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 研究成果の概要（和文）: アンドロゲンの抗肥満作用の機序として、エネルギー産生亢進作用のあるレプチン- STAT3シグナルのアンドロゲン受容体(AR)による活性化機構を明らかにした。この仕事を進展させ、選択的アンドロゲン受容体モジュレーター(SARM)化合物としてテストステロン誘導体の S42 を見出し、S42 が 除睾 SD ラットの血中中性脂肪濃度を著明に低下させることを明らかにした。アンドロゲンと動脈硬化症との関連については、アンドロゲンの直接効果の有無については一定の見解がなかった。我々は動脈硬化モデル動物を用いて、内因性アンドロゲンが動脈硬化抑制作用を示すことを明らかにし、その機序の一端としてアンドロゲンによる酸化 LDL受容体、LOX-1の発現抑制を明らかにした。 
 研究成果の概要（英文）：As a mechanism for the anti-obesity effect of androgen, we clarified 
that androgen receptor (AR) can potentiate leptin-STAT3 signaling which is closely 
associated with energy expenditure. By extending this work, we identified a testosterone 
analogue, S42 as a new selective androgen receptor modulator (SARM) and found that S42 
can dramatically reduce serum triglyceride level in male castrated SD rats. The 
significance of androgen in atherosclerosis is controversial. We revealed the 
anti-atherosclerotic effect of endogenous androgen in animal atherosclerotic model and 
clarified one mechanism related with the suppression of oxidized LDL receptor, LOX-1.   
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 研究分野：医歯薬学 科研費の分科・細目：内分泌学 キーワード：アンドロゲン、動脈硬化、メタボリックシンドローム、選択的アンドロゲン受容体修飾剤 
 １．研究開始当初の背景 研究開始当初、生活習慣病におけるアンドロゲンの意義に関しては、ほとんど未解明の領域であった。一般的に、テストステロン(T)はエストロゲンとの対比から、動脈硬化促進的因子（悪玉）として 解釈されていたが、当時、生理的レベルの T はむしろ抗動脈硬化性に作用していることを示唆する疫学的研究成績が少しずつ報告され始めていた。また臨床的にTには抗抗肥満作用が示唆されていたが、機序は不明であった。当時、我々は東京
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大学加藤茂明教授との共同研究によりアンドロゲン受容体(AR)KOマウスではオス特異的に晩発性肥満を呈すること、その機序としてオス ARKOマウスでは、運動量の低下と酸素消費量の低下に代表されるエネルギー消費の低下をきたし、また脂肪分解系の低下を認めることを報告していた (Diabetes 54, 1000, 2005)。オスARKOマウスではレプチン抵抗性を認めた。当時、未発表ながら二重免疫染色で視床下部弓状核において ARとレプチン受容体が同一ニュ-ロンに存在することを観察していたことから、エネルギー消費系シグナルであるレプチンシグナルへの AR の何らかの関与を想定し、本申請研究計画を構築した。また当時、インスリン/IGF-1シグナルが下流の Foxo1 のリン酸化を介して AR 転写活性を増強するという興味深い知見も発表していた(JBC 282，7329，2007)ことから、生活習慣病においてT-AR系とインスリンシグナル系の間で何らかのクロストークが存在する可能性も想定していた。  ２．研究の目的 本申請研究は、上記の背景と我々自身の研究実績を踏まえて、肥満、インスリン抵抗性、動脈硬化症等の生活習慣病における T-AR 系の作用とその意義を明らかにすることを目的とした。  ３．研究の方法 (1) アンドロゲンの抗肥満作用機序:アンドロゲンの抗肥満作用機序の一端として、ARによるレプチンシグナルの増強効果の有無を検討した。AR がレプチン刺激下での STAT３の核内移行を増強するか否かを STAT3-YFPの培養細胞系（HEK293細胞）への導入実験を用いて検討を行った。さらに in vivoでの検証研究としてオス ARKO マウスにおけるレプチン刺激下での視床下部弓状核での STAT3の細胞内（核内あるいは核外）局在を免疫染色にて検討した。  (2) 選択的アンドロゲン受容体モジュレーター(SARM)の探索研究： 前立腺刺激作用を有さず、抗メタボリックシンドローム(MS)作用を有する SARM の開発目的で以下の研究を行った。前立腺刺激活性がなく、UCP 刺激活性を刺激するステロイド化合物の探索を行った。119 のステロイド化合物のうち、前立腺癌細胞株 LＮCaP 細胞において PSA プロモーター刺激活性を認めず、NIH-3T3 細胞のUCP-1 刺激活性を認めた化合物のみを選択した。その結果、S42 とういう T 誘導体にそのよ う な 活 性 を 認 め た 。dihydrotestosterone(DHT)投与を対照として、S42の除睾 SDラットへの 3週間投与（腹

