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Ⅰ はじめに 

フルクトース(Fr)の過剰摂取は、腎障害を引き起こす一因とされている。これは、 Fr の

過剰摂取により酸化ストレスが生じ、腎障害に至ると考えられている。一方、胎児期及び乳

児期の低栄養は、成長後の児の腎障害などの発症リスクになることが報告されている。 

転写因子 NF-E2-related factor 2(Nrf2)は、ヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)、スーパーオ

キシドジスムターゼ(SOD)、グルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)などの抗酸化に関わる酵素

の遺伝子を標的としてそれらの転写を促進する。 

ポリフェノールの一種であるクルクミンは、抗酸化作用を有することが知られている。Fr

を負荷したラットにクルクミンを与えると、腎臓で Nrf2 の発現量が増加するという。また、

クルクミンは、活性酸素のスカベンジャーとしても働き、酸化ストレスを抑制する。しかし、

発育初期に摂取するクルクミンの生理機能に関する知見はほとんど知られていない。 

そこで、本研究では、発育初期に摂取するクルクミンの生理機能を明らかにするために、

乳児期に摂取するクルクミンが、胎児期及び乳児期に低栄養に曝し、離乳後に Fr 負荷され

た雌性仔ラットの腎臓の Nrf2 及び Nrf2 標的抗酸化酵素の発現や活性に及ぼす影響を検討

した。 
 

Ⅱ 研究方法と対象 

本研究は、青森県立保健大学動物実験委員会の承認を得て実施した (承認番号:19003)。妊

娠した Wistar 系ラットを無作為に分け、妊娠期の母ラットに 20％カゼイン食(NP)あるいは

8％カゼイン食(LP)を与えた。授乳期の母ラットには、NP は引き続き 20％カゼイン食を、LP

は出産日に 3 つに分け、一方には引き続き 8％カゼイン食を、他方には 0.25％クルクミン含

有 8％カゼイン食(Cur)を与えた。離乳後、雌性仔ラットに蒸留水(W)又は 10％Fr 液を与え

た。群は NP/NP/W、LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の 4 群である。なお、クルクミンは

高吸収クルクミン(セラクルミンⓇ)として飼料に添加した。飼育期間中、体重、摂餌量及び

飲水量を測定した。13 週齢時に血漿、腎臓、脂肪組織を採取した。採取した血漿を用いて血

液生化学的検査を行った。酸化ストレスの指標として血漿中のマロンジアルデヒド(MDA)濃

度を測定した。腎臓ではマクロファージ(Mφ)数、線維化面積、グルタチオン(GSH)量及び GPx

活性を測定した。Nrf2、HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量をウエスタンブロット法により
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解析した。 

 

Ⅲ 結  果 

1. 妊娠期の母ラットの体重及び摂餌量 

 母ラットの体重及び摂餌量は、NP と LP を比較しても有意な差は見られなかった。 

2. 授乳期の母ラット体重、摂餌量及び乳児期の雌性仔ラットの体重 

LP/LP と LP/Cur の母ラットの 20 日以降の体重及び 10〜12 日以降の摂餌量は、NP/NP と

比較してそれぞれ有意に減少した。LP/LP と LP/Cur の雌性仔ラットの体重は、NP/NP と比較

すると 4 日以降、それぞれ有意に減少した。  

3. 離乳後の雌性仔ラット体重、摂餌量、飲水量及び摂取エネルギーに及ぼす影響 

LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の体重は、NP/NP/W と比較してそれぞれ有意に減少し

た。LP/LP/Fr と LP/Cur/Fr の 7 週齢以降の摂餌量及び 12 週齢以降の飲水量は減少した。ま

た、摂取エネルギーは各群の間に有意な差は認められなかった。 

4. 腎臓重量及び脂肪組織重量に及ぼす影響 

LP/Cur/Fr の腎臓相対重量は、LP/LP/Fr と比べて有意に減少した。子宮周囲相対脂肪重量

及び腎臓周囲相対脂肪重量は、LP/LP/Fr と LP/Cur/Fr を比較しても有意な差は見られなか

った。 

5．血液生化学検査 

LP/Cur/Fr のグルコース(Glc)並びにトリグリセリド(Tg)濃度は、LP/LP/Fr と比較すると

有意に減少した。このことから、クルクミンは Fr を負荷した仔ラットの血漿中 Glc 及び Tg

の増加を抑制することが示された。また、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の BUN 濃度は、LP/LP/W

