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第 1 章 序章 

 

1-1 緒言 

菜種油(キャノーラ油，CAN)，コーン油およびオリーブ油は，調理や食品加工に広く用い

られているが，これらの油を含む飼料を摂取させた雄性脳卒中易発症高血圧自然発症ラッ

ト(SHRSP)では，対照として大豆油(SOY)を含む飼料を与えた動物と比較して生存日数が

大幅に減少することが知られている(1-5）．この短命化の原因物質は未だに同定されておら

ず，有害効果のメカニズムも解明されていないが，上に挙げた食用植物油脂の中で CAN は

その有害効果が比較的良く研究されており(6-11)，CAN 含有飼料摂取による雄性 SHRSP の

短命化には SHRSP の遺伝的病態(生活習慣病様症状)の増悪，すなわち，血圧の上昇(6, 7)，

血漿中脂質の増大(8, 9），抗酸化酵素の阻害(10)，血管傷害の促進(3)，血小板数の減少(8)

などが関連すると考えられている．実際，CAN 含有飼料を 8 週間摂取させた雄性 SHRSP で

は，SOY 含有飼料を与えた対照群と比較して高血圧症および脳卒中発症の早期化が認めら

れた(7)． 

一方，SHRSP に CAN 含有飼料を 13 週間与えると精巣のテストステロン産生が有意に抑

制されることが報じられている(12)．ヒトの男性における生活習慣病有病率はアンドロゲ

ンによって影響を受けており，テストステロンレベルの低下は男性の生活習慣病の主要症

候であるインスリン抵抗性，中心性肥満，脂質異常症，高血圧症および心血管疾患などを引

き起こし(13-14)，高齢男性の総死亡率を増すと報告されている(15)．テストステロンレベ

ルの低下と生活習慣病様症候の関係が齧歯類でも同様に観察されることと(16-18)，SHRSP

が実験用ラットの中でも生活習慣病に類似した症状を起こし易い系統であり，ヒトの生活

習慣病のモデル動物としても使用されている(19-21)ことを考えると，CAN 含有飼料摂取に

よって認められるテストステロン産生の減少が雄性 SHRSP における生活習慣病様症候の早

期発現や生存日数減少の一因になっている可能性がある．また，Wistar ラットでは 10 週間

の CAN 含有飼料摂取によって血漿中アルドステロン濃度の増大が認められるので(22），

SHRSP でも同様の影響がみられるとすれば，SHRSP における CAN 毒性の標的には，性腺

や副腎皮質など，ステロイドホルモンを産生する器官が含まれる可能性がある． 

このように SHRSP における CAN 含有飼料摂取による有害事象は，昇圧，インスリン抵

抗性，血管傷害およびステロイドホルモン代謝の異常など様々な病態との関連が推測され

ていたものの，一貫した解析は為されなかったので，毒性の標的器官は特定できておらず，

テストステロン低下と病態変化の関連についても研究は進んでいなかった．また，これまで

の研究は専ら雄性 SHRSP を用いて行われ，性差の検討もされていなかった． 
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本研究では SHRSP における CAN の有害効果を毒性学的に解析するとともに有害効果の

性差について初めて検討を加えた．第 2 章で述べるように，生存日数や生活習慣病で変化す

る幾つかのパラメータ(血圧，血漿中脂質，血小板数，インスリン感受性および臓器の病理

組織学的所見など)への影響を比較し，CAN 毒性の性差およびステロイド産生への影響がみ

られた．このため，ステロイドホルモン産生系への影響を俯瞰する目的で，第 3 章で述べる

ように，血漿中のゴナドトロピンおよび幾つかのステロイドの濃度，精巣組織中の性ホルモ

ン濃度を測定した．また，性腺と副腎のステロイド合成経路で働く StAR および幾つかの酵

素の mRNA 発現に加え，mRNA 発現に有意な変化がみられた精巣では，それらがコードす

るタンパク質量を測定し，さらにライディッヒ細胞を計数した．得られた結果から，精巣が

CAN 毒性の標的であり，テストステロンの減少により副腎のアルドステロン産生が増し，

増大したアルドステロンが生活習慣病様症候を増悪すると考えられため，第 4 章で述べる

ように，ラット副腎皮質球状層細胞およびヒト副腎皮質細胞株を用い，アルドステロン産生

に対するテストステロンの影響を両細胞で確認した．詳細は本論文で述べるととおりであ

る．CAN 摂取が男性のテストステロンレベルを低下させるか否かは不明だが，CAN が我が

国における代表的な汎用食用油であることを考慮すると，ヒトでの健康被害を避けるため

に，この有害効果を詳細に研究することには意義がある．  

 

CAN 毒性の原因物質は同定されていないが，CAN 毒性の原因物質の候補としては，こ

れまでにいくつかの物質が挙げられてきた．そもそも菜種油には心臓毒であるエルシン酸

や甲状腺毒である glucosinolate が含まれ食用には適さなかったが，1970年代前半にカナダ

で開発されたキャノーラ菜種は低エルシン酸，低 glucosinolate の品種で，油は食用油，油

粕は家畜飼料として広く利用されている．1975年，Minetoma ら(23）は，CAN粕に含ま

れる glucosinolate の代謝物である isothiocyanate と oxazolidinethione が用量依存的に鶏の甲

状腺腫を引き起こすことを確認した研究報告の中で，CAN粕が glucosinolate の量とは無関

係に肝臓出血を起こし，死亡例がみられることを報じた．1996年に Huang らも菜種中の

含硫化合物である butyl，phenethylそして allyl isothiocyanate が CAN 中に残留する濃度では

SHRSP の生存日数に影響を及ぼさないことを報じた(1)．また，食用油として販売されて

いる精製油脂は成分のほぼすべてがトリアシルグリセロールなので，それらの脂肪酸組成

と有害効果との関連が当然疑われたが，1998年，Miyazaki ら(3)はリパーゼ処理した CAN

の脂肪酸画分を摂取させた SHRSP では生存日数の短縮が認められないことを報告した．

2000年に Ratnayake ら(5)は，食用油脂の中では CAN が比較的多量の植物ステロールを含

有することと SHRSP およびその由来系統のラットではこれらの系統に固有のステロール

代謝能が原因となって食餌性ステロールが体内に蓄積しやすい事実に着目し(24)，
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「SHRSP の様に特異なステロール代謝系をもつ動物では，体内に蓄積した植物ステロール

または植物ステロールによる体内コレステロールの置換が膜の脆弱化を引き起こし，それ

が出血性傷害を増悪する．」という“植物ステロール説”を提唱した. この“植物ステロー

ル説”は説得力があるかに見えたが，植物ステロール含量が極めて少ないオリーブ油も

CAN と同等の短命化を引き起こす事実に加え，飼料中植物ステロール量と生存日数との間

には相関がないことが複数の報告によって示されたため(3, 8, 25)，植物ステロールが原因

物質であるとは認識されなくなっている．最近になって，「油脂精製工程で生成するジヒ

ドロ型ビタミン K1またはその類似物質がビタミン K2 の作用を阻害することが CAN をは

じめとする幾つかの油脂による SHRSP の短命化に関与する．」とする説も出たが(26)，こ

れまでのところ，原因物質候補として CAN 毒性の研究に使用できる化合物は見つかって

いない．したがって，本研究は CAN 毒性の原因物質候補の化合物を用いた有害効果の検

討には至っていないが，CAN 毒性の特徴を詳細に調べることで得られる情報が原因物質同

定の糸口となるとともに，CAN の安全な摂取量の提案に役立つと考えている．
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第 2 章 CAN 毒性の性差  

 

2-1 序論 

生活習慣病の病因を性ホルモンの関与という観点から検討すると，テストステロンの役

割には明らかな性差がある．例えば，男性ではアンドロゲン欠乏症が生活習慣病の素因であ

り，テストステロンを補充することで改善効果が得られる(18）．一方，閉経後の女性におけ

るテストステロンの増大は，生活習慣病の有病率の上昇と関連している(27）．CAN が生活

習慣病の発症を促進する因子であるという視点でその毒性を理解するためには，CAN 摂取

の影響における性差を調べることが不可欠である．しかし，性差がみられる可能性があるに

もかかわらず，CAN 摂取の影響に関するこれまでのほぼすべての研究は雄性動物を用いて

行われ，雌性動物に対する影響に関する知見が報告されることはなかった． 

本研究では，雌雄の SHRSP に CAN 含有飼料を摂取させ，生存日数だけでなく，生活習

慣病で変化する幾つかのパラメータ(血圧，血漿中脂質，血小板数，インスリン感受性およ

び臓器の病理組織学的所見など）に及ぼす影響を比較した．また，本研究によって，雄性

SHRSP における CAN 摂取による血漿中テストステロン濃度の減少が血漿中アルドステロ

ン濃度の有意な増大を伴うことを初めて見出し，血漿中アルドステロン濃度の増大が CAN

の有害効果にどのように関与するかについて考察した． 

 

2-2 方法 

2-2-1 飼料 

10 wt/wt％(24.8 エネルギー％)の大豆油(SOY)を添加した無脂肪 AIN-93G 粉末飼料と，

SOY に代えて CAN を 10 wt/wt％添加した同飼料を CLEA Japan(東京)から購入した．飼料

の脂肪酸組成を Table 2-1 に示す．SOY および CAN は，日本植物油協会(東京)から提供さ

れた． 

   

2-2-2 生存日数測定実験 

2-2-2-1 動物飼育 

4 週齢の脳卒中易発症高血圧自然発症ラット SHRSP(Izm)48匹(雌雄各 24匹)を日本エス

エルシー(静岡)より購入し，ウッドチップを敷いたプラスチックケージに 3匹ずつ収容し，

室温 23±1℃，相対湿度 50±5％，照明 8:00-20:00 に環境制御された飼育室で 7 日間馴化させ

た．馴化後，動物を雌雄それぞれ 1群 12匹の 2群に分けて個別飼育した．各群の動物には，

SOY 含有飼料(対照)または CAN 含有飼料と水道水を自由に摂取させた．飼料は週に 2回，

新しいものと交換した．SOY 含有飼料摂取群を対照群とした根拠は以下のとおりである；
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① SHRSP を用いて油脂摂取の影響を調べた研究のほぼすべてが SOY 含有飼料摂取群を対

照群としている．② 市販の標準的な齧歯類飼料中の脂肪が主に SOY である，③ 雄性

SHRSP に，幾つかの油脂をそれぞれ唯一の脂肪源として含む飼料のいずれかを与えたとき，

SOY 含有飼料を与えた動物の生存日数が中庸である(1）．なお，本論文では対照である SOY

含有飼料をそのまま SOY 含有飼料と表記した． 

SHRSP の生存日数を比較したこれまでのほとんどの研究では，血圧上昇を促進するため

に飲料水に 1％NaCl を添加しているが，本研究では生理的により正常な状態で比較するた

め水道水を与えた．  

本研究の動物実験は，金城学院大学実験動物倫理委員会による実験計画の評価，承認を経

て実施した．
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Table 2-1 Fatty acid compositions (%) of diets.  

 

Fatty acids SOY CAN 

14 : 0      Myristic acid 0.14 0.22 

16 : 0      Palmitic acid 9.01 4.37 

16 : 1      Palmitoleic acid 0.07 0.21 

18 : 0      Stearic acid 4.38 1.93 

18 : 1      Oleic acid 23.64 63.67 

18 : 2 n-6    Linoleic acid 54.50 19.56 

18 : 3 n-3   Linolenic acid 7.23 8.00 

20 : 0      Arachidic acid 0.39 0.59 

20 : 1      Eicosenoic acid 0.20 1.15 

22 : 0      Behenic acid 0.45 0.32 

n-6 / n-3 7.54 2.45 

Total fatty acids (g/100 g diet) 9.88 9.22 

 

SOY, 10 w/w% soybean oil diet (control); CAN, 10 w/w% canola oil diet. 
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2-2-2-2 症状観察と体重および摂食量の測定   

投与開始前日およびその後毎週 1回，動物の体重(BW)を測定した．摂餌量(FC)も毎週 1

回測定した．すべての動物の全身状態を少なくとも 1 日 1回観察した． 

以下の所見を脳卒中の徴候とし，重度の行動障害，全身衰弱あるいは摂食障害などが認め

られた場合は安楽死させた． 

眼球突出，易刺激性，多動，過敏，運動障害，振戦，痙攣，四肢麻痺および突然死(28, 29）  

 

2-2-2-3 血小板数の測定  

摂取第 8 週に雌雄すべての動物から，第 16 週には雌動物から尾静脈穿刺によって少量の

血液を得，血液 10 μL 中の血小板数を血球計数器(MEK-5208，日本光電工業，東京)で測定

した．なお，第 16 週の雄動物からの採血は，その時点で既に CAN 含有飼料摂取群の平均

体重(BW)が減少し，1匹が死亡していたため実施しなかった． 

 

2-2-2-4 病理学的検索 

死亡動物は発見された時点で，安楽死させた動物は死亡直後に剖検した．脳，心臓，肺，

脾臓，肝臓，腎臓，副腎，精巣，精巣上体，卵巣および子宮を摘出して重量を測定した後，

肉眼的に観察した．その後，10％ホルマリンを含む 0.1 mol/L リン酸緩衝液中で臓器を固定

した．なお，自己融解が激しく，病理検査に適さない臓器は観察を省略した．固定した臓器

や組織はパラフィンに包埋し，薄切してプレパラート標本を作製した後，ヘマトキシリン・

エオジン染色して鏡検した． 

 

2-2-3 8 週間摂取実験 

2-2-3-1 動物飼育 

4 週齢の SHRSP(Izm)40 匹(雌雄各 20 匹)を日本エスエルシー(静岡)より購入し，7 日間

馴化させた．馴化後，雌雄それぞれを 1群 10匹の 2群に分け，SOY 含有飼料(対照)または

CAN 含有飼料と水道水を自由摂取させて 8 週間飼育した．前述の生存日数を測定した実験

と同様の環境で飼育したが，この実験では 1ケージに 2-3匹の動物を収容した． 

 

2-2-3-2 血圧および心拍数の測定 

摂取第 8 週にテール・カフを用い，すべての動物の尾動脈圧の変化からプレチスモグラフ

(MK-2000ST，東京・室町)で血圧と心拍数を測定した． 
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2-2-3-3 経口ブドウ糖負荷試験(OGTT) 

