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研究成果の概要（和文）：脳卒中易発症高血圧自然発症ラット（SHRSP）に、10w/w％の大豆油（対照群）または
カノーラ油を含む飼料を8週間与えた。カノーラ油は雄の血漿中テストステロン濃度を下げ、アルドステロン濃
度を上げ、精巣のStAR、CYP11a1 および CYP17遺伝子発現を抑え、CYP11a1タンパク質発現を減じた。副腎の
StAR、CYP11a1、3βHSD遺伝子発現は変わらず、CYP11b2のそれは増大した。雌の血漿中テストステロンも低下し
たが、アルドステロンは変化しなかった。カノーラ油は雄の生存日数のみ顕著に短縮した。SHRSPでは精巣の
CYP11a1が毒性標的分子の一つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：SHRSP of 5 weeks old were given AIN-93 diet containing 10w/w% soybean
（control）or canola oil as the sole dietary fat for 8 weeks. They were then sacrificed and plasma 
steroid hormones, mRNA expressions for StAR and enzymes for steroid metabolism in the testis, ovary 
and adrenal gland, and of testicular StAR, CYP11a1 and CYP17 proteins were measured. In another 
series of experiment survival time was determined. Canola oil reduced plasma testosterone and 
increased aldosterone in the male. Canola oil depressed gene expressions of testicular CYP11a1. StAR
 and CYP17. CYP11a1 protein was also decreased. mRNA expressions for adrenal StAR, CYP11a1 and 3β
HSD were not affected, while mRNA for CYP11b2 was increased. The female showed decreased plasma 
testosterone without changes in aldosterone and CYP11b2 mRNA expression. Canola oil significantly 
shortened survival time only in the male. Thus, in SHRSP the testis is a target organ of the canola 
oil toxicity. CYP11a1 may be a target molecule. 

研究分野：毒性学、脂質栄養学、薬理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

カノーラ油摂取は、雄性 SHRSP を短命化する

ことが知られている ① 。Ratnayake らは、摂

取したステロールが蓄積しやすいSHRSPでは、

カノーラ油中の植物ステロールが細胞膜の

コレステロールと置換して、血管をはじめと

する多くの組織で細胞膜を脆弱化すること

が、この短命化の原因であると報じた②。し

かし、植物ステロール含量がごく少ないオリ

ーブ油でも短命化が認められること②、幾つ

かの植物油で検討すると、生存日数と植物ス

テロール含量には相関がないことから、カノ

ーラやオリーブ油には植物ステロール以外

の有害因子を含むことが疑われた。われわれ

は有害因子の分離・同定を試みたが成功しな

かった③。本研究では、カノーラ油摂取によ

るSHRSPの生物学的反応を精査して毒性の標

的を探索し、得られた結果から原因物質を同

定する糸口を見出そうとした。具体的には、

カノーラ油摂取が雄性SHRSPの遺伝的背景病

態(昇圧、腎臓、心臓、脳の血管傷害等)を増

悪すること③、血漿中アルドステロン濃度の

上昇とともに、昇圧促進、血管組織傷害、イ

ンスリン抵抗性の発現が見られたため、短命

化のプロセスにはアルドステロンが関与す

ると推測した。一方、精巣のテストステロン

濃度が低下し、ミトコンドリアのコレステロ

ール側鎖切断酵素（CYP11a1）タンパク質の

発現が減り、17α-ヒドロキシラーゼ／17,20

リアーゼ（CYP17）活性が低下することを見

出したため、以下の目的を以って研究を展開

した。 

 
２．研究の目的 

(1) カノーラ油摂取によるステロイドホル

モン代謝異常の作用点（標的臓器および標的

分子）を明らかにする。 

 

(2) 雄性 SHRSP で認められた変化が雌でも

観察されるか否かを検討し、カノーラ油の有

害作用における性差の有無を確認する。 

 

(3) 培養ヒト細胞を用い、ヒトにおける有

害効果の発現と、安全性確保につながる情報

を得る。 

  