と比較して減少した。 

6. 腎臓の Mφ数及び線維化面積率に及ぼす影響 

LP/LP/Fr の Mφ数及び線維化面積率は、LP/LP/W と比較して増加傾向にあった。これに対

して、LP/Cur/Fr の Mφ数及び線維化面積率は LP/LP/Fr と比較すると有意に減少した。これ

らのことから、クルクミンは Fr の負荷による腎障害の軽減に関与することが示された。 

7. 血漿中 MDA 濃度、腎臓中 GSH 量及び GPx 活性に及ぼす影響  

LP/Cur/Fr の MDA 濃度は、LP/LP/Fr と比較すると有意に減少した。LP/Cur/Fr の GSH 量及

び GPx 活性は、LP/LP/Fr と比較するとそれぞれ有意に増加した。これらの結果は乳児期に

摂取するクルクミンは腎臓の GSH 量を増加することと GPx 活性を高めることを示していた。 

8. 腎臓の Nrf2、HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量に及ぼす影響 

LP/Cur/Fr の Nrf2 の発現量は、LP/LP/Fr と比較すると有意に増加した。LP/Cur/Fr の HO-

1 及び SOD1 の発現量は、LP/LP/Fr と比較するとそれぞれ有意に増加した。これらの結果か

ら、乳児期に摂取するクルクミンは、Nrf2 の発現量を増加し、さらに Nrf2 の標的抗酸化酵

素である HO-1 及び SOD1 の発現量を増加することが推察された。  

 

Ⅳ 考  察 

以上の結果から、乳児期に摂取するクルクミンは、離乳後に Fr を負荷された雌性仔ラッ

トの腎臓における Nrf2 発現量の増加を介して、Nrf2 の標的である HO-1 及び SOD1 の発現量

を増加し、また GPx 活性を高めて、腎臓の酸化ストレスを抑制することが示唆された。 
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[Objective]  

Excessive intake of fructose induces oxidative stress in the kidney. Moreover, maternal 

malnutrition during pregnancy and lactation increases oxidative stress, leading to renal 

diseases later in life. NF-E2-related factor 2 (Nrf2), a master regulator of an tioxidants, 

regulates transcription as a target antioxidant enzyme, including heme oxygenase -1 (HO-

1), superoxide dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GPx). Curcumin, a polyphenol, 

has antioxidant properties. Furthermore, curcumin intake upregulates Nrf2 in rat kidneys. 

Curcumin acts as a free radical scavenger and suppresses oxidative stress. However, the 

effects of curcumin intake in early life are largely unknown. The aim of this study was to 

examine whether curcumin intake regulates Nrf2 and Nrf2-targeted antioxidant enzymes in 

the kidneys of fructose-loaded female rat offspring exposed to maternal protein restriction.  

[Method]  

This study was conducted with the approval of the Animal Research Committee of Aomori 

University of Health and Welfare (permission number:19003). Pregnant Wistar rats received 

diets containing 20% (NP) or 8% (LP) casein, in addition to 0% or 0.25% curcumin (Cur) -

containing LP diets (LP/LP and LP/Cur) during lactation. At weaning, the female offspring 

were fed distilled water (W) or 10% fructose solution (Fr) and accordingly divided into four 

groups: NP/NP/W, LP/LP/W, LP/LP/Fr, and LP/Cur/Fr. Curcumin was administered as 

Theracurmin®. Body weights and food and water intake were measured during breeding. At 

13 weeks, adipose tissue and kidney weights, biochemical parameters, and 

malondialdehyde (MDA) levels in the plasma, macrophages number, fibrotic area, 

glutathione (GSH) levels, GPx activity, protein expression levels of Nrf2, HO -1, and SOD1 

in the kidneys were examined.  