摂取第 8 週に 18 時間絶食させた後，経口ブドウ糖負荷試験(OGTT)を行った．糖負荷前

の血漿中グルコース(Glu)濃度を測定するために尾静脈から少量の血液を採取した後，3 g/kg

の Glu を経口投与し，続いて投与後 150分まで 30分毎に採血した．血漿中 Glu 濃度は，血

液サンプル 1滴を用い，Gluからグルコノラクトンへの酸化を検出するクーロメトリック検

出器，FreeStyle Freedom LiteTM (ニプロ，大阪)で測定した．残りの血液サンプルは室温で 30

分放置した後，1,200×g で 30分間遠心して得られた血清中のインスリン濃度を ELISA キッ

ト(Ultra Sensitive Rat Insulin kitTM，森永生物科学研究所，横浜)を用いて測定した． 

 

2-2-3-4 剖検，血液生化学，ステロイドの測定 

摂取期間終了後，剖検前 18時間動物を絶食させ，続いてセボフルラン(富士フイルム和光

純薬，大阪)吸入で麻酔した後，腹部を正中切開した．抗凝固剤としてヘパリンナトリウム

(ナカライテスク，京都)を用いて後大静脈から採血し，血液を 150×g，4℃で 15分間遠心し

た．得られた血漿サンプルは使用するまで−80ºC で保存した．採血後，臓器を摘出して重量

を測定し，肉眼的に観察した．各群 6匹の左腎臓は RNA抽出に用いるため液体窒素中で凍

結し，−80ºC で保存した．その他の臓器は 10％ホルマリンを含む 0.1 mol/L リン酸緩衝液中

で固定し，パラフィンに包埋した後薄切してプレパラート標本を作製し，ヘマトキシリン・

エオジン染色して鏡検した． 

血漿中 Glu，遊離脂肪酸(FFA），トリグリセリド(TG），総コレステロール(TCh)および遊

離コレステロール(FCh）濃度は市販のキット，Glucose C-II testTM，NEFA C-testTM，Triglyceride 

E-testTM，Cholesterol E-testTM および Free cholesterol E-testTM (フジフイルム和光純薬，大阪)

を用いてそれぞれ測定した． 

血漿中ステロイド濃度の測定は高木らの方法で行った(30）．概略を示すと；2H-または

13C-標識ステロイドを内部標準物質として血漿に添加した後，ステロイドをジエチルエー

テルで抽出した．続いてこの抽出物を InertSep pharma カラム(GL sciences,東京)を用いて精

製し，ピコリン酸エステルで誘導体化した．得られた誘導体を InertSep SI カラム(GL 

Sciences)に入れ，溶出した画分を Nexera UHPLC システム(島津製作所, 京都)と API4000 質

量分析計(George, Framingham, MA, USA)で構成される液体クロマトグラフィー-質量分析/

質量分析装置(LC/MS/MS）に注入した．使用した標準物質は以下の通りである：テストス

テロン-13C3 およびアルドステロン-d7(IsoSciences, King of Prussia, PA, USA）． 

 

2-2-3-5 mRNA 発現の解析  

凍結した腎皮質組織を TrizolTM 試薬(Thermo Fisher Scientific, 東京)中でホモジナイズし，
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クロロホルムで抽出した totalRNA をクロロホルム-イソプロパノールで相分離させて，精製

totalRNA を得た．TotalRNA の濃度は，Ultra-micro spectrophotometer NanoDrop™1000 

(Thermo Fisher Scientific)を用い，260 nm の吸光度を測定して求めた．2 μg の total RNA を

High Capacity RNA-to-cDNATM kit(Thermo Fisher Scientific)を用いて cDNA に逆転写した．得

られた cDNA溶液を希釈(1：2)し，EagleTaq universal MMXTM(Roche Diagnostics,東京)と標

的遺伝子のプローブ／プライマーキットである TaqMan AssayTM (Thermo Fisher Scientific)を

用いて解析した．使用した TaqMan AssayTM は次の通りである：グリセルアルデヒド-3-リン

酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH), Rn01775763_g1;レニン Rn00561847_m(Thermo Fisher 

Scientific)．リアルタイム PCR は，7300 Real-Time PCR System(Applied Biosystems-Thermo 

Fisher Scientific, 東京)を用いて，順に 95℃で 10分間，95℃で 15秒間および 60℃で 1分間

の保持時間で 40 サイクル増幅するプログラムで行った．発現量は ΔΔCT 法で算出した．グ

リセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼの発現量に対する各mRNA の相対発現量を雌

雄および 2つの飼料を与えた群間で比較した． 

 

2-2-3-6 血漿中レニンおよびアンジオテンシン II 濃度の測定  

血漿中のレニンおよびアンジオテンシン II 濃度は，それぞれ Rat Renin-1 ELISA キット

(Raybiotech-Cosmo Bio, Tokyo；検出範囲 27.4-20,000 pg/mL)および Angiotensin II ELISA キッ

ト(Enzo Life Sciences-Cosmo Bio, 東京；検出範囲 3.9-10,000 pg/mL)を用いてトリプリケート

で測定した．測定手順はそれぞれのキットの説明書に従った． 

 

2-2-4 統計学的方法 

病理学的所見の発生頻度の性差あるいは飼料間差は Fisher の正確確率検定で評価した

(Table 5）．発生頻度以外の結果はすべて平均値±標準誤差で示した．雌雄間および飼料間で

の変数の違いは，性および飼料を因子とした two way ANOVA によって評価した．因子間の

相互作用が有意な場合あるいは群間差を確認する際には Tukey の多重比較を行った．さら

に，雌雄どちらかの性における異なる摂取飼料群の平均値の差はunpaired t-testで比較した．

いずれの場合も平均値の差はp<0.05を以って有意とした．これらの統計解析にはPrism 9.3.1 

(GraphPad Software, San Diego, USA)を使用した． 
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2-3 結果 

2-3-1 生存日数測定実験 

2-3-1-1 BW と FC の推移   

BW の変化を Fig. 2-1 に示す．各時点で two way ANOVA を行った．雄は雌よりも一貫し

て BW が大きかった．摂取第 70 日から 308 日まで，CAN 含有飼料を与えた動物の BW は

性別に関係なく SOY 含有飼料を与えた動物の BW よりも有意に小さかった．雄では第 70

日，77 日および 238 日から 308 日にかけて，CAN 含有飼料を与えた動物の BW が SOY 含

有飼料を与えた動物の BW よりも有意な低値を示した(Tukey's test および unpaired t-test）．

また，雌雄それぞれにおいて飼料間には有意差が散見された(unpaired t-test）．この飼料間の

差は，雌雄いずれにおいても徐々に大きくなり，雄で特に顕著であった．第 315 日以降，

CAN 含有飼料群では雄が少数しか生存していなかったため統計解析を行わなかった．雄で

は第 168 日以降，雌では第 350 日以降，与えた飼料にかかわらず，脳卒中発症個体の増加に

伴って BW がバラついた．  

FC の変化を Fig. 2-2 に示す．FC も一貫して雄の方が雌よりも多かった．第 133 日までは，

CAN 含有飼料を与えた動物の FC が SOY 含有飼料を与えた動物の FC よりも多い傾向があ

り，その差は第 14 日，21 日，28 日，49 日，112 日および 133 日において有意であった(two 

way ANOVA）．第 140 日以降は，脳卒中を発症した動物が増えるにつれて FC のバラつきが

増した．第 252 日，280 日，294 日および 301 日に CAN 含有飼料を与えた動物の FC が SOY

含有飼料を与えた動物の FC よりも有意に少なくなったことを除いては，異なる飼料を与え

た動物の間に FC の差はみられなかった(two way ANOVA）．また，雄では CAN 含有飼料群

の FC が SOY 含有飼料群よりも 第 203 日，259 日および 301 日において有意に減少した

(Tukey's test）．雌雄いずれにおいても FC には散発的な飼料間の有意差が認められた

(unpaired t-test）．  

 

2-3-1-2 生存日数   

Fig. 2-3 に示すように，雄における生存曲線は飼料間で有意に異なっていた(Wilcoxon 検

定，log-rank 検定）．一方，雌の生存曲線は，摂取期間初期すなわち CAN 含有飼料群の雄で

4 例目の死亡が認められるまでの期間(それ以降 CAN 含有飼料群の雌雄で差が認められな

くなる）を除いて，雄における生存曲線で認められるような飼料間差はみられなかった．雌

の曲線には Wilcoxon 検定では 2 群間で有意差が認められたが，log-rank 検定では認められ

なかった．平均生存日数には有意な性差(雌＞雄）が認められた．また，SOY 含有飼料を与

えた動物と CAN 含有飼料を与えた動物の平均生存日数は有意に異なっていた(SOY＞CAN） 

(two way ANOVA）．雄では CAN 含有飼料群の平均生存日数が SOY 含有飼料群の平均生存
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日数よりも有意に減少した．一方，雌の生存日数には飼料間差がなかった(Tukey's test およ

び unpaired t-test）．CAN 含有飼料を与えた雄が脳卒中関連症状を呈するまでの平均日数は

128±15 日で，SOY 含有飼料を与えた雄の 214±21 日よりも有意に短かった(unpaired t-test）． 

しかし，雌では SOY 含有飼料を与えた群で脳卒中関連症状がみられるまでの平均日数が

296±13 日であったのに対し，CAN 含有飼料を与えた群では 249±24 日となり，両者の間に

有意な差はなかった(unpaired t-test）．また，SOY 含有飼料群の平均生存日数は雄で 393±14

日，雌では 401±18 日となり，差は認められなかった(unpaired t-test）．しかし，CAN 含有飼

料を与えた動物の雌雄で比較すると，雄では 274±21 日，雌では 349±24 日であり，有意な

差が認められた(unpaired t-test）．   
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Fig. 2-1  Body weight gain in SHRSP during the survival experiment. 

 

Twelve animals of each sex were assigned to the group fed 10% soybean oil diet (SOY, 

control) or 10% canola oil diet (CAN). 

Symbols with bars represent means with S.E.M.  

§ and †, Significantly different between sexes and between the 2 different diets, respectively 

(p<0.05, two way ANOVA). 

¶, Interaction exists between the factors, sexes and diets (p<0.05, two way ANOVA). 

Identical alphabetical letters indicate the absence of significant differences between the groups 

(p>0.05, Tukey’s test).  

*, Significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test). 
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Fig. 2-2  Food consumption in SHRSP during the survival experiment. 

 

Twelve animals of each sex were assigned to the group fed 10% soybean oil diet (SOY, 

control) or 10% canola oil diet (CAN). 

Symbols with bars represent means with S.E.M.  

§ and †, Significantly different between sexes and between the 2 different diets, respectively 

(p<0.05, two way ANOVA).  

¶, Interaction exists between the factors, sexes and diets (p<0.05, two way ANOVA). 

Identical alphabetical letters indicate the absence of significant differences between the groups 

(p>0.05, Tukey’s test).  

*, Significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test). 
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Fig. 2-3  Survival curves of SHRSP fed 10% soybean oil diet or 10% canola oil diet. 

 

Twelve animals of each sex were assigned to the group given 10% soybean oil diet (SOY, 

control) or 10% canola oil diet (CAN).  

The survival curves in the males in the SOY group and in the CAN group were significantly 

different (Wilcoxon and log-rank tests). The curves in the females were evaluated significantly 

different between the 2 dietary groups by Wilcoxon test but not by log-lank test. The mean 

survival time was significantly different between sexes, female>male, and between the 

animals given the 2 different diets, SOY>CAN (two way ANOVA). Identical alphabetical 

letters indicate the absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s 

test). *, Significantly different from the SOY group in the males (p<0.05, unpaired t-test).  
#, Significantly different from the male animals given CAN diet (p<0.05, unpaired t-test). 

 

  

Male       SOY > CAN      p<0.0001 (Wilcoxon test),   p<0.0001 (Log-rank test)    
Female   SOY ≥ CAN      p<0.05     (Wilcoxon test),       n.s.     (Log-rank test)
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2-3-1-3 血小板数   

Fig. 2-4 は摂取第 8 週の血小板数を示す．血小板数には有意な性差はなかったが，飼料間

(雌雄にかかわらず SOY 含有飼料を与えた動物と CAN 含有飼料を与えた動物群間)で有意

な差が認められた(two way ANOVA）．雄では CAN 含有飼料群の血小板数が SOY 含有飼料

群の血小板数よりも有意に少なかった(Tukey's test および unpaired t-test）．一方，雌の血小板

数には飼料間差がみられなかった．雌の第 16 週の血小板数は，SOY 含有飼料群で

51.2±1.8×104 /μL，CAN 含有飼料群では 55.3±2.0×104 /μL であり，飼料間差は認められなか

った(unpaired t-test）． 

  

2-3-1-4 剖検 

2-3-1-4-1 臓器重量と肉眼的観察所見  

雄における心臓，肺，肝臓および腎臓の絶対重量は，それぞれ雌に比べ有意に重かった．

また，脳，脾臓，腎臓および副腎の相対重量が雌よりも雄で有意に重かった．絶対重量，相

対重量ともに，与えた飼料に起因するとみられる有意な差はみられなかった(two way 

ANOVA，データは示さず）．卵巣の絶対重量を除いて，絶対重量および相対重量ともに，雌

雄いずれにおいても飼料間で差は認められなかった(unpaired t-test）．CAN 含有飼料群の卵

巣重量 77.6±4.7 mg は，SOY 含有飼料群の 59.8±5.6 mg よりも有意に大きかったが，相対重

量は SOY 含有飼料群で 0.41±0.04 mg/g，CAN 含有飼料群で 0.46±0.04 mg/g であり，差は認

められなかった(unpaired t-test）．ほとんどの動物で，脳出血，心肥大，肺と肝臓の鬱血，腎

組織の線維化がみられたが，いずれの頻度にも飼料間差は認められなかった(Fisher の正確

確率検定，データは示さず）． 

  

2-3-1-4-2 病理組織学的所見 

肉眼的観察でみられた脳出血が組織の鏡検でも確認された．脳では脳室拡張，血栓および

浮腫が認められた．心筋の肥大と線維化がすべての動物で認められた．また，冠動脈硬化や

動脈壁の肥厚を伴う慢性腎症もほぼすべての動物にみられた．いずれの臓器における異常

所見の頻度にも，性差あるいは飼料間差は認められなかった(Fisher の正確確率検定，デー

タは示さず）． 
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Fig. 2-4  Platelet count in SHRSP fed 10% soybean oil diet (SOY, control) or 10% canola oil diet 

(CAN).  