３．研究の方法  

(1) ステロイド代謝関連酵素活性、酵素タ

ンパク質発現量および mRNA 発現量の測定  

4 週齢の雌雄 SHRSP(Izm)をそれぞれ 1 群 10

匹からなる 2 群に分け、油脂成分として

10w/w％の大豆油またはカノーラ油だけを加

えた飼料と水道水を 8 週間自由摂取させた。

大豆油摂取群を対照群とした。 

飼育期間終了後、動物を麻酔し、採血後に放

血屠殺して剖検した。主な臓器の重量を測定

し、肉眼的観察を行った。副腎および精巣は

ステロイドホルモン代謝関連酵素活性、酵素

タンパク質発現量および遺伝子発現量測定

まで−80℃で凍結保存した。それ以外の臓器

は 10％ホルマリン・リン酸緩衝液で固定し、

パラフィン包埋後に薄切して染色し、組織を

鏡検した。 

血液を遠心して血漿を得、ステロイドホルモ

ン濃度をLC—MS/MSで測定した(株式会社あす

か製薬メディカルに委託)。 

副腎、精巣、卵巣の組織から抽出した total 

RNA から cDNA を作製し、TaqManTMAssays プ

ライマー(ABS 社の Rn00580695_m/StAR; 

Rn00568733_m1/CYP11a1; 

Rn00562601_m1/CYP17; Rn01789220_m1/3β

-hydroxyl steroid dehydrogenase (3βHSD); 

Rn01767818_g1/CYP11b2;  

Rn01775763_g1/glyceraldehyde-3-phosphat

e dehydrogenase (GAPDH)； Rn00667869_m1/

β-actin)を用いて、StAR、CYP11a1、CYP17、

3βHSD および CYP11b2 の mRNA 発現を GAPDH

またはβ-actin のそれらに対する相対値と

してリアルタイム PCR 法で定量した。精巣組

織からミトコンドリア（StAR、CYP11a1、CYP11

ｂ2 を含む）画分およびミクロソーム（CYP17、

3βHSD を含む）画分を得、StAR、CYP11a1 お

よび CYP17のタンパク質発現量をウェスタン

ブロット法で測定した。使用一次抗体: 抗ラ

ット StAR mAb およびβ-actin mAb(8449 およ

び 8457 Cell Signaling), CYP11a1 pAb 

(ABS235 Millipore)、CYP17 pAb (66850 

Santa Cruz)，3βHSD mAb（515120 Santa Cruz）。 

 

(2) SHRSP における有害効果の性差確認 

1．と同様の実験を雌性 SHRSP で実施した。

加えて、本研究開始前に雄性動物で観察して

あった、血圧、心拍数、血小板数への影響、

病理観察を調べた。観察期間中は毎週、体重

および摂餌量を測定するとともに 2、4 およ

び 8週目に尾動脈血圧を非観血式血圧計で測



定した。7〜8 週目に糖負荷実験を行った。具

体的には、動物を 18 時間絶食させた後、グ

ルコース 3 g/kg を経口投与し、投与前およ

び投与後 30 分〜150 分後まで 30 分ごとに尾

静脈採血し、グルコース濃度およびインスリ

ン活性を測定した。さらに、4 週齢の SHRSP

雌雄各 24 匹を、それぞれ 1群 12 匹からなる

2 群に分け、8 週間摂取の実験と同様に飼料

と飲水を与えて飼育し、生存日数を調べた。

雄では、われわれを含め幾つかのグループに

よって短命化が確認されているが、雌では全

くデータがないことと、雄の結果には、研究

施設間でバラつきが認められたので、両性を

用い同一施設で再検討した。 

 

(3) 培養ヒト副腎皮質由来細胞におけるス

テロイドホルモン産生に及ぼす影響  

（本項目は、助成期間中に終了しなかった。

現在進行中である。） 

ヒト副腎皮質由来の H295R 細胞（ATCC）を培

養し、培地にアルブミンと混和した大豆油ま

たはカノーラ油を添加し、一定時間培養後、

培地中に生成するステロイドホルモン濃度

を LC—MS/MS で測定する。また、細胞を回収

して洗浄し、ステロイド代謝関連酵素タンパ

ク質および遺伝子の発現量を、ウェスタンブ

ロットおよび PCR 法で測定する。 

 