[Results]  

1. Maternal body weights and food intake during pregnancy  

There was no significant difference in the body weights and food intake of the NP and LP 

groups. 

2. Maternal body weights and food intake during lactation, and pups body weights during 
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infancy 

The body weights of maternal in the LP/LP and LP/Cur groups were significantly lower than 

those in the NP/NP/W group at day 20, 21. The food intake of maternal in the LP/LP and 

LP/Cur groups were significantly lower than those in the NP/NP group at after day 10-12. 

During infancy, the body weights pups in the LP/LP and LP/Cur groups were significantly 

lower than those in the NP/NP group.  

3. Body weights, food, water, and energy intake after weaning  

During after weaning, the body weights in the LP/LP/W, LP/LP/Fr, and LP/Cur/Fr groups 

were significantly lower than those in the NP/NP/W group. The  food intake in the LP/LP/Fr 

and LP/Cur/Fr groups was significantly higher than that in the NP/NP/W and LP/LP/W at 

week 7 and 12. The water intake in the LP/LP/Fr and LP/Cur/Fr groups was significantly 

higher than that in the NP/NP/W and LP/LP/W at week 12. There was no significant 

difference in the energy intake among the four groups during lactation.  

4. Kidney weights and adipose tissue  weights 

The relative kidney weight of the LP/Cur/Fr group was significantly lower than that of the 

LP/LP/Fr group. There was no significant difference in the  relative adipose tissue weights 

and kidney weights of the LP/LP/Fr and LP/Cur/Fr groups.  

5. Biochemical parameters in the plasma 

The glucose (Glc) and triglyceride (Tg) levels in the LP/Cur/Fr group were significantly lower 

than those in the LP/LP/Fr group. The plasma BUN levels in the LP/LP/Fr and LP/Cur/Fr 

groups decreased compared to the LP/LP/W group.  

6. Macrophages number and fibrotic area in the kidneys  

The macrophages number and fibrotic area in the kidneys of the LP/Cur/Fr group were 

significantly lower than those of the LP/LP/Fr group.  

7. MDA levels in the plasma and GSH levels, GPx activity in the kidneys  

The MDA levels in the plasma and GSH levels, GPx activity in the kidneys of the LP/Cur/Fr 

group were significantly lower than those of the LP/LP/Fr group.  

8. Nrf2, HO-1, and SOD protein expression in the kidneys  

The expression levels of Nrf2 in the LP/Cur/Fr group were significantly higher than those in 

the LP/LP/Fr group. The expression levels of HO-1 and SOD1 in the LP/Cur/Fr group were 

significantly higher than those in the LP/LP/Fr group.  

[Conclusion] 

This study demonstrated that a diet containing curcumin during infancy upregulated Nrf2 

expression, as well as the expression of HO-1 and SOD1, and increased GPx activity, 

suggesting that curcumin intake during infancy may suppress oxidative stress by 

upregulating Nrf2 expression in the kidneys of fructose-loaded female rat offspring.  
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第 1 章 序論 

