年、　GHS・Rlaの

内因性リガンドは小島博士らによりラットやヒトの胃から精製され、GH分泌を促進する機

能を持っことからグレリン「ghrelin（ghre（growth）＋release）」と名付けられた。グレリンは

GH・乳腺刺激ホルモン・副腎皮質刺激ホルモン分泌を促進し、さらに食欲や糖代謝に関・与

し、胃運動と胃酸分泌を制御すると報告されている。グレリンは反甥動物においても成長

や乳生産に関与する主な制御ホルモンと考えられる。

　反細動物のグレリンは27個のアミノ酸からなり、3番目のSerアミノ酸残基がオクタン酸

によりアシル化される（Dickin　et　al，2004，　Kita　et　al．2005）。そのアシル化はグレリンの

GHS－RIa活性化に重要であることが単胃動物で示されている（K｛）jima　et　al．　1999，　Hosoda・et

al．　2000a）。グレリンは胃から主に分泌され（Date　et　al．　2000，　Hayashida　et　al，2001）血中で

はアシル化されているグレリン（アシルグレリン）とアシル化されていないグレリン（デ

スグレリン）として異なる分子構造で循環し、デスグレリンが主な分子種である（Hosoda　et

al．2000a）。反細動物において血漿アシルグレリンは決められた給餌時間の給餌前に上昇し、

給餌後に低下する（Sugino　et　al，2002a）。そのようなグレリン濃度の変化は給餌回数に依存

する（Sugino　et　aL　2002b）。これらの結果からグレリンは反翻動物の摂食調整メカニズムに

関与していると考えられる。一方、反郷動物でのデスアシルグレリンについての情報はな

い。単胃動物と反網動物のグレリンのアミノ酸配列は異なり、市販試薬として利用できる

ヒト・ラット用ラジオイムノアッセイキット（RIA　Kit）で反籾動物の血漿デスグレリン濃
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度を測定することは不可能である。また、ウシのような大動物においてin　viVOの実験を行

うためには高価なペプチドを大量に必要とするため市販品を利用することは実際上不可能

である。

　我々はホルスタイン牛における成長ホルモン（GH）分泌メカニズムに対するグレリンの

役割を明らかにすることを目的として6つの実験を行い、反栂動物での生理・栄養による血

漿グレリン濃度の変化を検討した。

実験1一固相ペプチド合成とラジオイムノアッセイ

　反栂動物のln　vivo研究で利用できるグレリンおよび反細動物の食欲制御ホルモン濃度が

測定できるラジオイムノアッセイ系（RIA）の市販品を入手することは不可能であること

から我々はべプチドを合成して免疫作成を行い、RIA法を構築することを試みた。グレリ

ンについてはウシの胃のmRNAを抽出し、　cDNA作成を行った。得られたcDNAライブラリ

ーからウシグレリン遺伝子を得たが、N末端側のSer3残基にオクタン酸をアシル化導入する

ことが困難なため遺伝子技術でウシアシルグレリンを合成することはできなかった。そこ

で固相合成法でペプチドを合成し、高速液体クロマトグラフィーで精製を行った。固相法

で合成したペプチドはウシアシルグレリン［1－27］、［cysl2］一アシルグレリン［1－11］、【cys－o］一

ウシグレリン［11－27］、ウシPYY－NH2［1－36］，ウシPYY－NH2［3－36］，ウシ［cyso］－PYY：NH2

［4・36］とヒトGHRH－NH，［1・29】である。作成した免疫は抗アシルグレリンウサギ血清（希釈

率1：240000）、抗ウシグレリンモルモット血清（1：15000）、抗ウシPYYモルモット血清

（1：50000）と抗ウシレプチンモルモット血清（1：200000）である。これらの免疫血清を用

い、アシルグレリンRIA、ウシグレリンRIA、ウシPYY　RIAとウシレプチンRIA法を確立し

た。これらのRIA法は山羊や羊など反甥動物の各血漿ホルモン濃度も測定できる。従って、

反細動物の消化管ホルモン間の調節制御に対する新たな知見を得て、反栂動物の栄養生理

学をより深く理解することが可能となった。
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実験2一ホルスタイン雌仔牛における血漿GH濃度に対するグレリンの用量依存的