４．研究成果 

(1) ステロイドホルモン代謝酵素発現への

影響 

カノーラ油摂取により、雌雄の SHRSP で血漿

中テストステロン濃度の低下、アルドステロ

ン濃度の上昇が認められた（図 1）。 

精巣組織では、プレグネノロン、デヒドロエ

ピアンドロステロンの低下が認められた。雌

雄とも、血漿中プレグネノロン、プロゲステ

ロン、デオキシコルチコステロンおよびコル

チコステロン濃度には有意な変化が見られ

なかった。雌ではテストステロン濃度の低下

を反映してエストラジオール濃度の有意な

低下が見られたが、雄で認められたアルドス

テロン濃度の上昇は認められなかった。これ

らの結果から、SHRSP では、カノーラ油摂取

により、雌雄を問わずテストステロン産生が

抑制されるが、アルドステロンの上昇は雄の

みで認められることが明らかになった。 

精巣における StAR、CYP11a1 および CYP17 の

mRNA 発現は、カノーラ油摂取で顕著に抑制さ

れたが、副腎における StAR および CYP11a1

の mRNA 発現は増大傾向を示し、CYP11b2 の

mRNA 発現は有意に増大した（図 2）。 

 

この発現増大は雌では認められなかった。精

巣では 3βHSD の mRNA も抑制されたが、副腎

では逆に増大傾向が見られた。一方、卵巣の

StAR および CYP11a1 の mRNA 発現は影響を受

けず、CYP17のmRNA発現が低下した。さらに、

精巣とは対照的に 3βHSD の mRNA の発現増大

が認められた。以上の結果から、カノーラ油

摂取がテストステロン産生系におよぼす影

響は、ミトコンドリアへのコレステロールの

取り込みに始まり、デヒドロエピアンドロス

テロンが生成するまでの段階、さらに、17-OH

プレグネノロンから 17-OH プロゲステロン、

デヒドロエピアンドロステロンからアンド

ロステンジオンに至る経路でそれぞれに関

わる酵素の遺伝子レベルでの抑制を伴うこ

とが明らかになった。性腺と副腎皮質におけ

るステロイド産生経路は、少なくともコレス

テロールの取り込みからプレグネノロン産

生までは同じであることが知られているが、

カノーラ油摂取による影響が副腎では認め

られなかったことから、カノーラ油の毒性標

 

 



的臓器は性腺であることが明らかになった。

性腺組織全体に対する毒性であるか否かは

明らかでないが、少なくとも精巣の組織観察

ではカノーラ油摂取による目立った影響は

確認されなかった。（雌は卵巣の病理観察を

していない。）雄の副腎においては CYP11b2

の mRNA 発現のみが有意に増大した。したが

って、血中アルドステロン濃度の増大は遺伝

子レベルの変化であることが示唆された。血

中アルドステロン濃度の増大は、少なくとも

雄ではカノーラ油摂取による有害効果と関

連していることが強く疑われた。雌では、

CYP11b2 の mRNA 発現、血漿中アルドステロン

濃度がともに影響を受けなかったので、

CYP17のmRNA発現抑制が卵巣におけるテスト

ステロン産生の低下にかかわることが考え

られるが、テストステロン産生の低下がアル

ドステロン産生上昇を伴うか否かが、雌雄で

の大きな違いであることが明らかになった。 

 

カノーラ油摂取により、精巣では CYP11a1 タ

ンパク質の発現が有意に抑制され（図 3）、

CYP17 タンパク質は抑制傾向を示したが、

StAR タンパク質の発現には影響が見られな

かった。以上の結果から、SHRSP 精巣の

CYP11a1 は、カノーラ油による毒性の標的分

子の一つであることが示唆された。雌でも雄

同様にテストステロン産生が抑制されたに

も関わらず、血漿中アルドステロンには変化

がなく、CYP11b2 も影響を受けなかったこと

を考慮すると、雄では CYP11b2 もカノーラ油

による毒性の標的分子の一つである可能性

があるが、詳細は不明である。テストステロ

ンによるアルドステロン産生の抑制が、ラッ

トの一次培養副腎皮質細胞において報告さ

れていることから④、テストステロンとアル

ドステロンの間に、これまでには知られてい

ない調節機構が存在する可能性がある。それ

が生体で起こっているとすれば、定常状態で

はテストステロンが抑制的に制御していた

アルドステロン産生が、カノーラ油の精巣毒

性によるテストステロン低下によって制御

を解除された結果、CYP11b2 mRNA の発現が増

し、血漿中アルドステロン濃度が上昇して背

景病態を増悪したとも考えられる。 

 