日常的なフルクトースの過剰摂取は、脂質異常、インスリン抵抗性、腎障害などの生活習

慣病を引き起こす 1,2)。また、フルクトースの過剰摂取に起因する高尿酸血症により腎機能

は低下することが知られている 3)。一方、1 日あたりの飲料水中の糖の摂取量が 25g を超え

ると肥満のリスクは高まる(図 1)4)。これらのため、世界保健機関(WHO)は肥満や糖尿病など

の生活習慣病を予防及び改善するためにも 2015 年に総エネルギー中のフルクトースを含む

遊離糖類の摂取量を 10%未満にするよう勧告を行った 5)。 

フルクトースはグルコーストランスポーター 5 を介して小腸の腸管上皮細胞から主に受

動的に吸収され、大部分、肝臓で代謝される 6,7)。フルクトースはその代謝の第一酵素であ

るフルクトキナーゼによって代謝され、その後の代謝産物であるフルクトース 1,6-ビスリ

ン酸として解糖系に入り、ジヒドロキシアセトンリン酸、ピルビン酸などを経てクエン酸回

路、電子伝達系に入り、アデノシン三リン酸(ATP)が産生される 7,8)。一方、クエン酸回路の

中間体であるクエン酸からアセチル-CoA やマロニル-CoA を経てトリグリセリド(Tg)にもな

る経路もある(図 2)7〜 10)。一方、グルコース(Glc)は律速酵素であるホスホフルクトキナー

ゼ(PFK)によって制御されるが 11)、フルクトースの代謝は Glc の代謝とは異なり、PFK に制

御されない。それゆえ、フルクトースは用量依存的に代謝され、特に、過剰摂取の場合はク

エン酸回路のクエン酸が増加し、アセチル-CoA からマロニル-CoA となり、その後様々な反

応を経て Tg となり、最終的に脂肪組織に蓄積し、肥満をまねく 2,7,8)。 

腎障害は酸化ストレスや炎症の亢進などにより増悪するという 12〜 14)。たとえば、フルク

トースの過剰摂取は、ATP の枯渇をもたらす 7)。それゆえ、肝臓では ATP 量を回復させるた

めに、AMP デアミナーゼが活性化し、さらにキサンチンオキシダーゼが活性化するので、尿

酸が過剰産生される 7)。腎臓では尿酸によりスーパーオキシドを産生する NADPH オキシダー

ゼの活性化やミトコンドリアでのスーパーオキシドなどの活性酸素種 (Reactive oxygen 

species:ROS)の増加が生じ、酸化ストレスは亢進すると考えられている 15,16)。また、フル

クトースの摂取量が 1 日あたり 50g を超えた慢性腎臓病患者は尿酸の値を増加することが

知られている 3)。さらに、ラットは、フルクトース負荷させると腎臓の酸化ストレスが亢進

する 17)。 

一般に、酸化ストレスが生じ、マクロファージの浸潤などが亢進すると、線維化を引き起

こす 18,19)。たとえば、腎臓では NADPH オキシダーゼが活性化すると、トランスフォーミン

グ増殖因子β(TGF-β)の発現量が増加し、これにより線維化が亢進する 20,21)。腎臓の糸球

体や間質において線維化が増悪することで、徐々に腎機能は低下する 18,21,22)。上述したよ

うに、フルクトースの過剰摂取は、腎臓において酸化ストレスや炎症を招く 22)。それゆえ、

フルクトースの過剰摂取によって生じる腎障害の予防や改善には、摂取量を抑制すること

は、最も重要ではあるが、フルクトースの過剰摂取によって生じる酸化ストレスの抑制も重

要となると考えられる。 

近年、胎児期及び乳児期に低栄養に曝されると、成人後に腎障害などの生活習慣病の発症

が 高 率に 起こ る こと がわ かっ てき た 23) 。こ の現 象を 説 明す る説 とし て、 ド ーハ ド

(Developmental Origins of Health and Disease:DOHaD)説がある 24)。すなわち、胎児期及

び乳児期において低栄養によりエピジェネティクス(DNA の配列変化によらない遺伝子発現

の制御・伝達の変化)が生じ、成人後においてもその変化が持続し、生活習慣病の発症リス
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クが高率となるという説である 23,25)。たとえば、中国において 1959～1961 年の飢餓時に生

まれた児の尿タンパクを 30 年後に調査すると、尿タンパクの異常値を持った者が増加して

いたという。この調査結果から、胎児期や乳児期に低栄養に曝されると、成人になってから

の腎機能は低下する可能性が推察されている 26)。また、ノルウェーで行われた研究では、

低体重で生まれた児は糸球体の数が減少し、末期腎不全に罹患しやすくなるという 27)。こ

れらの報告は、ヒトにおいて胎児期や乳児期の低栄養は、成人後の腎機能に影響を及ぼすこ

とを示唆している。 

NF-E2-related factor 2(Nrf2)は、酸化ストレスを制御する転写因子であり 28)、抗酸化

に関係する酵素であるヘムオキシゲナーゼ-1(HO-1)、スーパーオキシドジスムターゼ(SOD)

並びにグルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)を標的遺伝子としてそれらの遺伝子発現を促進

させる 29,30)。非酸化ストレス下では、Nrf2 は Kelch-like ECH-associated protein 1(Keap1)

と結合して細胞質に存在している。ひとたび、酸化ストレス下に置かれると Nrf2 は Keap1

を解離し、核へ移行し、HO-1、SOD 及び GPx などの転写を促進する(図 3)31,32)。また、Nrf2

は、グルタチオン(GSH)の代謝に関連する酵素の転写を促進し、GSH 量を増加させる 13)。 

HO-1 は、ヘムを分解し、一酸化炭素、ビリベルジンなどを産生する。一酸化炭素、ビリベ

ルジンは、抗酸化や抗炎症に関わっていることが知られている 33,34)。例えば、一酸化炭素

は炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子-α(TNF-α)及びインターロイキン(IL)-1βの発

現を抑制したり、抗炎症性サイトカインである IL-10 の発現を増加させたりして、炎症を制

御すると考えられている 35)。一酸化炭素は、マクロファージの浸潤に関与する単球走化性

タンパク質-1(MCP-1)の発現を抑制し、マクロファージの組織への浸潤を減少させる 36)。ま

た、ビリベルジンは、ビリベルジン還元酵素によって変換されるビリベルジンとともに

NADPH オキシダーゼを阻害し、ROS の産生を抑制する 34,37,38)。 

SOD は、スーパーオキシドを不均化して酸素と過酸化水素へ変換する酵素である 39)。多量

に産生されたスーパーオキシドを除去することで酸化ストレスの抑制に寄与する。SOD は、

SOD1 と SOD2 に大別される。SOD1 は銅イオンおよび亜鉛イオンを結合した酵素で主に細胞

内に存在している 40)。SOD2 はマンガンイオンを結合したものでミトコンドリアに多く局在

している 40)。また、Nrf2 の活性化は、GSH 量の増加及び GSH を介して過酸化水素を処理す

る GPx の発現を亢進させる 13,32)。これらの働きは、酸化ストレスの抑制に寄与している。

フルクトースを過剰摂取すると Nrf2 は抑制され、Nrf2 の標的遺伝子となる HO-1 や SOD の

発現が抑制され、酸化ストレスが亢進するという 41)。たとえば、フルクトース負荷したマ

ウスの腎臓では Nrf2 や HO-1 の mRNA 量の減少や SOD 活性の抑制が認められ、酸化ストレス

は亢進したという報告がある 41)。 

ポリフェノールの一種であるクルクミンは、Curcuma. longa の根茎から 1815 年にフォー

ゲルとペレティエによって分離され 42)、1842 年にフォーゲル Jr により精製された 43)。ク

ルクミンは抗酸化及び抗炎症作用を有し 44〜 46)、肥満、糖尿病、脂質異常症、非アルコース

性脂肪肝(non-alcoholic fatty liver disease:NAFLD)、腎障害などの生活習慣病の症状の

改善することが報告されている 13,47～ 49)。クルクミンの抗酸化作用の機序の一つとして、次

のことが知られている。細胞内においてクルクミンは Keap1 をアルキル化する。これにより

Keap1 から解離した Nrf2 は核へ移行し、標的となる抗酸化酵素である HO-1、SOD などの遺

伝子の発現を亢進し、酸化ストレスを抑制する 13,50〜 52)。事実、腎障害モデルであるラット
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にクルクミンを投与すると、腎臓において Nrf2 量及び SOD 活性の増加が認められた 13)。加