 

At the 8th week of feeding during the survival experiment, platelet count was determined.  

Columns with bars represent means with S.E.M. of 12 animals. Platelet count was similar in 

both sexes but was significantly different between the animals given the 2 different diets 

(p<0.05, two way ANOVA). Platelet count in the males in the CAN group was significantly 

lower than any other group. Identical alphabetical letters indicate the absence of significant 

differences between the groups (p>0.05, Tukey’s test).  

*, Significantly different from the SOY group in the males (p<0.05, unpaired t-test). 
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2-3-2 8 週間摂取実験 

2-3-2-1 血圧および心拍数   

血圧および心拍数の変化を Table 2-2 に示す．血圧には性差と飼料間差が認められた(two 

way ANOVA）．血圧は雌よりも雄で有意に高かった．Two way ANOVA における有意な飼料

間差は，CAN 含有飼料によって雄の血圧が著しく上昇したことを反映していた．収縮期血

圧，拡張期血圧および心拍数は，SOY 含有飼料群に比べて CAN 含有飼料群で有意に上昇し

た(Tukey's test および unpaired t-test）．一方，雌の血圧および心拍数には飼料間で差が認めら

れなかった． 

 

2-3-2-2 OGTT  

血漿中 Glu および血清中インスリン濃度の時間経過を，それぞれの曲線下面積(AUC)の

棒グラフとともに Fig. 2-5 に示す．Glu 経口投与後 150分間の血糖値推移には有意な性差が

認められた．雄の血漿中 Glu 濃度は雌のそれよりも常に高かった．Glu 負荷後 30分，60分

および 90分における CAN 含有飼料を与えた動物の血漿中 Glu 濃度は，SOY 含有飼料を与

えた動物のそれと有意に異なっており，CAN 含有飼料は血漿中 Glu 濃度を増大させた(two 

way ANOVA，Fig. 2- 5A）．特に雄では CAN 含有飼料群の血漿中 Glu 濃度が顕著に増大し，

30，60，90 および 150分後に SOY 含有飼料群よりも有意な高値を示した(Tukey's test およ

び unpaired t-test）．雌では CAN 含有飼料群の血漿中 Glu 濃度が負荷後 30分で SOY 含有飼

料群よりも有意に高かったが，その差はごくわずかであった(unpaired t-test）．血漿中 Glu 濃

度変化の AUC は雌雄間および飼料間で有意に異なっていた(two way ANOVA，Fig. 2-5C）．

雄では CAN 含有飼料群の AUC が SOY 含有飼料群の AUC よりも大きかった．一方，雌で

は与えた飼料にかかわらず AUC は同程度であった(Tukey's test および unpaired t-test，Fig. 2-

5C）．  

Glu 負荷後 120分までの血清インスリン濃度にも有意な性差がみられた．雄のインスリン

濃度は一貫して雌のそれよりも高かった．一方，2 種類の飼料を与えた動物のインスリン濃

度は，性別に関係なく同程度であった(two way ANOVA，Fig. 2-5B）．インスリン濃度変化の

AUC にも性差はみられたが AUC に飼料間差は認められなかった(two way ANOVA，Fig. 2-

5 D）．雌雄いずれにおいても AUC には飼料間の有意差が認められなかった． 

 

2-3-2-3 血漿中 Glu および脂質濃度   

剖検時の血漿中 Glu と脂質の濃度を Table 2-3 に示す．FFA を除くすべてのパラメータが

有意な性差を示した(two way ANOVA）．雄の Glu 濃度は雌のそれよりも高かった．TCh，

FCh および TG の濃度は，雌の方が雄よりも高かった．これら 3つの脂質は，2つの異なる
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飼料を与えた動物の間で有意に異なっていた(two way ANOVA）．雌雄それぞれで CAN 含有

飼料群の TCh，FCh および TG 濃度は，SOY 含有飼料群のそれよりも有意に高かった(Tukey's 

test および unpaired t-test）． 
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Table 2-2  Blood pressure and heart rate in SHRSP of both sexes given SOY diet or CAN diet for 8 weeks.  

 

Parameters 
Male Female 

SOY CAN SOY CAN 

Systolic BP§, †, ¶ 230  ± 5b  267   ± 7a,* 209   ± 4c  207  ± 4c 

(mmHg)             

Diastolic BP§, †, ¶ 168   ± 7b 197 ± 6a,*  152   ± 4b   148   ± 4b 

(mmHg)               

Heart rate¶ 470  ± 11b  501  ± 7a,*  488  ± 5ab 473  ± 7b 

(beats/min)             

 
SOY, 10 w/w% soybean oil diet (control); CAN, 10 w/w% canola oil diet. BP, blood pressure. Values are means 

± SEMs of 10 animals. § and †, Significantly different between sexes and between diets, respectively (p<0.05, two 

way ANOVA). ¶, Interaction exists between the factors, sexes and diets (p<0.05, two way ANOVA). Identical 

uppercase letters (above SEM) indicate the absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s 

test). *, Significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test). 
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Fig. 2-5  Oral glucose tolerance test (OGTT) in SHRSP fed 10% soybean oil diet (SOY, control) or 

10% canola oil diet (CAN) for 8 weeks. 

 

Symbols or columns with bars represent means with S.E.M. of 10 animals.  

A. Time course of plasma Glu, B. Time course of serum insulin; § and †, Significantly 

different between sexes and between the 2 different diets, respectively (p<0.05, two way 

ANOVA). ¶, Interaction exists between the factors, sexes and diets (p<0.05, two way ANOVA). 

Identical alphabetical letters indicate the absence of significant differences between the groups 

(p>0.05, Tukey’s test). *, Significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, 

unpaired t-test).  

C. AUCs for the curves of Glu levels; The AUCs were significantly different between sexes 

and between the 2 diets given (two way ANOVA). Identical alphabetical letters indicate the 

absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s test). *, Significantly 

different from the SOY group in the males (unpaired t-test).  

D. AUCs for the curves of insulin levels.; The AUCs were significantly different between 

sexes but not different between the 2 different diets (two way ANOVA). Identical alphabetical 

letters indicate the absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s 

test). 
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Table 2-3   Plasma glucose and lipid concentrations in SHRSP of both sexes given SOY diet or CAN diet 

 for 8 weeks.  
    

Male                              Female  

 SOY         CAN                  SOY          CAN  

Glucose§ 144 ± 4.7ab 155 ± 2.7a   135 ± 4.0b 137 ± 1.9b 
(mg/dL)    

     
Total cholesterol§, † 56.0 ± 7.1b  76.2 ± 5.3ab,*  64.9 ± 4.1b  92.0 ± 4.0a,*  

(mg/dL)      
  
Free cholesterol§, † 8.28 ± 0.7d 15.1 ± 0.9c,*   18.1 ± 0.7b 22.9 ± 0.5a,* 

(mg/dL)      
 
Triglyceride§, † 67.7 ± 3.3c 107 ± 8.6b,*  123 ± 8.8ab  148 ± 5.9a,* 

(mg/dL) (mg/dL)      
   

     Free fatty acids 1.05 ± 0.1 0.97 ± 0.1   0.89 ± 0.1 0.90 ± 0.1  
(mEq/L) 
 
    

SOY, 10 w/w% soybean oil diet (control); CAN, 10 w/w% canola oil diet.  

Values are means ± S.E.M. of 10 animals.  
§ and †, Significantly different between sexes and between diets, respectively (p<0.05, two way ANOVA). 

Identical uppercase letters (above S.E.M.) indicate the absence of significant differences between the groups 

(p>0.05, Tukey’s test).  
*, Significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test).

Parameters 
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2-3-2-4 血漿中ステロイド濃度    

Fig. 2-6 A に示すように，血漿中テストステロン濃度には性差が認められ，SOYあるいは

CAN を含有した飼料を与えた動物間でも有意に異なっていた．テストステロン濃度は，雌

よりも雄の方が有意に高く，雌雄を問わず CAN 含有飼料によって減少した(two way 

ANOVA）．雄の CAN 含有飼料群のテストステロン濃度，1,302±143 pg/mL は SOY 含有飼料

群の 3,034±530 pg/mL よりも有意に低かった(Tukey's test および unpaired t-test）．雌でも CAN

含有飼料群のテストステロン濃度，62.7±8.7pg/mL が SOY 含有飼料群の 128.4±24.7pg/mL よ

りも低かった(unpaired t-test）．雌の CAN 含有飼料群の血漿中エストラジオール濃度が

4.2±0.9 pg/mL と SOY 含有飼料群の 17.8±5.6 pg/mL に比べて有意に低かったことは，CAN

含有飼料による雌の血漿中テストステロン濃度減少を反映していると考えられる(unpaired 

t-test, Fig. 2-6 B）．血漿中アルドステロン濃度には性差がなかったが，2 種類の食餌を与えた

動物間では有意に異なっていた．CAN 含有飼料を与えた動物は SOY 含有飼料を与えた動物

に比べて，血漿中アルドステロン濃度が有意に増大した(two way ANOVA）．雄の CAN 含有

飼料群の血漿中アルドステロン濃度は 464.1±107.8 pg/mL で，SOY 含有飼料群の 151.2±27.9 

pg/mL と比較して有意に高かった(約 3倍）．一方，雌の血漿中アルドステロン濃度は CAN

含有飼料摂取によってわずかに増大したものの(352.0±66.3 pg/mL)，SOY 含有飼料を与えた

群(304.3±41.0 pg/mL)との間に有意な差はなかった(Tukey's test および unpaired t-test，Fig. 2-

6 C）．  

          

2-3-2-5 レニン mRNA の発現  

腎臓におけるレニン mRNA の発現を Fig. 2-7 A に示す．レニン mRNA 発現には有意な性

差がみられ，SOY または CAN 含有飼料を与えた動物間でも有意に異なっていた(two way 

ANOVA）．雄では CAN 含有飼料群における発現量が SOY 含有飼料群のそれよりも有意に

大きかった(Tukey's test および unpaired t-test）．一方，雌では飼料間で差が認められなかった

(Tukey's test および unpaired t-test）． 

 

2-3-2-6 血漿中レニンおよびアンジオテンシン II 濃度 

血漿中レニンおよびアンジオテンシン II 濃度をそれぞれ Fig. 2-7 B と C に示す．血漿中

レニン濃度には有意な性差があったが，SOYまたは CAN 含有飼料を与えた動物間では差が

なかった(two way ANOVA)．雄では CAN 含有飼料群の血漿中レニン濃度，624.6±34.8 pg/mL

が SOY 含有飼料群の 439.6±16.5 pg/mL よりも有意に高かった(Tukey's test および unpaired t-

test）．雌では CAN 含有飼料群の血漿中レニン濃度，193.2±45.6 pg/mL が SOY 含有飼料群の

305.6±77.6 pg/mL に比べて強い抑制傾向にあった(Tukey's test）．また，血漿中アンジオテン

シン II 濃度にも有意な性差と SOYまたは CAN 含有飼料を与えた動物間での有意差が認め

られた(two way ANOVA）．雄では，CAN 含有飼料群の血漿中アンジオテンシン II 濃度，

65.33±5.23 pg/mL が SOY 含有飼料群の血漿中アンジオテンシン II 濃度，48.9±3.42 pg/mL 
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Fig. 2-6  Plasma testosterone, estradiol and aldosterone levels in SHRSP fed 10% soybean oil diet 

(SOY, control) or 10% canola oil diet (CAN) for 8 weeks.  
 

Columns with bars represent the means with S.E.M. of 6 animals. 

A. Plasma testosterone concentration was significantly different between sexes and between 

the 2 different diets (p<0.05, two way ANOVA). Identical alphabetical letters indicate the 

absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s test).  

*, significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test).  

Testosterone level in the males in the CAN group was significantly lower than in the SOY 

group (unpaired t-test). In the females, testosterone level in the CAN group was also 

significantly lower than in the SOY group (unpaired t-test).  

B. In the females, the CAN diet-induced decrease in testosterone was associated with a 

significantly lower estradiol level in the CAN group than in the SOY group (unpaired t-test).  

C. Aldosterone level was not different between sexes but significantly different between the 

2 different diets (two way ANOVA). In the males, the aldosterone level in the CAN group was 

significantly higher than in the SOY group (Tukey’s test and unpaired t-test). Aldosterone 

concentrations in the females did not show difference between the 2 different diets. 
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Fig. 2-7  Expression of mRNA for renin in the kidney and plasma concentrations of renin and  

angiotensin II in SHRSP fed 10% soybean oil diet (SOY, control) or 10% canola oil diet 

 (CAN) for 8 weeks.  
 

Columns with bars represent the means with S.E.M. of 6 animals. Identical alphabetical 
letters indicate the absence of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s 
test).  

*, significantly different from the SOY group in both sexes (p<0.05, unpaired t-test). 
A. Expression of mRNA for renin/that for GAPDH was significantly different between 

sexes and between the 2 different diets (p<0.05, two way ANOVA). The gene expression for 
renin in the males in the CAN group was significantly greater than in any other group (Tukey’s 
test). In the males, the gene expression in the CAN group was greater than in the SOY group 
(unpaired t-test).  

B. Plasma renin concentration was significantly different between sexes but not between 
the 2 different diets (two way ANOVA). In the males, plasma renin level in the CAN group 
was significantly greater than in the SOY group (Tukey’s test and unpaired t-test). In the 
females, plasma renin level in the CAN group was significantly less than in the SOY group 
(Tukey’s test).  