　　　　　影響

　反栂動物でのグレリンによるGH分泌促進はいくつか報告されているがどの研究でも単

胃動物由来グレリンの薬理学的投与量が用いられている。本研究ではホルスタイン雌仔牛

におけるグレリンによるGH分泌反応を生理的投与量から薬理学的投与量まで用量依存的

に検討した。6ヶ月齢の雌牛6頭を用い合成ウシアシルグレリン［L271を0」から10．0㎎！kg

BWで頸静脈内カテーテルよりそれぞれ注入し、継続的に採血を行い、血漿ホルモン濃度を

測定した。血漿GH濃度はグレリン投与後用量依存的に上昇した。また、薬理学的投与量の

グレリン投与により血漿インスリンやNEFA濃度は上昇したが血漿レプチン濃度は変化し

なかった。血漿アシルグレリン・全グレリン（アシル・デスアシル・C末端グレリン断片を

含む）はそれぞれグレリン投与後一一時的に上昇した。本研究では反栂動物の血漿全グレリ

ン濃度を世界で初めて報告できた。またグレリンの生理的投与量によるGH分泌促進効果を

反細動物で初めて報告した（ThidarMyint　et　ai．2006）。

実Wt3　一一ホルスタイン去勢牛におけるグレリン投与によるホルモン濃度の変化に対

　　　　　するデスグレリ・ン前処理の影響

　反網動物においてグレリンのN末端側のSee残基におけるオクタン酸によるアシル化が

グレリンレセプター（GHS－Rla）を活性化するために必要であるかどうかを検討した。ホ

ルスタイン雄牛に頸静脈内カテーテルを装着し、前処理としてウシデスグレリン［1－27】を

10．0μg／kg　BW条件で投与し、5分後にウシアシルグレリン［1－27】を1．0μg／kg　BW条件で投与

した。アシルグレリン投与により血漿アシルグレリンと全グレリンは共に上昇したが、10

分以内に基礎レベルまで急速に低下した。その際、デスグレリン投与で上昇した血漿全グ

レリン濃度の低下の速度は実験2のそれらの結果と比較して遅かった。アシルグレリン投
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与後血漿GH、インスリン、グルコースおよびNEFA濃度は上昇したが血漿PYY濃度に変化

はなかった。アシルグレリン投与によるこれらのホルモンや代謝産物濃度の変化にデスグ

レリン前処理の影響はみられなかった。また、子牛においてウシアシルグレリンとC末端側

のアミノ酸配列が異なるブタアシルグレリンによる血漿GH濃度の上昇に違いはなかった。

従って、グレリンの内分泌的機能にSer3残基のオクタン酸によるアシル化が重要であること

が反甥動物で確認できた。

実験4一子牛におけるグレリンとG服Hの併用投与によるGH分泌に対する離乳の

　　　　　影響

　離乳によって反細動物の内分泌経路が変化することは以前から知られている。一方、グ

レリンとGHRHの相乗作用は単胃動物で報告されているが反留動物では不明である。そこ

で子牛の離乳前後におけるグレリン（1，0μgXkg　BW）とGHRH（0．25μg／kg　BW）の単独あるい

は併用投与によるGH分泌反応の変化を検討することを試みた。ホルスタイン雄子牛を6週

齢に離乳し、5週齢（哺乳期）と10週齢（離乳期）で実験を行った。血漿アシルグレリン・

全グレリン・GHとIGF－1の基礎濃度は離乳前後で同程度だった。一方、血漿インスリン・

グルコース・NEFA濃度は離乳後低下した。グレリンとGHRHの単独投与は哺乳期と離乳後

共に血漿GH濃度を有意に増加させた。グレリンとGHRHのGH分泌に対する相乗作用は哺

乳期のみ認められたが、併用投与によるGH濃度の上昇は離乳前後で同程度だった。離乳前

後共にグレリンとGHRHの単独あるいは併用投与は血漿IGF・1、インスリン、グルコース、

NEFA濃度に影響しなかった。従って、前下垂体細胞のGH分泌機能は離乳前後で変化はな

く、グレリンとGHRHに応答する細胞の割合が変化する可能性が考えられる（ThidarMyint　et

al．2008）。
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実験5一ホルスタイン去勢牛におけるグレリン反復投与による血漿ホルモンや代謝

