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研究成果の概要（和文）：本研究は，運動により変化する性ステロイドホルモンが動脈硬化度の低下効果に貢献
するのかを明らかにするために，性ステロイドホルモン合成酵素の合成阻害剤を用いて直接的に運動効果に影響
するかについて検討した。肥満型糖尿病モデルラットを用いて、8週間の有酸素性トレーニングによって動脈硬
化度は低下したが、運動とともに活性化型テストステロンであるDHTやエストロゲンであるE2の合成酵素の抑制
剤により性ステロイドホルモンの分泌を抑制したが、運動による動脈硬化度の低下効果には影響を及ぼさなかっ
た。本研究結果から，習慣的な有酸素性運動による動脈硬化度の低下に性ステロイドホルモンは関与しない可能
性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to clarify whether the secretion of sex steroids 
hormones is associated with aerobic exercise training-induced reduction of arterial stiffness. To 
directly evidence exercise effect by using inhibitor of sex steroid hormone synthase, Male obese 
type 2 diabetic rats (OLETF) were randomly divided into 4 groups; sedentary obese control, 8-week 
aerobic training, aerobic training with continuous infusion of 5α-reductase inhibitor, or aerobic 
training with continuous infusion of P450 aromatase inhibitor groups. Aerobic exercise training in 
OLETF significantly reduced carotid-femoral pulse wave velocity (cfPWV), an index of arterial 
stiffness, as compared with the sedentary obese control group, whereas the training-induced 
reduction of cfPWV was not suppressed by administrations of the 5α-reductase and P450 aromatase 
inhibitors. These results suggest that sex steroids hormones may be not associated with aerobic 
exercise training-induced reduction of arterial stiffness.

研究分野： スポーツ医学
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１．研究開始当初の背景 
 国内では虚血性心疾患，脳血管疾患などの
動脈硬化を起因とする死亡原因が 26%程度占
めており，早期から心血管疾患リスクを軽減
させるかが国内外ともに重要な課題となっ
ている。一方，習慣的な有酸素性運動は，動
脈硬化度の低下を引き起こすことが報告さ
れている（Fujie et al., Am J Physiol Heart 
Circ Physiol. 2015）。運動効果のメカニズ
ムとして，血管内皮から産生される血管拡張
物資の増加（Fujie et al., PLoS One 2014）
や脂肪から分泌されるアディポカイン
（Hasegawa et al., Am J Physiol Regul 
Integr Comp Physiol 2018）の関与が報告さ
れている。近年，性ステロイドホルモンの新
たな役割として動脈硬化や心血管疾患の発
症リスクとの関連性が報告されている
（ Vlachopoulos et al., Atherosclerosis 
2014, Weiss et al., Aging Cell 2012）。 
しかしながら，性ステロイドホルモン分泌

の増大が運動による動脈硬化度の低下効果
に影響するのか否かに関しては明らかでな
い。 

 
２．研究の目的 
本研究は，運動により増大する性ステロイ

ドホルモンが動脈硬化度の低下効果に貢献
するのかを明らかにするために，①性ステロ
イドホルモン合成酵素の合成阻害剤を用い
て直接的に運動効果に影響するかについて
検討すること，②ヒトを対象に運動による性
ステロイドホルモン分泌変化が動脈硬化改
善に関係するのかを検討することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
【①動物実験】 
(1) 動物： 
6 週齢の雄 OLETF（日本 SLC 社製）ラット

28 匹を，肥満型 2型糖尿病モデルラットとし
て用いた。20週齢まで安静飼育後，各群の体
重および空腹時血糖値が均等になるように，
2 型糖尿病安静対照群（OLETF-Con 群），2 型
糖尿病有酸素性運動群（OLETF-EX 群），2 型
糖尿病有酸素性運動に加えて 5α-reductase
抑制剤を慢性投与する群（OLETF-EX+DHT 
Inhibitor 群），2型糖尿病有酸素性運動に加
えてP450aromatase抑制剤を慢性投与する群
（OLETF-EX+E2 Inhibitor 群）の 4 群（各群
N=7）に分類した。また，6週齢の雄 LETO（日
本 SLC 社製）ラット 7 匹を正常安静対照群
（LETO 群）として同様に飼育した。飼育は，
室温 26±1℃，湿度 50±5％，12 時間ごとの
明暗サイクル（8:00 a.m.-8:00 p.m.）の環
境下で行い，一般用飼料 CE-2，日本クレア社
製）および脱イオン蒸留水を自由摂取させた。
5 α -reductase 抑 制 剤 （ Dutasteride, 
Sigma-Aldrich 社製）および P450aromatase
抑制剤（Letrozole, Sigma-Aldrich 社製）は
体重 1kg あたりに 2mg をゴマ油に溶解し，オ

スモティックミニポンプ法（2006，Alzet 社
製）を用いて，各ラットの背面頸部から皮下
にポンプを埋め込み，1時間に0.15μlずつ，
8 週間慢性投与した。最終トレーニングから
48 時間以上経過した後，かつ，12 時間以上
の空腹時で体重を測定後，採血および腓腹筋
およびヒラメ筋，動脈血管，精巣上体脂肪を
摘出した。本研究は「立命館大学びわこ・く
さつキャンパス動物実験委員会（倫理委員
会）」の承認を受け，実施した。 
 