C. Plasma angiotensin II concentration was significantly different between sexes and 
between the 2 different diets (two way ANOVA). In the males, plasma angiotensin II 
concentration in the CAN group was significantly greater than in the SOY group (Tukey’s test 
and unpaired t-test). 
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よりも有意に高かった(Tukey's test および unpaired t-test）．一方，雌では CAN 含有飼料群

の血漿中アンジオテンシン II 濃度，0.61±0.27 pg/mL と SOY 含有飼料群の 1.66±0.42 pg/mL

に差は認められなかった． 

 

2-3-2-7 臓器重量と肉眼的観察所見 

臓器の絶対重量および相対重量を Table 2-4 に示す．脳，心臓，肺，脾臓，肝臓および腎

臓の絶対重量には有意な性差があり，雄の方が雌よりも重かった(two way ANOVA）．また，

脳，心臓，肝臓，腎臓および副腎の相対重量にも有意な性差があった．雄の心臓と腎臓の相

対重量は雌よりも重く，脳，肝臓および副腎の相対重量は雌よりも軽かった(two way 

ANOVA）．心臓，肝臓，腎臓の相対重量は，SOY 含有飼料を与えた動物と CAN 含有飼料を

与えた動物との間で有意差があり，CAN 含有飼料を与えた動物の方が重かった(two way 

ANOVA）．雄では CAN 含有飼料群で心臓と腎臓の相対重量が有意に重かった(Tukey's test お

よび unpaired t-test）．雌では CAN 含有飼料群における肝臓の相対重量が有意に重かった

(Tukey's test および unpaired t-test）．心臓の絶対重量は僅かだが有意に減少し(unpaired t-

test），肝臓の絶対重量は CAN 含有飼料によって増大した(unpaired t-test）．子宮重量は絶対

値，相対値ともに CAN 含有飼料群で減少した(unpaired t-test）． 

 

2-3-2-8 病理組織学的所見 

雄ではほとんどの臓器で組織学的な異常が観察された．しかし，異常所見の頻度は CAN

含有飼料群で精巣上体管内腔の細胞片が増加したことを除き，2つの飼料間で有意な差は認

められなかった(Table 2-5）．一方，雌では肝臓と腎臓以外の臓器で異常所見はみられなかっ

た．雌の肝臓では SOY 含有飼料群の 1 例に小肉芽種がみられ，SOY 含有飼料群の 7 例と

CAN 含有飼料群の 2例で門脈周囲の脂肪変性がみられた．腎臓では SOY 含有飼料群の 1例

で糸球体変性が，CAN 含有飼料群の 2例で好塩基性尿細管が認められた．心筋の傷害は雌

に比べ雄で高頻度にみられる傾向があった．性差は SOY 含有飼料を与えた動物よりも CAN

含有飼料を与えた動物においてより顕著であった． 

 

2-4 考察 

 本研究では，CAN 含有飼料摂取が雌雄 SHRSP の病態生理に及ぼす影響を初めて検討し

た．雄では 8 週間の CAN 含有飼料摂取が血圧および心拍数の上昇，インスリン抵抗性，血

小板数減少，腎蔵および心蔵の傷害あるいは病理学的な異常，血漿中テストステロン濃度の

減少とそれに伴う血漿中アルドステロンの mRNA，腎臓におけるレニン mRNA の発現と血

漿中レニンおよびアンジオテンシン II 濃度の mRNA など，多くの有害事象を引き起こした．

これらの所見は，生活習慣病様症候の増悪とその結果として起こる短命化に関連している

と考えられる．一方，CAN 含有飼料を与えた雌では，血漿中テストステロン濃度の減少を 
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Table 2-4  Absolute and relative organ weights in SHRSP of both sexes given SOY or CAN diet for 8 weeks.  

 

Organs 
Male Female 

SOY CAN SOY      CAN 

Brain Absolute weight (g)§ 1.97 ± 0.02 1.96 ± 0.02 1.92 ± 0.01 1.92 ± 0.01 

 Relative weight (mg/g)§ 7.17 ± 0.25 7.76 ± 0.40 10.8 ± 0.16 11.4 ± 0.25 

Heart Absolute weight (g)§ 1.48 ± 0.04 1.52 ± 0.04 0.78 ± 0.01 0.74 ± 0.01* 

 Relative weight (mg/g)§,†, ¶ 5.24 ± 0.16b 5.97 ± 0.11a,* 4.34 ± 0.09c 4.38 ± 0.06c 

Lung Absolute weight (g)§ 1.34 ± 0.20 1.06 ± 0.06 0.85 ± 0.01 0.85 ± 0.01 

 Relative weight (mg/g) 4.91 ± 0.79 4.07 ± 0.08 4.77 ± 0.09 5.03 ± 0.09 

Spleen Absolute weight (g)§ 0.62 ± 0.02 0.62 ± 0.02 0.43 ± 0.02 0.41 ± 0.02 

 Relative weight (mg/g) 2.24 ± 0.06 2.41 ± 0.09 2.41 ± 0.07 2.45 ± 0.08 

Liver Absolute weight (g)§, ¶ 8.03 ± 0.12a 7.95 ± 0.21a 5.19 ± 0.08b 5.66 ± 0.11b,* 

 Relative weight (mg/g)§, † 28.4 ± 0.31c 31.2 ± 0.47b 29.2 ± 0.17c 33.5 ± 0.64a,* 

Kidneys Absolute weight (g)§ 2.36 ± 0.04 2.30 ± 0.04 1.31 ± 0.02 1.29 ± 0.03 

 Relative weight (mg/g)§, † 8.34 ± 0.09b 9.08 ± 0.25a,* 7.33 ± 0.06c 7.66 ± 0.15c 

Adrenal glands Absolute weight (mg) 48.9 ± 2.57 55.0 ± 2.78 51.3 ± 1.13 49.4 ± 0.95 

 Relative weight (mg/g)§ 0.17 ± 0.01 0.21 ± 0.02 0.29 ± 0.01 0.29 ± 0.01 

Testes Absolute weight (g) 2.98 ± 0.04 2.86 ± 0.08  -   -  

 Relative weight (mg/g) 10.6 ± 0.21 11.3 ± 0.34  -   -  

Epididymides Absolute weight (g) 0.98 ± 0.02 0.93 ± 0.03  -   -  

 Relative weight (mg/g) 3.49 ± 0.09 3.64 ± 0.06  -   -  

Ovaries Absolute weight (mg)  -   -  66.2 ± 1.68 68.5 ± 2.38 

 Relative weight (mg/g)  -   -  0.30 ± 0.01 0.29 ± 0.01 

Uterus Absolute weight (g)  -   -  0.39 ± 0.04 0.29 ± 0.01* 

 Relative weight (mg/g)  -   -  2.20 ± 0.20 1.71 ± 0.05* 

 
SOY, 10 w/w% soybean oil diet (control); CAN, 10 w/w% canola oil diet. Values are means ± SEMs of 10 animals. 

§ and †, Significantly different between sexes and between diets, respectively (p<0.05, two way ANOVA). ¶, Interaction exists 

between the factors, sexes and diets (p<0.05, two way ANOVA). Identical uppercase letters (above SEM) indicate the absence 

of significant differences between the groups (p>0.05, Tukey’s test). *, Significantly different from the SOY group in both 

sexes (p<0.05, unpaired t-test). 
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Table 2-5   Microscopic findings in SHRSP of both sexes given SOY or CAN diet for 8 weeks.  

 
 
 Male               Female 
      
 SOY CAN  SOY  CAN 
 
 
Brain  Infarction or laminar necrosis  2 3 0 0 
 of cortex  
 Glial reaction, microglia  1 1 0 0 
 or astroglia  
 Degeneration of corpus callosum 1 0 0 0 
 Petechial hemorrhaging 4 0 0 0
   
 
Heart  Myocardium degeneration  3 7 0 0# 
 Perisclerosis of arterioles 5 9 0‡ 0# 
 Thrombosis in arterioles 3 7 0 0# 
   
Lung  Alveolar hemorrhage/congestion 3 3 0 0  
 Macrophage infiltration 2 1 0 0 
  
Liver Centrilobular single cell necrosis 5 7 0‡ 0# 
 Microgranuloma 5 6 1 0# 
 Periportal fatty change 6 3 7 2 
 Perisclerosis of arterioles 0 3 0 0 
  
Kidney  Basophilic tubule 10 10 0‡ 2 
 Hyalin cast 5 9 0‡ 0# 
 Glomerular degeneration 9 10 1‡ 0# 

 
Spleen  White pulp atrophy       1 2 0 0 
 Arterial wall thickening  6 7 0‡ 0#

    
 
Testis Lymphocyte perivascular infiltration 0 3 - - 
 Seminiferous tubule atrophy 0 1 - - 
 Leydig cell atrophy 0 1 - - 
 
Epididymis Cell debris in lumen 0 5* - - 
 
Uterus Squamous cell metaplasia - - 1 0  
 
    

SOY, 10 w/w% soybean oil diet (control); CAN, 10 w/w% canola oil diet.  

Values are means ± S.E.M. of 10 animals.  

‡, Significantly different from the male animals given SOY diet. 
#, Significantly different from the male animals given CAN diet.  
*, Significantly different from the SOY group in the male animals (p<0.05, Fisher’s exact probability test). 

Organs Findings 
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除いて，上述の有害事象はみられず，有意な短命化もみられなかった．これらの結果は，

SHRSP における CAN の副作用や毒性に性差があることを示している． 

CAN 含有飼料摂取動物では脳卒中の症状が最初に現れた時点，雄では第 60 日，雌では第

80 日頃から BW 増加が抑制された．その後は雌雄いずれにおいても，CAN 含有飼料群の

BW が SOY 含有飼料群よりも一貫して低かった．CAN 含有飼料群の雄の BW は経日的に減

少し，摂取第 238 日から 308 日の間 SOY 含有飼料群の BW よりも有意な低値を示した．こ

のような BW の減少は，高血圧症を含む生活習慣病様症候が加齢に伴って顕著になったた

めと考えられる．一方，CAN 含有飼料を与えた雌では，このように明らかな BW の減少は

みられなかった．これらの結果から，CAN 含有飼料は雌雄を問わず SHRSP で何らかの有害

効果を引き起こすが，それは雄においてより顕著であることが明らかになった．摂取期間の

始めの数週間の FC については，CAN 含有飼料の摂取量が SOY 含有飼料のそれよりも多く

なる傾向がみられた．このような傾向は雌雄ともにみられたが，雄においてより明確であっ

た．雄マウスに CAN 含有飼料を与えると，SOY 含有飼料を与えた場合に比べて，運動活性

(歩行および立ち上がり回数，ホイールケージ・パフォーマンス)の増加，高架式十字迷路に

おける移動時間の短縮および痛覚閾値の低下が認められたことが報告されている(31)．本

研究でもハンドリングの際に CAN 含有飼料を与えた動物で SOY 含有飼料を与えた動物よ

りも強い不穏および易刺激性が見受けられた(データは示さず）．SHR や SHRSP は多動性を

示すことが知られており(32, 33)，SHRSP は注意欠陥・多動性障害のモデル動物として用い

られている(34, 35)ことから，運動量の増加による粉末飼料こぼしが CAN 含有飼料摂取動

物における見かけの FC増加に繋がったと考えられる．初期の数週間に CAN 含有飼料摂取

動物で認められた見かけの FC増加とそれに伴う BW増加の抑制は雌雄に共通していた．こ

のような変化は，多動性を促進する CAN の有害作用を反映している可能性はあるが，短命

化に繋がる SHRSP固有の疾患の悪化とは直接関係がないかもしれない． 

これまでに報告された研究報告で，CAN 含有飼料を 4 週間摂取した雄性 SHRSP の収縮

期血圧は SOY 含有飼料を摂取した動物よりも有意に高くなることが報告されている(7）．

本研究でも CAN 含有飼料摂取による雄性 SHRSP の血圧上昇が確認された．この血圧上昇

は，反射性徐脈ではなく頻脈を伴っていたことから，CAN がもつ何らかの交感神経刺激作

用が示唆された．CAN を 4 週間経口投与した雄性 SHRSP の摘出灌流腸間膜血管床におけ

るノルアドレナリン収縮が SOY を与えた動物の標本における反応と比較して抑制される傾

向にあること(6），CAN 含有飼料を 26 週間摂取させた SHR では，SOY 含有飼料を摂取さ

せた対照動物と比較して，摘出灌流腸間膜血管床のノルアドレナリン収縮が有意に抑制さ

れること(37)を考慮すると，(ここでは末梢のカテコラミン濃度は測定しておらず，アドレ

ナリン受容体を介したシグナル伝達の活性化も確認していないが，）少なくとも雄の SHRSP

においては，CAN 摂取により交感神経が刺激され，その結果，末梢血管系でアドレナリン

反応のダウンレギュレーションが起こっていた可能性がある．したがって，後述するように

CAN 含有飼料を摂取した動物でみられる血中アルドステロン濃度の mRNA が交感神経興
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奮を引き起こすことが CAN 毒性の機序と考えられる． 