　　　　産物濃度の変化

　本研究では反細動物におけるグレリンの反復投与によるGH分泌を検討した。去勢牛5頭

を用い、合成ウシグレリン（1．0　pg／kg　BW）を頸静脈内カテーテルより2時間間隔で4回反復投

与し、継続的採血を行い、血漿ホルモン濃度を測定した。グレリン投与後血漿アシルグレ

リン・全グレリン濃度の上昇と急速な低下がみられた。血漿アシルグレリンのピークはグ

レリン反復投与によってより上昇したが投与後120分間のAUC値の間に差はなかった。グレ

リンの反復投与により血漿GH濃度の上昇が確認できた。2回目と3回目グレリン投与後の

GH　AUC値は1回目後の値と比べて低下したが4回目グレリン投与後GH　AUC値は2回目投与

後のGH　AUC値と同程度まで回復した。血漿インスリンとNEFA濃度はグレリンの反復投与

後上昇したが血漿グルコース濃度は変化しなかった。反復投与により下垂体でのグレリン

受容体（GHS－Rla）の発現低下が起き、　GHS－RlaのスローリサイクリングがGH反応反応の

低下に繋がったと考えられる。グレリンによる糖代謝と脂肪代謝への影響は部分的に

GHS－Rla活性化経路と異なるかもしれない。なぜなら本研究でのグレリンによる血漿イン

スリンとNEFA濃度の上昇は血漿GH濃度の上昇と比較してやや遅く、グレリンはそれらの

メカニズムに直接影響を与えるよりGH経路を通して関与していることが示唆される。

実験6一反細動物における代謝・栄養による血漿グレリン濃度の変化

　代謝や栄養状態による血漿アシルグレリン濃度の変化についていくつかの報告があるが

血漿デスグレリンにっいての情報はない。本実験では血漿デスグレリン濃度の変化を検討

し血漿PYY濃度や代謝産物濃度との関係を調べた。プロトコル1：羊11頭（道立試験場、

放牧下）または帯広畜産大学の羊6頭・去勢牛5頭と去勢山羊6頭（1日2回0800と1600

時に給餌）を48時間絶食させ、絶食前後に頸静脈より単独採血を行った。プロトコル2：

山羊5頭を乾草のみで自由給餌下（R－diet）または配合飼料500g＋乾草Ikg／head／dayを1
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日2回給餌下（C・・diet）でおき、それぞれ48時間絶食させた。絶食前（1300h）・中（24時

間後）・後（48時間後）と再給餌後24時間で採血を行い、血漿ホルモンや代謝産物濃度を

測定した。すべての実験動物で絶食による血漿アシルグレリン・全グレリン・NEFA濃度

の上昇が認められたが血漿GHやPYY濃度の変化はなかった。血漿グルコースやインスリ

ン濃度は絶食によって低下した。アシルグレリン濃度は絶食後全グレリン濃度と同程度ま

で上昇した。再給餌によりそれらホルモンや代謝産物濃度は絶食前の値に戻った。全グレ

リンの基礎濃度はR－dietの方がC－dietより高かったが栄養状態によるグレリン濃度の変化

パターンは両dietの聞に差はなかった。従って、血漿アシルグレリン・全グレリン共に絶

食時に上昇し、再給餌によって低下すること、また循環しているグレリンは絶食時にアシ

ル化されていたことからグレリンは分子構造の相違によって反細動物のエネルギーバラン

スを調節する可能性が示唆される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　まとめ

1．反細動物においてグレリンはGH分泌を強力に促進し、3番目のアミノ酸残基（Ser）で

　　のオクタン酸によるアシル化はグレリンの内分泌機能のため必要である。

2．グレリンとG㎜のGH分泌に対する相乗作用は哺乳期の子牛でみられた。また反鴉

　　動物の生理状態によってグレリンのGH分泌機能が変化する。

3．栄養状態は血漿グレリン濃度だけではなくグレリンの構造（アシルあるいはデスアシ

　ル）に影響する。

4．血漿グレリンの分解は急速であり、グレリンの分子構造は分解速度を制御している可能

　性がある。

従って、グレリンは反細動物の生理状態によってGH分泌を促進し、糖代謝や脂肪代謝に

影響を与えて成長メカニズムに対する主な役割を持っていると示唆される。また、栄養状

態によってグレリンが変化することからグレリンは反衡動物の食欲調整メカニズムに関わ

っていることが考えられる。それらの役割を果たすにはグレリンの分子構造が重要かもし

れない。
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