(2)  有害効果の性差 

① 生存日数への影響 

カノーラ油摂取による短命化は雌雄ともに

認められたが、統計学的には雄の短命化がよ

り顕著であった（図 4）。生存日数の中央値は、

雄のカノーラ摂取群が 282 日、大豆油摂取群

が 385 日、雌のカノーラ摂取群が 354 日、大

豆油摂取群が 374 日であった。 

 

② 血圧、心拍数への影響  

摂取 8週目の雄の収縮期血圧および心拍数は、

大豆油群に比べカノーラ油群で有意に上昇

したが、雌では群間差が認められなかった

（表 1）。 

 

③ その他の有害効果 

雄では、8 週間のカノーラ油摂取後に血小板

数が有意に減少した。このような変化は雌で

 

 

 



は認められず、16 週目の計測でも大豆油摂取

群との間に差が見られなかった。また、糖負

荷実験の結果、大豆油摂取群とカノーラ油摂

取群の血中インスリン濃度推移には差が見

られなかったが、カノーラ油摂取群では血糖

が有意に高値を維持した。雌では、インスリ

ン濃度および血糖の推移のいずれにも群間

差は見られなかった。一方、病理学的所見で

顕著だったのはカノーラ油摂取群雄におけ

る、心および腎の組織傷害であった。特に腎

では、糸球体硬化および再生尿細管の増多が

目立った。雌では変化が見られなかった。ま

た、精巣に顕著な組織傷害は見られなかった。 

このほかの知見として、カノーラ油摂取によ

り、肝および腎でグルコース 6リン酸デヒド

ロゲナーゼ（G6PD）活性が上昇した。これは

高血圧自然発症ラット（SHR）の肝および赤

血球において既に報告しているが⑤、今回、

精巣組織でも G6PD 活性が上昇するとともに

Na+,K+-ATPase が阻害されることを確認した。

このような現象は Wardener らによって 1980

年代から報告されていたものであり⑥、G6PD

活性上昇が内因性ジギタリス様物質の遊離

マーカーになることを示唆する結論は得て

いたものの、内因性ジギタリス様物質の研究

が展開した今も G6PD 活性上昇との関連は話

題になっていない。これについては、SHRSP

の病態における内因性ジギタリスの関与を

探る研究として、今後も検討していく。 

 

(3) 培養ヒト副腎皮質由来細胞におけるス

テロイドホルモン産生に及ぼす影響 

本項目は、助成期間中に終了しなかった。現

在進行中である。 

 

(4) 結論 

本研究の結果から、カノーラ油摂取による有

害効果はSHRSPの背景病態の増悪であること
(3)が確認された。カノーラ油は SHRSP を雌雄

問わず短命化するが、その影響は雄において

顕著である。雄においては、昇圧、血小板数

の減少、末梢組織への糖取り込み不全、心お

よび腎における組織傷害等が認められ、血漿

中テストステロン濃度の低下とアルドステ

ロン濃度の上昇が認められた。血漿中アルド

ステロン濃度の上昇は有害効果の一因であ

ると考えられる。 

カノーラ油の毒性標的器官は性腺であり、少

なくともCYP11a1は標的分子の一つであるこ

とが明らかになった。有害効果における性差

から、雄では、テストステロンとアルドステ

ロンの間に何らかの相互制御機構が存在す

る可能性が示唆された。 

 

(5) 本研究の限界 

血漿中アルドステロンレベルの「正常値」を

確認していない。雄とは異なり、雌の血漿中

アルドステロン濃度には大豆油、カノーラ油

摂取群間で差がなかったが、雌の大豆油摂取

群における血漿中アルドステロン濃度は、雄

の大豆油摂取群のそれより高く、雄のカノー

ラ油摂取群と同等であった。 

ヒト細胞における有害性の検討が終了しな

かった。 
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