OGTT で，血清中インスリン濃度の時間-濃度曲線は雌雄を問わず 2 つの飼料間で同じで

あったが，CAN 含有飼料群の雄動物の血漿中 Glu 濃度は SOY 含有飼料群のそれよりも一貫

して高かった．また，雌においても CAN 含有飼料を与えた動物の血漿中 Glu 濃度が SOY 含

有飼料を与えた動物のそれよりも高い傾向にあったが，有意な差はなかった．これらの結果

から，CAN による末梢の Glu 取り込みの抑制は，雌雄に共通してみられるが，顕著な抑制

は雄でのみ認められることが示唆された．精巣摘出ラットにおけるインスリン受容体数の

減少と Glu 輸送の阻害がテストステロンの補充によって回復することが報告されている

(38）．さらに，テストステロンは，ラットの新生児の骨格筋での Glut-4 の発現を増し，心筋

細胞において Glut-4 を介した Glu の取り込みを増大させることが報告されている(39, 40)．

したがって，CAN 含有飼料摂取によるテストステロンの減少が，雄性 SHRSP のインスリン

抵抗性をもたらしたと考えられる．雌の動物においても，CAN 含有飼料は血漿中テストス

テロン濃度を減少させ，それに伴って血漿中エストラジオール濃度が減少した．しかし，こ

れらの性ホルモンの変化は血漿中 Glu 濃度の明らかな変化を伴わなかった．エストロゲン

がラット末梢器官の Glu 取り込みにどのような影響を与えるかについては定説がないが

(41-45)，CAN による性ホルモンの減少は雌の SHRSP の末梢器官の Glu 取り込みにほとん

ど影響を与えなかった． 

これまでに，WKY(36, 37, 46)，SHR(36) および SHRSP(8)の雄動物における CAN 摂取

による血小板数減少が報告されている．また，血小板数減少は CAN を含む人工乳を与えた

仔豚でも報告されている(47-49）．Kramer ら(47)は，血小板数の減少が出血時間の延長を伴

うことを報告し，その原因として，菜種油や CAN に含まれるエルシン酸の脂肪酸伸長酵素

による代謝物であるネルボン酸を挙げた．彼らは雌雄の仔豚を使用したが，結果の雌雄差に

は触れていない．本研究では，CAN 含有飼料摂取による血小板数の有意な減少が SHRSP に

おいて確認されたが，それは雄の動物に限られていた．本研究ではネルボン酸を測定してお

らず，エルカ酸から合成されるネルボン酸が雄の SHRSP 血小板減少に関連するかどうかは

不明である．一方，Tomita ら(50)は，SHRSP の血小板からのセロトニン脱顆粒が正常血圧

の WKY と比較して雌雄を問わず年齢および血圧に依存して促進すること，そして高血圧が

長く続くほど血小板の活性化が強くなることを示している．また，雄性 SHRSP を脳卒中の

有無で比較すると，高血圧状態では血小板数が減少し，脱顆粒が増加することが報告されて

いる(51）．本研究では SOY 含有飼料群と比較して CAN 含有飼料群で高血圧症の悪化が認

められたのは雄であり，雌では 2つの飼料群で同等の血圧であった．したがって，CAN 含

有飼料摂取による雄の血小板数の減少は，高血圧の悪化により傷害を受けた末梢血管にお

ける血小板の活性化と消費の増大に起因するものと考えられる． 

生存日数測定実験における剖検では，ほぼすべての動物で，脳では出血，血栓および浮腫

が，心臓では肥大，心筋線維化および動脈硬化が，腎臓では慢性腎症が認められ，SHRSP に

固有の高血圧関連合併症で死亡したことが示唆された．さらに，SHRSP がもつ遺伝性疾患
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に関連するもの以外の異常所見は認められず，臓器重量や病理学的異常の発生率には，雌雄

を問わず，飼料間差が認められなかった．これらの結果から，CAN 含有飼料を与えた動物

に特有の病理学的異常はみられないが，CAN 含有飼料は SHRSP の遺伝性疾患，すなわち高

血圧症を含む生活習慣病様の病態を，特に雄動物において悪化させることが裏付けられた． 

8 週間摂取試験において，腎臓の病理学的検査では，雄動物に好塩基性尿細管，硝子様円

柱，糸球体変性が認められたが，各所見の頻度は 2つの飼料群で同程度であった．この知見

から，雄性 SHRSP では腎組織の傷害そのものがその系統特有の遺伝性疾患の進行過程で加

齢に伴いどの個体にも起こる必然的な病態であると考えられた．また，腎傷害は雄動物にお

いてみられるCAN含有飼料摂取による短命化とは必ずしも直接の関連性がないと考えられ

る．その理由は，摂取第 8 週の時点で SOY 含有飼料を与えた雄動物に顕著な腎傷害が認め

られ，傷害の程度が CAN 含有飼料を与えた雄動物と同等だったのとは対照的に SOY 含有

飼料を与えた雌動物では腎臓に何ら異常が認めなられなかったにもかかわらず，これらの

動物の生存日数には性差が認められなかったからである．生存日数測定実験における自然

死または安楽死後の腎臓相対重量が 2つの飼料間で同程度であったことを考慮すると，CAN

含有飼料群の雄における腎臓相対重量が SOY 含有飼料群のそれよりも大きかった背景には 

CAN 含有飼料餌によって高血圧症が増悪した(発症が早まった)ことが関与していると考え

られる(自然死または安楽死後の腎臓は極限まで変性しているが，摂取第 8 週では変性が進

行する過程にあり，血圧変化の影響を反映している可能性がある)．CAN 含有飼料群の雄の

心臓では，SOY 含有飼料群に比べ，動脈内の血栓や硬化，心筋の変性の頻度が増す傾向が

みられた．これらの所見は，心臓の相対重量が有意に大きいことと合わせて，CAN 含有飼

料群の雄における昇圧による有害効果によると考えられる．これらの病理学的所見を総合

すると，血圧の上昇が短命化の原因と考えられる．実際，8 週間摂取試験では，CAN 含有飼

料群の雌の心臓の絶対重量は，SOY 含有飼料群に比べてわずかながら有意に減少した．こ

れは CAN 含有飼料群の雌の血圧と心拍数が SOY 含有飼料群よりも低い傾向にあることと

関係があると推測される．また，SOY 含有飼料群と比較して CAN 含有飼料群の子宮重量の

絶対値および相対値が減少したのは，CAN 含有飼料群の血漿中エストラジオール濃度が低

かったことを反映していると考えられる．本研究では発情周期を同期させなかったので，発

情周期のバラつきによる影響も考えられる．CAN 含有飼料群の雄では，精細管内腔の細胞

屑の増加が唯一の異常所見であった．テストステロン濃度の有意な減少と併せ，精巣は CAN

毒性の少なくともひとつの標的臓器であることが示唆された． 

雄性 SHRSP に CAN 含有飼料を 8 週間摂取させると血漿中脂質；TCh，FCh，TG，FFA

およびリン脂質に増大傾向が認められたという報告や(8)，5 日間摂取させると血漿中 TCh

と LDLC が増大したという報告がある(10)．SHRSP以外の系統の雄ラットでも，CAN 含有

飼料による血症中脂質増大が 13 週間摂取させた WKY ラットで(36)，26 週間摂取させた

WKY ラットおよび SHR で(37, 52)報告されている．脂質異常症は，ヒトの生活習慣病にお

ける動脈硬化の素因のひとつとされていることから(53），生活習慣病のモデル動物である
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SHRSP における短命化の原因として，血漿中脂質の増大が疑われる可能性があった．しか

し，血漿中脂質の有意な増大と肝臓相対重量の増大は，雄動物に特異的なものではなく，

CAN 含有飼料による有害事象が顕著ではなかった雌動物でもみられた．肝臓の病理所見で

は性差がみられたが，飼料間差はみられなかった．したがって，血漿中脂質の増大は，CAN

含有飼料に起因するものではあるが，病理学的変化や，雄の SHRSP の短命化する高血圧症

に関連した合併症の悪化とは無関係であると考えられる． 

CAN 含有飼料を与えた雄は，SOY 含有飼料を与えた雄と比較して，レニン mRNA の発現

およびレニンとアンジオテンシン II の血漿中濃度が有意に増大した．レニン・アンジオテ

ンシン・アルドステロン系(RAAS)の活性化が雄動物の高血圧症の悪化に関係していること

は間違いない．Miyazaki ら(54)は，雄性 SHRSP に CAN 含有飼料を 9 週間与えると SOY 含

有飼料を与えた場合に比べて，レニン，TGF-bおよびフィブロネクチン mRNA の発現が増

大することを報告し，CAN による腎傷害を指摘している．腎傷害とそれに伴う RAAS の活

性化が短命化の原因であるとすれば，本研究でも CAN 含有飼料群は SOY 含有飼料群より

も重篤な腎病変を示していたはずである．しかし，摂取第 8 週の時点の腎傷害は 2 群とも

同程度であった．一方，CAN 含有飼料群の雄の心臓傷害は SOY 含有飼料群よりも頻度が高

い傾向にあった．したがって，交感神経興奮による血圧上昇，交感神経刺激を介したレニン

放出，あるいはその両方が生命短縮の引き金になっていると推定される．この機能的変化は，

少なくとも今回の実験条件下では，SHRSP の腎臓における組織学的，構造的変化とは無関

係であるとみられた．したがって，CAN 含有飼料はどのようにして交感神経興奮やレニン

放出を引き起こすのかという疑問が残る．  

これまでに，Wistar系雄性ラットに CAN 含有飼料を 10 週間与えた場合，SOY 含有飼料

を与えた場合と比較して，血漿中アルドステロン濃度が有意に高くなることが報じられて

いる(22）．一方，CAN 含有飼料を 12 週間摂取した SHRSP の精巣および血漿中テストステ

ロン濃度は SOY 含有飼料を摂取した対照動物に比べて有意に減少することが明らかにされ

ている(12）．本研究では，雄性 SHRSP に CAN 含有飼料を 8 週間摂取させると，SOY 含有

飼料を摂取させた対照動物と比較して，血漿中テストステロン濃度は減少し，このときほぼ

同時に血漿中アルドステロン濃度が増大することがわかった．Kau ら(55)によると，雄性ラ

ットの血漿中アルドステロン濃度は去勢後に増大し，テストステロン補充によって回復す

ること，また，10-9-10-7 mol/L のテストステロンは初代培養ラット副腎球状層(ZG)細胞のア

ルドステロン産生を濃度依存的に阻害することを報告している．これらの知見は，雄ラット

における，テストステロンによるアルドステロン産生の生理的な抑制的制御機構の存在と，

CAN 含有飼料摂取による精巣でのテストステロン産生抑制を介したその制御機構の破綻を

示唆する．言い換えれば，血漿中テストステロンは副腎におけるアルドステロン産生と相互

に関連し，アルドステロン産生を生理的に負に制御していると考えられる．したがって，

CAN によってテストステロンレベルが低下すると，アルドステロン産生に対する負の制御

が解除されることになる．その結果として起こるアルドステロン濃度の増大が高血圧症や
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血管障害を引き起こしている可能性がある．アルドステロンは，吻側延髄のミネラロコルチ

コイド受容体を刺激し，交感神経系を直接活性化することが知られている(56-58)．交感神

経トーヌスの亢進は，直接，血圧と心拍数を上昇させ，さらに，傍糸球体装置からのレニン

放出を刺激すると考えられる．精巣の病理学的異常は認められなかったが，精巣上体の細胞

破片の増加は，CAN 含有飼料摂取によるテストステロン産生の抑制による精子形成の障害

を反映している可能性がある．また，CAN 含有飼料を与えた雌では，血漿中テストステロ

ン濃度の著しい減少とそれを反映するエストラジオールの減少がみられた．雌ラットにお

けるテストステロンによるアルドステロン産生の調節については報告がない．エストロゲ

ンはアルドステロン産生を抑制することが報告されているが(59, 60），CAN 含有飼料を与え

た雌動物では，テストステロンの減少もエストラジオールの減少もアルドステロンレベル

に影響を与えていないようであった．したがって，今回の結果は，少なくともテストステロ

ンは，雌性 SHRSP の副腎におけるアルドステロン産生の調節には関与していないことを示

している．血漿中アルドステロン濃度の定常値(SOY 含有飼料群での値)は，雌の動物の方

が雄の動物よりも高かった．このような違いは，既に報告されている SHR(61)や Wistar ラ

ット(62-64)における血漿アルドステロン濃度の性差と一致している．雄性動物ではテスト

ステロンの減少がアルドステロン産生の有意な促進を起こしたが，雌性動物ではアルドス

テロン産生の促進は起こらなかった．このような雄性動物固有の調節が CAN 含有飼料摂取

による有害事象の性差と密接に関係している可能性がある． 

 

2-5 小括 

本研究結果から，SHRSP における CAN 毒性には性差が認められることが初めて示され

た．雄性 SHRSP においては，CAN 含有飼料を摂取した際の生存期間が SOY 含有飼料を摂

取した場合に比べ有意に短縮したが，雌の生存期間には飼料間差が認められなかった．CAN

含有飼料を摂取した雄では，生活習慣病の主な症候である昇圧，血小板数減少およびインス

リン抵抗性などが顕著に認められたが，雌では飼料間差が認められなかった．血漿中テスト

ステロン濃度の低下は，雌雄いずれにおいても SOY 含有飼料群に比べ，CAN 含有飼料摂取

群で有意に低下したが，雄においてのみ血漿中アルドステロン濃度の有意な増大を伴って

いた．したがって，CAN 毒性の性差は，生活習慣病を増悪させる原因となるアルドステロ

ン生成促進の有無に基づくと考えられた．CAN 含有飼料は，雌でも体重減少，短命化，末

梢組織における血中グルコースの取り込み抑制そして血漿中脂質濃度の上昇を引き起こす

傾向を示したが，血漿中脂質濃度の上昇以外では有意な飼料間差が認められなかった．興味

深いことに，雄では生理学的にテストステロンがアルドステロン産生を抑制的に制御して

おり，CAN 含有飼料摂取がテストステロン産生を抑制することでその制御を解き，結果と

して増大した血漿中アルドステロンが，生活習慣病様症候の促進と増悪を介して短命化に

繋がる有害効果を引き起こしていると考えることができる． 
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第 3 章 CAN 摂取が性腺および副腎のステロイド生成に及ぼす影響 

 

3-1 序論 

CAN 摂取は雄性 SHRSP においてテストステロン産生を抑制し(12)，雄性 Wistar ラット

では血漿中アルドステロン濃度を増大させることが報じられていた(22)．これらの知見か

ら，CAN 摂取はステロイド代謝経路に影響を及ぼすのではないかという疑問が生じるが，

それに関する研究報告はなかった．前章では，雌雄 SHRSP を用いて CAN 摂取が生存日数

に及ぼす影響を比較し，CAN による短命化には性差がみられることを明らかにした．また，

昇圧と頻脈，血小板数減少，インスリン抵抗性など，短命化に関与する有害効果が雄におい

てのみ認められることも明らかにした．さらに，CAN 摂取による血漿中テストステロン濃

度の減少がアルドステロン濃度の増大と同時に起こることを明らかにした．このように，

CAN 毒性には性差があり，それがステロイドホルモン代謝経路への影響と密接に関係して

いることが推定されたので，本研究では，CAN 摂取が性腺および副腎皮質のステロイドホ

ルモン産生に及ぼす影響を概観し，CAN 毒性の標的(器官)を絞り込むことを目的として以

下の検討をした． 

雌雄の SHRSP に CAN 含有飼料または SOY 含有飼料を与え，下垂体からのゴナドトロピ

ン分泌に影響が認められるか否かを調べた．ステロイド代謝経路の性ホルモン産生経路お

よび糖質・鉱質コルチコイド産生経路で生成する幾つかのステロイドについて，それらの血

漿中濃度および性ホルモンについては精巣組織中濃度を測定した．性腺と副腎で，ステロイ

ド合成経路に関わっている StAR および幾つかの酵素の mRNA 発現を測定した．また，多

くの mRNA 発現に有意な変化がみられた雄性 SHRSP では，これらの mRNA がコードする

タンパク質量も測定した．さらに，テストステロン産生細胞であるライディッヒ細胞数への

影響を調べた． 

 