(2) 有酸素性トレーニング： 
 有酸素性トレーニングは，1日 60 分，週 5
回，25m/分のスピードでトレッドミル走を 8
週間行った。 
 
(3) 測定項目： 
①血糖値の測定 
 空腹時血糖値は血糖値測定機器 (メディ
セーフフィット，テルモ社製) を用いて 3回
測定し，その平均値を用いた。 
②クエン酸合成酵素 (CS) 活性 
 ヒラメ筋サンプルからミトコンドリア分
画を抽出し，CS 活性を評価するために，900µl
の混合物 (100mM TrisHCl (pH 8.0)，1mM 5，
5-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid] )，10mM 
acetyl-CoA と 50µl のサンプルを混ぜ，30℃
で 2分，インキュベートした。酵素活性反応
は 50µl の 10mM oxaloacetate を加えた後，
分光光度計 (BIO RAD 社製) を用い，412nm
で測定した。 
③骨格筋中の性ステロイドホルモン合成酵
素タンパク発現 
 腓腹筋サンプルからタンパク抽出し，5α
-reductaseおよびP450aromataseタンパク発
現をWestern blotting 法を用いて測定した。
抽出した 40µgタンパク分画を SDS-PAGE によ
り分離した。SDS-PAGE 後，PVDF メンブレン
にタンパクを転写した。転写されたメンブレ
ンは，3% skim milk，0.1% Tween 20 を含む，
phosphate-buffered saline （ Blocking 
buffer）を用いて，室温で 1時間ブロッキン
グした後，1次抗体 5α-reductase（1:1000; 
Abnova Corporation 社製），P450aromatase
（1:1000; Cell Signaling Technology 社製）
を 4℃で 12 時間インキュベートした。β
-actin（1:3000, Cell Signaling Technology
社製）タンパク発現は internal control と
し て 用 い た 。 洗 浄 後 ， 2 次 抗 体 ： 
HRP-conjugated anti-rabbit（1:5000; Cell 
Signaling Technology 社製）immunoglobulin 
secondary antibodies を 3% Blocking buffer
で希釈し，60分間室温にてインキュベートし
た。洗浄した後，発酵液に反応させ，LAS4000 
imager（GE Healthcare Biosciences 社製）
を用いてタンパク発現量を定量解析した。 
④動脈硬化指標の測定 
 動脈硬化度の指標として，頸動脈-大腿動
脈間の脈波伝播速度（cfPWV）を測定した。
カテーテル（SP-45；株式会社夏目製作所社



製）を左総頸動脈から大動脈弓の接合部まで，
さらに，左大腿動脈から腹部大動脈と大腿動
脈の分岐部までカニュレーション（SP-31）
し，それぞれの血圧波形を同時に計測した。
頸動脈から大動脈までの脈波伝播時間の時
間差を計測し，頸動脈および大腿動脈のカテ
ーテルの先端の距離を測定し，cfPWV を算出
した。 
⑤血漿 Dihydrotestosterone（DHT）濃度およ
び estradiol（E2）濃度： 
 血漿 DHT および E2 濃度は，酵素免疫測定
法（ELISA）により測定した。 
 
(4) 統計解析 
 本研究結果は，すべて平均値±標準誤差で
表した。5 群間の比較は，一元配置分散分析
法により検定し，有意な差が認められた項目
には，Fisher の PLSD 法を用いて post-hoc テ
ストを実施した。危険率は 5％未満を有意水
準とした。 

 

 

 

【②ヒト実験】 
(1) 被験者： 
 健常な中高齢者 16 名（平均年齢: 67 歳，
男性: 6 名，女性: 10 名）を対象とした。本
研究は，立命館大学の倫理審査委員会の承諾
を受け，ヘルシンキ宣言の精神に則り行われ
た。被験者には，研究の目的および測定方法
の説明をした後に実験参加の承諾を得て，測
定を実施した。 
 
(2) 実験手順： 
 被験者は，有酸素性トレーニング介入に先
立ち，12 時間以上の絶食後，早朝より測定を
開始した。身長，体重を測定の後，座位安静
状態にて採血を実施した。その後，安静時の
血圧，心拍数，動脈硬化度を測定した。最後
に，最高酸素摂取量（peak oxygen uptake: 
V
．
O2peak）の測定を実施した。トレーニング群