腔内投与）を行い、前立腺重量、肛門挙筋重量、血中脂質等を指標として、効果を比較検討した。また、屠殺後、脂肪、肝臓などにおける脂質関連酵素の発現を real-time PCRにて定量的に検討した。 (3) 内因性アンドロゲンの動脈硬化への影響：高コレステロール食負荷ラビット(New Zealand white rabbit)を動脈硬化モデルして無処置群、精巣摘出群、精巣摘出+DHT投与群（皮下植え込み型 10-20mg/pellet）の 3群 に分け、大動脈硬化形成をきたす約 10-12週で、屠殺し、大動脈の粥状硬化の程度を Sudan III 染色にて定量的比較検討を行なった。一部の組織は病理学的検討（LOX-1 抗体による免疫染色等）を行った。また採血検体は血中総テストステロン濃度、血清脂質等の測定を行った。 
(4) 内因性アンドロゲン作用系の動脈硬化への影響：(3)の裏付け研究としてアポ EKO マウスと ARKOマウスの交配によりアポ E/ARダブル KO マウスを作成し、アポ EKO マウスとの比較により動脈硬化病変の軽重について評価を行なった。具体的には動脈硬化性病変の範囲や程度を Sudan III 染色による脂肪染色下に観察し、HE染色等による病理学的、統計学的検討を加えた。この際、血中脂質マーカーも測定した。   ４．研究成果  (1) アンドロゲンの抗肥満作用機序：エネルギー産生亢進作用のあるレプチン-STAT3シグナルをアンドロゲン受容体(AR)が活性化する機構を明らかにした。培養細胞系において AR は STAT3 の核内移行を促進した。同時に、レプチン刺激下での STAT３の視床下部弓状核における局在はオス野生型マウスでは核に明瞭に存在するのに対し、オス ARKOでは、核と細胞質の両方に存在した。これらのことから、AR の STAT3 の核内移行促進機序によるレプチンシグナル増強効果が示唆された（Endocrinology 2008）。 (2) SARM の探索研究：MS 作用を有する可能性のある SARM化合物として S42を見出した。1, 10 mg/kgの S42の除睾 SDラットへの投与は、同量 DHTと異なり前立腺重量増加作用を示さず、骨格筋の肛門挙筋の重量を僅かながら増加させた。S42 が血中の中性脂肪を著明に低下させることを明らかにしたがその機序として、肝臓、白色脂肪などの脂肪合成系(SRBP-1C など)の低下によることを明らかにした(Endocrinology 2009)。 (3) 内因性アンドロゲンの動脈硬化への影響：動脈硬化モデルである高コレステロール食負荷ラビットへ、エストロゲンに転換されることがないアンドロゲンである DHTの投与研究を行った。このモデル動物では精巣摘出群が、さらに動脈硬化を増悪させたが、DHT



 

 

除放ペレットによる DHTの生理的濃度の達成が、その動脈硬化を抑制すること、その機序には酸化 LDL受容体の LOX-1抑制が関与すること明らかにした(Endocrinology 2010)。 (4) 内因性アンドロゲン作用系の動脈硬化への影響： ApoE KO マウスに比べ、ApoE/ARのダブル KOマウスは 25週の経過時点で、明らかな動脈硬化巣面積の増悪を認めた。これらの現象は血中脂質レベルの変動とは関連していなかった（投稿準備中）。以上の結果より、内因性アンドロゲン−AR 作用系は、抗肥満、抗動脈硬化性に抑制的に作用していると考えられる。       ５．主な発表論文等 （研究代表者、研究分担者及び連携研究者には下線） 〔雑誌論文〕（計 34件） ① Kwintkiewicz J, Nishi Y, Yanase T, Giudice LC, Peroxisome ProliferatorActivated Receptor-gamma Mediates Bisphenol A Inhibition of FSH-Stimulated IGF-1, Aromatase, and Estradiol in Human Granulosa Cells. Environ Health Perspect. 18(3), 2010, 400-406 査読有り ② Qiu Y, Yanase T, Hu H, Tanaka T, Nishi Y, Liu M, Sueishi K, Sawamura T, Nawata H, Dihydrotestosterone suppresses foam cell formation and attenuates atherosclerosis development. Endocrinology 151, 2010, 3307-16 査読有り ③ Akehi Y, Mitsuyoshi Y, Tatsumoto A, Yoshida R, Ohkubo K, Kudo T, Ashida K, Anzai K, Yamashita T, Kawashima H, Ono J, Yanase T. Serum gamma-glutamyltransferase, triglyceride and total cholesterol are possible prediabetic risk markers in young Japanese men. Endocrine J 57, 2010,  981-989 査読有り ④ Nawata H, Watanabe T, Yanase T, Nomura M, Ashida K, Min L, Fan W, Sex hormone and neuroendocrine aspects of the metabolic syndrome.Prog Brain Res 182, 2010, 175-87 査読有り ⑤ 柳瀬敏彦、野見山 崇, 性ホルモンと糖尿病 Diabetes Journal 38, 2010,  144-148 査読無し ⑥ 柳瀬敏彦、明比 祐子, 特集：男性更年期障害の考え方と実地臨床 各種ホルモンの加齢変動の意義 日本医師会雑誌 139(9),2010, 1828-1829 査読無し ⑦ 柳瀬敏彦、村瀨 邦崇、田中智子 性ホルモン受容体とアデイポサイエンス アデイ
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