3-2 方法 

3-2-1 飼料 

第 2 章，2-2-1 “飼料”の項に記されたものと同じ飼料を用いた． 

 

3-2-2 動物飼育 

日本エスエルシー(静岡)から 4 週齢の SHRSP(Izm)40匹(雌雄各 20匹)を購入した．7 日

間の馴化後，動物を雌雄それぞれ 1群 10匹から成る 2群に分け，3匹／ケージの密度で飼

育した．各群の動物には SOY 含有飼料(対照)または CAN 含有飼料と水道水を自由摂取さ

せ，8 週間飼育した．飼育環境および方法の詳細は，第 2 章，2-2-2-1 および 2-2-3-1  “動物

飼育” の項を参照のこと． 
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3-2-3 血液および組織サンプル 

摂取期間終了後，セボフルラン(富士フイルム和光純薬，大阪)吸入により動物を麻酔して

開腹し，後大静脈から抗凝固剤としてヘパリンナトリウム(ナカライテスク)を用いて採血

した．採取した血液は 150×g，4℃で 15分間遠心し，得られた血漿をゴナドトロピンおよび

ステロイド濃度測定まで−80℃で保存した．採血後，雄からは精巣と副腎を，雌からは卵巣

と副腎を摘出した．雄の左精巣と両側副腎は液体窒素中で凍結し，ステロイド濃度，mRNA

および mRNA がコードするタンパク質の発現量の測定に使用するまで−80ºC で保存した．

右側の精巣は 10％ホルマリンを含む 0.1 mol/L リン酸緩衝液中に浸漬して固定し，パラフィ

ンに包埋し，薄切して組織標本とし，染色後に鏡検した．また，雌の両側卵巣および副腎も

液体窒素中で凍結し，mRNA 発現量の測定に使用するまで−80ºC で保存した．  

 

3-2-4 血漿中 FSH および LH の測定 

血漿中のゴナドトロピン濃度の測定には雌雄それぞれ各飼料群の 6 匹を使用した．血漿

中 FSH および LH 濃度はそれぞれ市販の ELISA キット，E-EL-R0391(Elabscience 

Biotechnology, Houston, USA；検出範囲  3.31-200 ng/mL)および ENZ-KIT107(ENZO Life 

Sciences, Lausen, Switzerland；検出範囲 0.14-32.9ng/mL)を用い，各キットの操作手順書に従

って測定した．  

 

3-2-5 血漿および精巣中のステロイドの測定 

血漿中ステロイド濃度は雌雄すべての動物で，精巣組織中ステロイド濃度はすべての雄

性動物で測定した．ステロイド濃度の測定は，第 2 章，2-2-3-4  “剖検，血液生化学，ステ

ロイドの測定” に記された方法で行った．  

 

3-2-6 mRNA 発現の定量的解析  

ステロイド代謝に関与する StAR および酵素の mRNA 発現は雌雄それぞれ各飼料群のゴ

ナドトロピンを測定した 6匹で測定した．凍結した精巣，副腎および卵巣組織を TrizolTM 試

薬(Thermo Fisher Scientific, 東京)中でホモジナイズした後，2-2-3-5 “mRNA 発現の解析” に

記したと同様の方法でリアルタイム PCR による mRNA 発現の解析を行い，グリセルアルデ

ヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼの発現量に対する各mRNA の相対発現量を 2つの飼料を与

えた群間で比較した．使用した標的遺伝子と TaqMan AssayTM は次の通りである：グリセル

アルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ(GAPDH), Rn01775763_g1; ステロイド生成急性調節

タンパク質(StAR), Rn00580695_m1; CYP11A1, Rn00568733_m1; CYP11B1, Rn02607234_g1; 

CYP11B2, Rn01767818_g1; CYP17, Rn00562601_m1; 3bHSD, Rn01789220_m1; 17bHSD, 

Rn00562601_m1; CYP 19, Rn00567222_m1． 
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3-2-7 ウェスタンブロット法 

ステロイド代謝に関与する StAR および酵素の mRNA がコードするタンパク質量はゴナ

ドトロピンを測定した各群 6 匹の雄を用いて測定した．PCR の結果，雄性動物では 2 つの

飼料を与えた群間ですべての mRNA 発現に有意差が認められた．そこで 6匹の精巣および

副腎組織を用い，それらの mRNA に対応するタンパク質の発現をウェスタンブロット法で

半定量した．精巣および副腎組織の一部を，4容量の 137 mmol/L NaCl，0.1 mmol/L EDTA，

20％グリセロール，プロテアーゼ阻害薬カクテル(Thermo Ficher Scientific)を含む 10 mmol/L 

Tris-HCl緩衝液(pH7.4)中にとり，Ultla-TurraxTM (Ika, Staufen, Austria)を用いてホモジナイズ

した．ホモジネートを 1,000×g，4℃で 15分間遠心し，上清を得た．上清のタンパク質濃度

を BCA タンパク質アッセイ試薬(ナカライテスク)で測定し，各サンプルのタンパク質濃度

を 1 mg/mL に希釈，調整した．このサンプルを等量の Laemmli緩衝液(62.5 mol/L Tris，2％

SDS，12％2-メルカプトエタノール，25％グリセロール，0.01％ブロムフェノールブルーを

含有，pH=6.8； Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)と混和し，95℃で 5分間加熱変性させ

た．15 μL のサンプルを 10％SDS-PAGE で分離し，分離したタンパク質をセミドライ電気泳

動転写セル(Bio-Rad Laboratories)を用いてポリビニリデンジフルオライド(PVDF)メンブレ

ンに転写した．PVDF メンブレンを Bullet Blocking OneTM(ナカライテスク)に室温で 10分間

浸した後，137 mmol/L NaCl，0.1％Tween 20 を含む 20 mmol/L Tris-HCl緩衝液(TBS-T緩衝

液，pH=7.6)で洗浄した．洗浄した PVDF メンブレンを，一次抗体として以下の抗ラットタ

ンパク質抗体(最終希釈倍率)を含む TBS-T緩衝液中，4℃で一晩インキュベートした． 

抗b-actin抗体(1:5,000-20,000；8457, Cell Signaling Technology, Danvers, USA），抗 GAPDH

抗体(1:2,000; sc-32233, Santa Curz Biotechnology, Dallas, USA），抗 StAR抗体(1:100-500; 8449, 

Cell Signaling Technology），抗 CYP11A1抗体(1:1,000; AB1244, Sigma-Aldrich Merck, 東京），

抗 CYP17抗体(1:200-1,000; sc-66850, Santa Curz Biotechnology），抗 3bHSD抗体(1:1,000; sc-

515120, Santa Curz Biotechnology ），抗 17bHSD 抗体 (1:100-200; sc-32872, Santa Curz 

Biotechnology）または抗 CYP11B2抗体(1;1,000; PA-5-67694, Invitrogen, Thermo Fisher） 

続いて PVDF メンブレンを TBS-T緩衝液で洗浄し，適切なペルオキシダーゼ標識二次抗

体(Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugate 71045 または Goat Anti-Rabbit IgG Antibody HRP-

conjugate 12-348, Sigma-Aldrich Merck)と室温で 1 時間インキュベート または Simple Stain 

MAX-PO MULTITM(Nichirei Biosciences, 東京）を用いて室温で15分間インキュベートした．

膜に結合した抗体のブロットは，Western Blot Hyper HRP Substrate(Takara Bio)で可視化し，

Amersham AI680 lumino image analyzer(GE Healthcare,日野)を用いて測定してb-actin または

GAPDH の値で標準化した． 

 

3-2-8 ライディッヒ細胞の計数  

ライディッヒ細胞数はゴナドトロピンを測定した各群 6 匹の雄を用いて計数した．右精

巣を 10％ホルマリン含有 0.1 mol/L リン酸緩衝液で固定し，常法に従ってパラフィンブロッ
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クを作製した．各ブロックから厚さ 4 µm の切片を切り出し，ライディッヒ細胞の calretinin

を免疫組織化学的に染色した(65,66)．切片をキシレンで脱パラフィンし，段階的にエタノ

ールで脱水した後，リン酸緩衝生理食塩液(PBS)で洗浄した．続いて標本を pH 6.0 のクエン

酸緩衝液に浸し，95℃の水浴中に 20分間置いて抗原を賦活化した．PBS で洗浄した後，標

本に Blocking One HistoTM（ナカライテスク）2滴を垂らし，15分間静置した．Blocking One 

HistoTM を除去した後，抗ラット calretinin 抗体(A9807 Abclonal, 東京)を Immuno ShotTM 

(Takara Bio)で 50倍に希釈した溶液 1滴を垂らし，室温で 1時間静置した．続いて，0.05％

Tween20 を含む PBS で標本を洗浄し，3.3％過酸化水素を含むメタノールで内因性ペルオキ

シダーゼをブロックした．その後，HRP標識二次抗体 Simple Stain MAX-PO MULTITM (ニチ

レイバイオサイエンス，東京)を 2滴垂らし，室温で 30分間静置した．0.005％ Tween20 を

含む PBS で洗浄した後，3,3'-diaminobenzidine, tetrahydrochloride(DAB)溶液(peroxidase stain 

DAB kit，ナカライテスク) 1滴を垂らして厳密に 10-12秒間反応させた．標本を蒸留水，続

いて 0.005％ Tween20 含有 PBS で洗浄した後，ヘマトキシリンで核染色した．染色した標

本を BZ X-800顕微鏡(キーエンス，大阪)で観察し，標本毎に 200倍で観察した重なり合わ

ない 10視野内のライディッヒ細胞数を自動カウントして総数を求めた． 

 

3-2-9 統計的方法 

結果は平均値±標準誤差で表した．飼料群間の平均値の差は，2 つの群の変数が正規分布

する場合は unpaired t-test で，正規分布しない場合は Mann-Whitney test で評価した．いずれ

の場合も p<0.05 を以って有意とした．統計解析には Prism 9.3.1(GraphPad Software)を使用

した．  

 

3-3 結果 

3-3-1 血漿中の FSH および LH  

FSH と LH の血漿中濃度を Table 3-1 に示す．雌雄とも，いずれのゴナドトロピン濃度に

も飼料群間で差はなかった． 

 

3-3-2 血漿および精巣中のステロイド濃度 

雄性動物の血漿および精巣中のステロイド濃度を Table 3-2 に示す．CAN 含有飼料群の血

漿中プレグネノロン，プロゲステロン，コルチコステロン，11-デヒドロコルチコステロン，

デオキシコルチコステロンおよびデヒドロエピアンドロステロン濃度は，それぞれ SOY 含

有飼料群と比較して増大する傾向にあったが，有意な差はなかった．一方，テストステロン

とアルドステロンの血漿中濃度には有意な飼料間差が認められ，CAN 含有飼料群の血漿中

テストステロン濃度は SOY 含有飼料群に比べて有意に低く，血漿中アルドステロン濃度は

有意に高かった．精巣では，CAN 含有飼料群の組織中プレグネノロンとテストステロン濃

度が，SOY 含有飼料群に比べて有意に減少した．また，CAN 含有飼料群の血漿中アンドロ
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ステンジオンと精巣中デヒドロエピアンドロステロン濃度は，SOY 含有飼料群に比べて低

くなる傾向が認められた．雌性動物の血漿中ステロイド濃度を Table 3-3 に示す．SOY 含有

飼料摂取群に比べ，CAN 含有飼料摂取群の血漿中テストステロンおよびエストラジオール

濃度は，いずれも減少する傾向を示した． 

 

3-3-3 性腺および副腎におけるステロイド代謝に関与するタンパク質の mRNA 発現 

精巣における，CAN 含有飼料群の StAR，CYP11A1，CYP17，3bHSD および 17bHSD の

mRNA 発現は，SOY 含有飼料群のそれと比較して有意に減少した(Fig. 3-1A）．雄の副腎で

は CAN 含有飼料群の StAR，CYP11A1，3bHSD の mRNA 発現量が SOY 含有飼料群のそれ

らと比較して増大する傾向にあったが，有意な変化ではなかった．CAN 含有飼料群の

CYP11B2(アルドステロン合成酵素)の mRNA 発現は SOY 含有飼料群の約 3倍で，有意な

増大となった．CYP11B1 の mRNA 発現は 2つの飼料群でほぼ同じだった(Fig. 3-1B）． 

卵巣では，CAN 含有飼料群の CYP17 の mRNA 発現に有意な抑制が，StAR，CYP11A1 お

よび CYP19 の mRNA 発現に抑制傾向が，3bHSD および 17bHSD の mRNA 発現には増大傾

向が認められた(Fig. 3-2A）．雌の副腎では，CAN 含有飼料群の StAR，CYP11A1，3bHSD，

17bHSD および CYP11B2 の mRNA 発現量が SOY 含有飼料群のそれらと比較して増大する

傾向が認められたが，有意な差ではなかった．CYP11B1 の mRNA 発現は 2つの飼料群でほ

ぼ同じだった(Fig. 3-2B）． 

 

3-3-4 ステロイド代謝に関わるタンパク質の発現量 

雄において 2つの飼料群間で発現が有意に異なっていた mRNA に対応するすべてのタン

パク質の発現量をウェスタンブロット法で調べた．CAN 含有飼料群の精巣における StAR，

CYP11A1，CYP17，3bHSD および 17bHSD のタンパク質発現が SOY 含有飼料群のそれと比

較して有意に減少していた．副腎では，CAN 含有飼料群の CYP11B2 の発現が SOY 含有飼

料群に比べて有意に増大していた(Fig. 3-3）． 

 

3-3-5 ライディッヒ細胞数 

ライディッヒ細胞数は，2つの飼料群で同程度だった(Fig. 3-4）．200倍の拡大視野 10視

野内の細胞数は，SOY 含有飼料群で 1167±36.6，CAN 含有飼料群では 1176±34.7 であった

(N=6，p=0.8519）．また，いずれの群においても精巣組織に異常所見は認められなかった． 

 