は，8週間のトレーニングが終了した 48 時間
後にトレーニング前と同様の項目の測定を
実施した。また，コントロール群も同様の測
定を実施した。  
 
(3) 有酸素性トレーニング介入： 
 有酸素性トレーニングには，自転車エルゴ
メーターを使用した。ペダルの回転数を 60
回転/分に設定し，60-70% V

．
O2peak の運動負荷

を 1日 45 分，週 3回，8週間すべて監視下で
実施した。 
 
(4) 測定項目： 
①V

．
O2peakの測定 

 V
．
O2peak の測定は，自転車エルゴメーター

（828E：Monark 社製）を使用し，多段階漸増
負荷法で呼気ガスを採取し，測定した。 
②動脈硬化指標の測定 
 すべての被験者は，動脈硬化の指標として， 
上腕－足首脈間脈波伝播速度（baPWV）を form 
PWV/ABI（オムロンコーリン社製）を用いて
測定した。 
③血漿 estradiol 濃度： 
 血漿 estradiol 濃度は，酵素免疫測定法
（ELISA）により，測定した。 
 
(5) 統計解析 
 本研究結果は，すべて平均値±標準誤差で
表した。8 週間の介入前後による cfPWV，血
中 NOx 濃度，estradiol 濃度の変化における
比較は，対応のある T検定を用いた。危険率
は 5％未満を有意水準とした。 
 
４．研究成果 
【①動物実験】 
LETO 群と比較して OLETF-Con 群は体重，精

巣上体脂肪量，空腹時血糖値が有意に増大し，
腓腹筋，ヒラメ筋，ヒラメ筋の CS 活性が有
意に低下した（各 P < 0.05）。しかしながら，
OLETF-EX 群は，OLETF-Con 群と比較して，体
重，精巣上体脂肪量，空腹時血糖値が有意に
低下し，腓腹筋，ヒラメ筋，ヒラメ筋の CS

図 1：有酸素性運動による動脈硬化度(cfPWV)
の低下効果に DHT 合成抑制剤および E2
抑制剤が及ぼす影響 

図 2：心拍数に有酸素性運動と DHT 合成抑制
剤および E2 抑制剤が及ぼす影響 



活性が有意に増加した（各 P < 0.05）。一方，
OLETF-EX+DHT Inhibitor 群は，OLETF-EX 群
と比較して，体重，精巣上体脂肪量，空腹時
血糖値が有意に増大し，腓腹筋，ヒラメ筋，
ヒラメ筋の CS 活性が有意に低下した（各 P < 
0.05）。また，OLETF-EX+E2 Inhibitor 群は，
OLETF-EX 群と比較して，体重，精巣上体脂肪
量，空腹時血糖値が有意に増大し，腓腹筋，
ヒラメ筋，ヒラメ筋の CS 活性が有意に低下
した（各 P < 0.05）。 
筋内の 5α-reductaseタンパク発現や血中

DHT 濃度は，LETO 群と比較して OLETF-Con 群
で有意に低下していたが，OLETF-EX 群で有意
に増大した（各 P < 0.05）。しかしながら，
OLETF-EX+DHT Inhibitor 群では OLETF-EX 群
と比較して有意に低下した（各 P < 0.05）。
さらに，筋内の P450aromatase タンパク発現
は，LETO 群と比較して OLETF-Con 群で有意に
低下していたが，OLETF-EX 群で有意に増大し
た（各P < 0.05）。一方，OLETF-EX+E2 Inhibitor
群では OLETF-EX 群と比較して差が認められ
なかった。加えて，血中E2濃度はOLETF-EX+E2 
Inhibitor 群においてのみ有意に低下した（P 
< 0.05）。 
cfPWV は，LETO 群と比較して OLETF-Con 群

で有意に増加していたが，OLETF-EX 群で有意
に低下した（各 P < 0.05，図 1）。しかしな
がら，OLETF-EX+DHT Inhibitor 群および
OLETF-EX+E2 Inhibitor 群は OLETF-EX 群と比
較して差が認められなかった（図 1）。 
本研究結果から，活性化型テストステロン

である DHT やエストロゲンである E2 の分泌
を抑制しても習慣的な有酸素性運動による
動脈硬化度の低下には影響がなかったため，
運動効果には性ステロイドホルモンは関与
しない可能性が考えられる。しかしながら，
OLETF-EX+DHT Inhibitor 群 お よ び
OLETF-EX+E2 Inhibitor 群は cfPWV 測定時の
心拍数が有意に低下していたこと（各 P < 
0.05，図 2）から，今回の結果に影響するこ
とは否定できないため，心拍数の変化がない
状態で今後検討しなければならない。 
 

【②ヒト実験】 
介入後に体重，体脂肪率，収縮期血圧，

baPWV は有意に低下したが，血中 estradiol
濃度および V

．
O2peakは有意に増加した（表）。 

8 週間の介入前後の血中 estradiol 濃度の
変化量およびbaPWVの変化量との間には統計
学的な相関関係が認められなかった（図 3）。 
 これらの結果から，ヒト試験においても習
慣的な有酸素性運動による動脈硬化度の低
下に血中エストロゲンの変化には関係がな
かったことから，運動効果には性ステロイド
ホルモンは関与しない可能性が考えられる。 
以上の結果から，有酸素性トレーニングに

よる動脈硬化度の低下機序に性ステロイド
ホルモンはあまり重要でない可能性が示唆
された。しかしながら，血液中だけでなく，
組織中の濃度の関連性も検討しなければ関

連性は明確にならないかもしれない。 
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