3-4 考察 

CAN 含有飼料を与えた雄性 SHRSP では，精巣におけるテストステロン産生に関与する

StAR，CYP11A1，CYP17，3bHSD および 17bHSD の mRNA およびタンパク質発現が有意に

減少した．これらの動物では，精巣組織中プレグネノロンおよびテストステロン濃度が SOY

含有飼料を与えた動物に比べて有意に減少していた．CAN 含有飼料を与えた動物の血漿中
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テストステロン濃度の有意な減少は，精巣におけるテストステロン生産の減少を反映した

ものである．精巣とは対照的に，CAN 含有飼料は副腎の StAR，CYP11A1 および 3bHSD の

mRNA 発現に影響を及ぼさなかった．これらの知見から，CAN は，同様のステロイド代謝

経路をもつ精巣と副腎で，その代謝経路に及ぼす影響が異なることが明らかになった．また，

血漿中 LH 濃度には変化がみられなかったことから，CAN の毒性作用は中枢作用ではなく

主に末梢作用であり，精巣は標的臓器のひとつであると考えられる．CAN 飼料群と SOY 飼

料群の動物のライディッヒ細胞数が同等であったことから，CAN によるテストステロン産

生の抑制は，精巣の器質的(病理組織学的)変化に基づくものではなく，ライディッヒ細胞の

機能的変化に基づくものと考えられる． 

StAR はステロイド代謝の律速タンパク質であり，ミトコンドリアへのコレステロール取

り込みを担っていることから(67-69)，StAR の欠乏や機能不全は，CYP11A1，CYP17，3bHSD

および 17bHSD の発現，StAR やこれらの酵素によって制御されるステロイド代謝経路の中

間生成物の産生を抑制すると考えられる．したがって，StAR や StAR の転写因子(70-72)が

CAN 毒性の標的分子である可能性を除外することはできない．しかし，精巣と副腎のステ

ロイド代謝経路において，コレステロールがプレグネノロンの直接の前駆体であり，StAR

の役割はそれぞれ共通しているにもかかわらず，CAN による遺伝子発現の減少は精巣での

み認められた．もし，StARまたは StAR の転写因子が CAN 毒性の標的分子であるならば，

StAR の mRNA 発現の減少は精巣だけでなく副腎でも同様にみられるはずである．本研究で

は副腎組織中のステロイド濃度は測定しなかったが，副腎におけるグルココルチコイドお

よびミネラルコルチコイド産生経路の中間生成物であるプレグネノロン，プロゲステロン，

コルチコステロン，デオキシコルチコステロンおよび 11-デヒドロコルチコステロンの量を

反映しているそれぞれのステロイドの血漿中濃度そして StAR，CYP11A1，CYP17 および

3bHSD の mRNA 発現は，CAN 含有飼料群の副腎で減少することはなく，むしろ増大傾向

にあった．以上の結果から，CAN 毒性の標的臓器は副腎ではなく精巣であると考えられる． 

雄の CAN 含有飼料群では血漿中アルドステロン濃度が SOY 含有飼料群と比較して有意

に高く，副腎における CYP11B2(アルドステロン合成酵素)mRNA およびそのタンパク質発

現量も SOY 含有飼料群と比較して有意に増大していた．アルドステロンの前駆体や，代謝

経路のさらに上流で前駆体の生成に関与する酵素の mRNA 発現が有意に増大していなかっ

たことから，CYP11B2 の mRNA およびタンパク質発現の増大を伴う血漿中アルドステロン

濃度の増大は，副腎外からの刺激によってピンポイントで誘発されたものと考えられる．そ

の原因のひとつとして，CAN によって引き起こされた腎臓の血管傷害による血漿中レニン

濃度の増大が考えられる．実際，雄の SHRSP に CAN 含有飼料を与えた場合，SOY 含有飼

料を与えた場合に比べて，動脈の肥厚を伴う腎症の発生率が増すこと(8)，さらに，レニン

mRNA の有意な発現増大を伴う重篤な腎傷害が認められることが報告されている(54）．し

たがって，まず腎血管傷害が起こり，それに続くレニン放出の増大が血漿中アルドステロン 
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Table 3-1   Plasma FSH and LH levels in SHRSP given SOY diet or CAN diet for 8 weeks. 

 
 

                    SOY         CAN      p Value   Difference        SOY        CAN      p Value   

Difference 

FSH (pg/mL)  351±19.2 347±50.0 0.9366  n.s. 325±49.2 467±53.8 0.1425 n.s. 

 

LH (ng/mL) 18.7±1.88 19.5±0.634 0.6831 n.s. 17.5±1.11 18.0±1.39 0.7871 n.s. 

 

SOY, 10 wt/wt% soybean oil diet (control); CAN, 10 wt/wt% canola oil diet.  

Values are means ± S.E.M. of 6 animals. 

n.s., Group mean values are not significantly different (unpaired t-test). 

Gonadotropins Male Female 
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Table 3-2   Plasma and testicular tissue concentrations of steroids in male SHRSP given SOY diet or CAN diet  

for 8 weeks. 

 

Steroids SOY CAN p Value Difference 

Pregnenolone 0.373 ± 0.0731 0.554 ± 0.175 0.3150 n.s.  Mann-Whitney test 

(ng/mL plasma)         

Progesterone 965 ± 299 1600 ± 816 0.6842 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Corticosterone 305 ± 57.2 332 ± 52.0 0.7315 n.s.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

11-Dehydrocorticosterone 29.4 ± 5.25 33.4 ± 3.67 0.5402 n.s.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

Deoxycorticosterone 2.66 ± 0.840 3.67 ± 1.53 0.5700 n.s.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

Dehydroepiandrosterone 3.77 ± 1.79 2.61 ± 0.22 0.7164 n.s.  Unpaired t-test 

(pg/mL plasma)         

Androstenedione 512 ± 94.3 301 ± 58.0 0.0729 n.s.  Unpaired t-test 

(pg/mL plasma)         

Aldosterone 159 ± 33.7 345 ± 79.6 0.0433 s.d.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Testosterone 2.79 ± 0.514 1.36 ± 0.271 0.0247 s.d.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

Pregnenolone 36.4 ± 1.98 27.2 ± 3.20 0.0251 s.d.  Unpaired t-test 

(ng/g testis)         

Dehydroepiandrosterone 1.63 ± 0.386 0.784 ± 0.172 0.0630 n.s.  Mann-Whitney test 

(ng/g testis)         

Testosterone 167 ± 28.1 92.2 ± 21.4 0.0492 s.d.  Unpaired t-test 

(ng/g testis)         

 

SOY, 10 wt/wt% soybean oil diet (control); CAN, 10 wt/wt% canola oil diet.  

Values are means ± S.E.M. of 10 animals.   

s.d., Group mean values are significantly different (p<0.05 by Man-Whitney test or unpaired t-test). 

n.s., Group mean values are not significantly different. 
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Table 3-3   Plasma concentrations of steroids in female SHRSP given SOY diet or CAN diet for 8 weeks.  

 

Steroids SOY CAN p Value Difference 

Pregnenolone 7.610 ± 1.824 5.550 ± 2.360 0.4986 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Progesterone 13.9 ± 2.402 16.51 ± 2.836 0.4450 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Corticosterone 729.4 ± 58.71 652.9 ± 97.28 0.5094 n.s.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

Deoxycorticosterone 35.33 ± 7.254 23.33 ± 8.106 0.2845 n.s.  Unpaired t-test 

(ng/mL plasma)         

Androstenedione 424.0 ± 105.2 180.9 ± 33.43 0.1051 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Aldosterone 306.0 ± 53.40 340.6 ± 92.78 0.7507 n.s.  Unpaired t-test 

(pg/mL plasma)         

Testosterone 160.7 ± 39.38 65.68 ± 13.03 0.0630 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

Estradiol 19.53 ± 5.329 4.340 ± 1.006 0.0601 n.s.  Mann-Whitney test 

(pg/mL plasma)         

         

 

SOY, 10 wt/wt% soybean oil diet (control); CAN, 10 wt/wt% canola oil diet.  

Values are means ± S.E.M. of 10 animals.  

s.d., Group mean values are significantly different (p<0.05 by Mann-Whitney test or unpaired t-test). 

n.s., Group mean values are not significantly different.  
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Fig. 3-1  Expressions of mRNA for StAR and enzymes involved in the steroid metabolism in 
male SHRSP given SOY diet or CAN diet for 8 weeks. 
 
Columns and bars are means ± S.E.M. of 6 animals, respectively.  
(A) Testis, (B) Adrenal gland. SOY, 10 wt/wt% soybean oil diet (control) group; CAN, 10 
wt/wt% canola oil group. *p<0.05, **p<0.01, significantly different from the values in 
the soybean oil group (unpaired t-test). 
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Fig. 3-2  Expressions of mRNA for StAR and enzymes involved in the steroid metabolism  
in female SHRSP given SOY diet or CAN diet for 8 weeks. 

 
Columns and bars are means ± S.E.M. of 6 animals, respectively.  
(A) Ovary, (B) Adrenal gland. SOY, 10 wt/wt% soybean oil diet (control) group; CAN, 10 
wt/wt% canola oil group. *p<0.05, significantly different from the values in the soybean oil 
group (unpaired t-test). 

 

 

(A) 

(B) 
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Fig. 3-3  Amounts of protein of StAR and enzymes involved in the steroid metabolism  
in the testis and the adrenal gland (CYP11B2) of male SHRSP given SOY diet or CAN  
diet for 8 weeks 

 
Columns and bars are means ± S.E.M. of 6 animals, respectively.  
SOY, 10 wt/wt% soybean oil (control) group; CAN, 10 wt/wt% canola oil group. *p<0.05, 
***p<0.001, significantly different from the values in the soybean oil group (unpaired t-
test). 
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Fig. 3-4  Leydig cells in male SHRSP given SOY diet or CAN diet for 8 weeks. 
         

SOY, 10 wt/wt% soybean oil (control) group; CAN, 10 wt/wt% canola oil group.  
Yellow arrows, Leydig cells. Calretinin in Leydig cells was stained using an anti-
calretinin primary antibody, an HRP-conjugated secondary antibody and DAB reagent. 

SOY

v

v
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濃度増大の引鉄となることも全面的に否定はできないが，第 2 章の考察で述べた通り，その

可能性は低いと判断している． 

CAN が引き起こすテストステロンの減少がアルドステロンの増大を伴うという事実によ

って，CAN による血漿中アルドステロン濃度増大のもうひとつの原因が示唆される．血漿

中テストステロン濃度の減少が副腎でのアルドステロンの産生を直接促進する可能性であ

る．これも第 2 章の考察で触れたが，Kau ら(55)の報告によると， ZG 細胞のアルドステロ

ン産生が 10-9-10-7 mol/L のテストステロンによって濃度依存的に抑制される．本研究で，SOY

含有飼料群の血漿中テストステロン濃度は約 0.97×10-9 mol/L であったが，CAN 含有飼料群

では 0.47×10-9 mol/L であった．したがって，CAN 含有飼料を与えた雄性 SHRSP が早期に生

活習慣病様症状を呈して短命化するのは，テストステロン産生が抑制されることが引き金

になっている可能性がある． 

 

3-5 小括 

本章で記した研究結果をまとめると，CAN 含有飼料は雄性 SHRSP の血漿中テストステ

ロン濃度を減少させると同時に血漿中アルドステロン濃度を増大させることが明らかにな

った．また，精巣のステロイド代謝経路における StAR，CYP11A1，CYP17，3bHSD およ

び 17bHSD の mRNA およびそれらがコードするタンパク質発現量が減少し，これらの分子

が制御する中間代謝物の生成が抑制されることがわかった．一方，精巣と同じステロイド

代謝経路を持つ副腎では CYP11B2 mRNA とそのタンパク質の発現だけが有意に増大し

た．血漿中 LH 濃度には影響が認められなかったので，CAN 毒性の標的は精巣であると考

えられた．しかし，精巣のライディッヒ細胞数には影響が認められなかったので，CAN 毒

性は精巣における機能的毒性と考えられた．これらの知見と ZG 細胞を用いた Kau らの報

告(55)とを合わせて考えると，雄性 SHRSP では血漿中テストステロンが副腎のアルドス

テロン産生を生理的に負に制御しており，CAN 摂取によるテストステロンの減少は，アル

ドステロン産生の抑制的な制御を解除している可能性がある． 
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第 4 章 テストステロンがアルドステロン産生に与える影響 

 

4-1 序論 

 これまでの研究で，CAN 摂取は SHRSP においてその遺伝的な背景病態である高血圧症，

血小板数減少，インスリン抵抗性および血管傷害などの生活習慣病様症候を増悪すること

によって短命化を引き起こすこと，この有害効果は雄でのみ顕著に認められることを明ら

かにした．また，CAN 摂取により精巣では StAR，CYP11A1，CYP17，3bHSD および 17bHSD

のmRNAとそれらがコードするタンパク質の発現量が有意に減少したが，副腎では，StAR，

CYP11A1 および 3bHSD の mRNA 発現は減少せず，むしろ増大する傾向がみられ，その中

でCYP11B2(アルドステロン合成酵素)のmRNAおよびタンパク質だけが発現量が有意に増

大していた．血漿中ゴナドトロピン濃度には影響が認められなかったので，CAN による精

巣毒性は末梢性に働くことが示唆された．しかし，性腺と副腎は同じステロイド代謝経路を

もつにもかかわらず，そこで働く StAR や酵素に対する CAN 摂取の影響が精巣と副腎とで

異なっていたこと，また，精巣の病理所見には CAN 摂取による異常が認められず，ライデ

ィッヒ細胞数にも影響が認められなかったことから，精巣は CAN 毒性の標的器官のひとつ

であり， CAN の精巣毒性は組織の器質的変化を呈することはなく，機能的変化を伴うと考

えられた． 

雄性 SHRSP ではテストステロンが副腎皮質のアルドステロン産生を抑制的に制御する生

理学的なしくみがあり，CAN 摂取による精巣のテストステロン産生抑制がその抑制的制御

を解除し，結果として増大したアルドステロンが雄性 SHRSP の生活習慣病様症候を増悪す

ると考えられた．テストステロンが副腎皮質のアルドステロン産生を抑制するという知見

は，ZG 細胞を用いて，これまでに一報だけ報告されている(55）．本研究では，この先行論

文の手法に基づき，ZG 細胞を用い，アルドステロン産生に対するテストステロンの影響の

有無を確認した．さらに，同様の検討をヒト副腎皮質細胞(H295R 細胞)で行うことにより，

テストステロンによるアルドステロン産生の抑制的な制御がヒト細胞でも存在するか否か

を明らかにしようとした． 

 

4-2 方法  

4-2-1 ZG 細胞の培養 

7 週齢の雄性 Wister ラット 5匹を日本エスエルシー(静岡)より購入し，ウッドチップを敷

いたプラスチックケージに 3 匹ずつ収容して 7 日間馴化した．飼育環境は第 2 章，2-2-2-1 

“動物飼育” の項に記したとおりである．馴化期間終了後，動物をセボフルラン(富士フイル

ム和光純薬)吸入麻酔下に瀉血致死させた．クリーンベンチ内で腹部を無菌的に正中切開し，

副腎を摘出して滅菌生理食塩液中にとり，周囲の余分な組織を除去した．Kau ら(1999)の方

法に従って，2枚の滅菌ガラス板で副腎を挟み，軽く潰してカプセルとそれに付着した皮質

球状層からなる部分および残りの部分(束状層，網状層，髄質)に分けた．5匹分のカプセル
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と球状層部分を集め，2 mg/mL コラゲナーゼ(富士フイルム和光純薬)および 1/100容の抗生

物質カクテル，Zell ShieldTM (Minerva Biolabs, Berlin, Germany)を添加した DMEM Ham’s F-12

完全培地中にとり，37℃の CO2 インキュベータ内で 1 時間振盪して結合組織を消化した．

DMEM Ham’s F-12完全培地は，DMEM Ham’s F-12培地に 1/100容の ITS+プレミックス(0.625 

mg/mL インスリン，0.625 mg/mL トランスフェリン，626 ng/mL亜セレン酸，125 mg/mL ウ

シ血清アルブミンおよび 0.535 mg/mL リノール酸；コーニング ジャパン，東京)および 2.5％ 

Nu-serum 1(コーニング ジャパン)を加えて作製した．コラゲナーゼ処理後，等量の完全培

地を加えてコラゲナーゼを失活させ，細胞懸濁液を 60 mm メッシュを通し，続いて 150×g，

室温で 10分間遠心した．上清を捨てた後，沈渣に純水を加えて撹拌し，赤血球を溶血させ

た．懸濁液を再び遠心し，沈渣に完全培地を加えて再懸濁後，150×g，室温で 10分間遠心し

た．懸濁と遠心を繰り返して細胞を洗浄した後，沈渣に 1 mL の培地を加えて細胞懸濁液を

作製した．少量の細胞懸濁液をトリパンブルー(富士フイルム和光純薬)で染色して計算盤

に載せ，顕微鏡下で計数した(Fig. 4-1)．細胞生存率は 90％以上であった．細胞を 105 cells/mL

の密度で無血清フェノールレッド無添加 DMEM Ham’s F-12(ナカライテスク)に懸濁し，コ

ラーゲンコート 24 ウェルプレート(コーニング ジャパン)に 1 mL/well ずつ分注後，10-7 

mol/L ACTH(ナカライテスク)，10-7 mol/L アンジオテンシンⅡ(ペプチド研究所，大阪)また

は 10-3 mol/L ジブチリル cAMP(Chem Scene, Monmouth Junction, USA)存在下あるいは非存

在下にテストステロン(TCI，東京)10-9，10-8または 10-7 mol/L とともに 37℃の CO2 インキュ

ベータ内で 4 時間インキュベートした．インキュベート後の細胞の生存率は Cell Counting 

Kit-8(同仁化学，熊本)を用いて測定した．生存率は，溶媒(0.1％ DMSO)処置対照細胞を

100％としたとき 92-99％であった．  

 

4-2-2  H295R 細胞の培養 

H295 細胞(CRL-2128,ヒト副腎皮質腫瘍由来, ATCC)を 106 cells/mL の密度で DMEM Ham’s 

F-12完全培地中に懸濁し，ヒトフィブロネクチンコートディッシュ(60mmφ, コーニング ジ

ャパン）に播いて継代した．4継代後，回収した細胞をトリパンブルー染色し，計算盤で計

数した(細胞の生存率は 95％以上であった）．DMEM Ham’s F-12 完全培地で細胞を 106 

cells/mL 懸濁液とし，ヒトフィブロネクチンコート 24 ウェルプレート(コーニング ジャパ

ン)に 1 mL/well で分注し，37℃の CO2 インキュベータ内で 24時間培養した．続いて培地を 

0.25％ Nu-serum 1 含有フェノールレッドなし DMEM Ham’s F-12 に換え，10-7 mol/L ACTH(ナ

カライテスク)，10-7 mol/L アンジオテンシンⅡ(ペプチド研究所)または 10-3 mol/L ジブチリ

ル cAMP (Chem Scene, Monmouth Junction, USA)存在下あるいは非存在下にテストステロン

(TCI)10-9，10-8または 10-7 mol/L とともに 37℃の CO2 インキュベータ内で 48 時間インキ

ュベートした．インキュベーション時間は OECD 456ガイドラインに従った(73）．インキュ

ベート後の細胞の生存率は Cell Counting Kit-8(同仁化学)を用いて測定した．溶媒(0.1％ 

DMSO)処置対照細胞を 100％としたとき，85-90％であった． 
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Fig. 4-1 Preparation of rat ZG cells 

 Two adrenal glands obtained in germ-free condition were placed between 2 pieces of sterilized glass 
plate and crushed gently (①). Each gland was separated into capsule with outer-zone (yellow arrows, 
mainly ZG) and inner-zone (mainly zona fasciculata/reticularis and medulla) fractions (②). After a 
collagenase-digestion, the tissue fractions were mechanically dispersed into cells and finally filtered 
through nylon mesh(③).  
 

 

 

  

① ② ③ 
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4-2-2 培地中アルドステロン濃度の測定 

 インキューベーション終了後，プレートを氷上にとり培地を回収した．培地は測定まで

−30℃で保存した．アルドステロン濃度は，Aldosterone ELISA kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, 

USA；検出範囲 5.6-2,000 pg/mL)を用い，使用説明書に従って測定した．10-7 mol/L以上のテ

ストステロンでアルドステロンとの交差が認められたため，10-7 mol/L テストステロン存在

下での測定では，10-7 mol/L テストステロン存在下に検量線を補正した． 

 

4-2-3 統計学的方法 

平均値の違いは 2つの群の変数が正規分布する場合は unpaired t-test で，正規分布しない

場合は Mann-Whitney test で評価した．いずれの場合も p<0.05 を以って有意とした．統計解

析には Prism 9.3.1(GraphPad Software)を使用した． 

 

4-3 結果 

10-7 mol/L ACTH，10-7 mol/L アンジオテンシンⅡ または 10-3 mol/L ジブチリル cAMP は，

ZG 細胞および H295R 細胞のアルドステロン産生を促進した(Fig. 4-2）．10-9，10-8 および

10-7 mol/L テストステロンは，いずれの細胞でも濃度依存的かつ有意にアルドステロン産生

を抑制した(Fig. 4-3）．  

 

4-4 考察 

ACTH，アンジオテンシンⅡ およびジブチリル cAMP のいずれによっても ZG 細胞および

H295R 細胞のアルドステロン産生が増大したことから，これらの細胞では，ACTH 受容体

およびアンジオテンシンⅡ(AT1)受容体経由のアルドステロン産生刺激経路が機能している

ことがわかった．テストステロンがアルドステロン産生を抑制したことから，ラット，ヒト

のいずれにおいても，テストステロンが副腎皮質のアルドステロン産生を抑制的に制御す

ることが細胞レベルで示された．  

CAN 摂取によって精巣のテストステロン産生が減少することで，この抑制的制御が解除

され，副腎皮質のアルドステロン産生が増大することが雄性 SHRSP で認められる CAN 毒

性の機序のひとつと考えられる．CAN 摂取が，雄性 SHRSP におけると同様にヒト男性のテ

ストステロン産生を抑制するとすれば，ラットにおける毒性と同じ有害事象がヒトでも観

察される可能性がある． 
 

4-5 小括 

本章で記した研究結果から，副腎皮質細胞におけるアルドステロン産生をテストステロ

ンが抑制的に制御する機構がラットおよびヒト双方に存在することが強く示唆された．  
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Fig. 4-2  Facilitation by adrenocorticotropic hormone, angiotensin II or dibutyryl-cAMP  

of aldosterone production in rat ZG cells or H295 cells 
 

Control, 0.1%DMSO; ACTH, adrenocorticotropic hormone, 10-7 mol/L; AGII, angiotensin 

II, 10-7 mol/L; dbcAMP, dibutyryl-cAMP, 10-３ mol/L 

Columns and bars are means ± S.E.M. of 4 experiments, respectively. 
The mean value in the control was defined as 100%.  
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001, significantly different from the control (unpaired t-

test). 
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Fig. 4-3  Testosterone-induced inhibition of aldosterone production in ZG cells and H295R cells 

 

White column, aldosterone production in the presence of 0.1%DMSO; Yellow column, 10-7 

mol/L adrenocorticotropic hormone-stimulated aldosterone production; Blue column, 10-7 

mol/L angiotensin II-stimulated aldosterone production; Green column , 10-7 mol/L dbcAMP-

stimulated aldosterone production. 

Columns and bars are means ± S.E.M. of 4 experiments, respectively. 
The mean value of the aldosterone production by the cells treated with the vehicle, 

DMSO or one of the stimulants in the absence of testosterone were defined as 100% 
productions. 

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001, significantly different from the control (unpaired 
t-test). 

ZG cells 

H295R cells 
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第 5 章 総合考察および結論 

 

本研究結果を以下のとおり総括する． 

CAN 摂取が血漿中ゴナドトロピン濃度に影響を及ぼさなかったことから，CAN 毒性は末

梢性であることが示唆された．性腺と副腎皮質は共通のステロイド代謝経路をもつが，精巣

と副腎における代謝経路で働く酵素等の遺伝子，タンパク質発現量の変化が両器官で異な

っていたことから，CAN 毒性の標的は両器官に共通した酵素等ではなく精巣組織そのもの

であると推定された．卵巣においても精巣と同様にステロイド代謝に関与するタンパク質

や酵素の遺伝子発現が全般的に抑制されたが，有意な変化は CYP17mRNA 発現の減少のみ

であった．精巣の病理組織には器質的変化が認められなかったので，この毒性は組織の病変

の結果生じたものではなく，機能的変化に基づくものと考えられた．昇圧，インスリン抵抗

性および血管傷害には増大した血漿中アルドステロンが密接に関わると考えられる． 

SHRSP では，精巣におけるテストステロン産生の抑制が血漿中テストステロン濃度の減

少を介して副腎皮質球状層におけるアルドステロン産生を促し，生活習慣病の増悪を引き

起こすと考えられる．一方，ラット ZG 細胞およびヒト H295R 細胞のいずれにおいてもテ

ストステロンによるアルドステロン産生の濃度依存的抑制が認められたことから，ラット

とヒトの双方で副腎のアルドステロン産生が血中テストステロンを介して抑制的に制御さ

れていると考えられる．本研究では，この制御機構に対する CAN 摂取の影響を調べること

はできなかったが，この機構がヒトでも存在することは，ヒトにおける CAN の健康被害の

有無が引き続き検討を要する課題であることを示している．CAN 毒性発現の端緒となる変

化がテストステロン減少によるアルドステロン産生の増大なのか，持続的高血圧で生じた

腎血管傷害に基づくレニン・アンジオテンシン・アルドステロン系活性化の結果として起こ

る二次的なアルドステロンの増大なのかについては，雄で認められた昇圧が反射性徐脈で

はなく頻脈を伴っていたことから前者(アルドステロンの自律神経中枢直接興奮作用)であ

ろうと判断している．CAN 摂取がヒトでもテストステロン低下を引き起こすか否かはわか

らないが，男性では性ホルモン低下による生活習慣病の発症や総死亡率の上昇が報じられ

ている．本研究において，ラットとヒトの培養細胞において同じ制御機構(テストステロン

によるアルドステロン産生の抑制)が存在することが確かめられた．CAN が日本における代

表的な汎用食用油であることを考慮すると，生活習慣病モデル動物である SHRSP で認めら

れるこの有害事象が，少なくとも男性においては CAN 摂取量に注意を払うべきであること

を強く示唆している． 

 

結論 

1. CAN は雄性 SHRSP の生活習慣病様症候を増悪し，短命化を引き起こす．この有害効果

には性差があり，雌性 SHRSP では認められない． 

2. CAN 毒性の端緒となる病態生理的な変化は自律神経中枢の直接興奮と考えられ，顕著な
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昇圧と血管傷害が雄のみで認められる． 

3. ステロイド代謝経路への影響が CAN 毒性のひとつの特徴であるが，主な標的器官は副

腎ではなく性腺である．性ホルモン産生の抑制または抑制傾向は雌雄を問わず認められ，そ

れらは遺伝子レベルでも確認できるが，雄性 SHRSP で認められるテストステロン産生の著

しい減少が短命化に繋がる生活習慣病様症候の増悪と密接に関連していると考えられる．

なお，CAN の精巣毒性は機能的毒性である． 

4. 雄におけるテストステロン産生の抑制はアルドステロン産生の促進を伴い，雄の副腎で

は CYP11B2 の mRNA およびタンパク質発現がともに増大することから，テストステロン

が副腎におけるアルドステロン産生を抑制的に制御する機構が存在し，テストステロンの

減少がその制御を解除する結果，アルドステロン産生が増大することが示唆される．このア

ルドステロン産生の増大が，雄における自律神経中枢の直接興奮を起こしていると考えら

れる． 

5. テストステロンが副腎皮質細胞のアルドステロン産生を濃度依存的に抑制することを

ラット ZG 細胞およびヒト H295R 細胞で確認したことから，テストステロンによるアルド

ステロン産生の抑制的制御機構は，ラットとヒトの双方に存在すると考えられる．また，

CAN 摂取によるテストステロン産生の強い減少傾向は雌性 SHRSP でも認められるが，こ

の制御(制御の解除)が in vivo でみられないのは，雌では血中テストステロン濃度が極めて

低く，この制御機構が働いていないことを示唆する．  

6. ヒトでも男性においては，生活習慣病の発症あるいは進行における CAN 摂取の影響に

留意するべきである． 
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