えて、膜性腎症モデルであるラットにクルクミン投与を投与すると Nrf2 及び HO-1 の発現

量が増加したという 50)。また、クルクミンは、ROS をスカベンジャーとしての働きもある 

53)。フルクトースを負荷したラットにクルクミンを投与すると腎臓及び血漿中で酸化スト

レスの指標であるマロンジアルデヒド(MDA)を減少する 54)。MDA は、ROS により多価不飽和

脂肪酸が非酵素的に酸化させて生じたものであり、MDA の減少は酸化ストレスの抑制を示し

ている 55)。さらに、クルクミンは、エピジェネティクス修飾やエピジェネティクスに関与

する酵素に作用することが知られている 56)。 

DNA のメチル化は、エピジェネティクス修飾の１つであり、主にシトシンとグアニンの配

列(CpG)が集中して存在する領域(CpG アイランド)のほとんどのシトシンにおいて生じると

いう 57)。DNA のメチル化は転写因子の DNA への結合を阻害する 57)。また、DNA へのメチル基

の転移を触媒する酵素があり、DNA メチルトランスフェラーゼ(DNMT)ファミリーとして知ら

れている。これには、DNMT1、DNMT3a、DNMT3b が含まれる 58)。加えて、メチル化した DNA を

特異的に認識するタンパク質(メチル化 CpG 結合ドメインタンパク質:methyl-CpG-binding 

domain protein)によって遺伝子の発現が抑制されるという 59)。 

実験的に DNMT の発現を阻害すると、Nrf2 のメチル化が低下するという 60)。たとえば、マ

ウス前立腺細胞にクルクミンを添加すると、クルクミンは DNMT の活性を抑制し、Nrf2 の遺

伝子のプロモーター領域の低メチルを促し、Nrf2 の発現を誘導するという報告がある 61)。

しかしながら、発育初期に摂取するクルクミンが成長後の児の Nrf2 発現量、さらに Nrf2 の

標的とする抗酸化酵素の発現や活性に及ぼす影響に関する報告はほとんどない。 

そこで、本研究では、発育初期に摂取するクルクミンの生理機能を明らかにするために、

乳児期に摂取するクルクミンが、胎児期及び乳児期に低栄養に曝され、離乳後にフルクトー

ス負荷された雌性仔ラットの腎臓の Nrf2 及び Nrf2 標的抗酸化酵素の発現や活性に及ぼす

影響を検討した。 
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紫色で示された領域は飲料水での 1 日あたりの糖摂取量と人口の割合を示したもの。赤

線は肥満の危険度を示したもの。1 日あたりの飲料水中の糖の摂取量 9.06g を基準とする

と、1 日あたりの飲料水中の糖の摂取量は 25g を超えると肥満のリスクが高まることが示さ

れた。 

Yu L, et al. Front Nutr. 9. 885704. 2022.より改変 4) 

 

 

 

 

 

 

  

図 1 フルクトースなどの糖摂取量増加と肥満との関係について  
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フルクトースの代謝はグルコースとは異なり、律速酵素であるホスホフルクトキナーゼの

影響を受けず、用量依存的に代謝される。フルクトースの過剰摂取は、クエン酸回路の中間

体であるクエン酸を経て、トリグリセリド生成の経路に進む。脂肪組織へのトリグリセリド

の過剰蓄積は、肥満を招く。 

 

 

 

 

図 2 細胞内でのフルクトースの代謝経路  
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Nrf2 は、フルクトース負荷などに起因する酸化ストレスに曝されると、Keap1 と解離し、

活性化され、核に移行し、HO-1、SOD1、GPx などの抗酸化酵素の遺伝子の転写を促進し、酸

化ストレスを抑制する。 

 

略称: NF-E2-related factor 2(Nrf2)、Kelch-like ECH-associated protein 1(Keap1)、ヘ

ムオキシゲナーゼ-1(HO-1)、スーパーオキシドジスムターゼ 1(SOD1)、グルタチオンペルオ

キシダーゼ(GPx) 

 

 

 

 

 

 

  

図 3 Nrf2 による Nrf2 標的抗酸化酵素の制御 
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第 2 章 研究対象と方法 

1. 実験動物及び実験デザイン 

本研究の動物実験は、青森県立保健大学動物実験委員会の承認を得て「青森県立保健大学

動物実験規程」に従って実施した(承認番号:19003)。 

実験動物は Wistar 系ラットを使用した。10 週齢の雌性ラット及び 9 週齢の雄性ラットを

日本クレア株式会社(東京、日本)から購入した。母ラットの飼育環境は室温 23±1℃、明暗

サイクルは 12 時間とした。雌雄ラットは飼料と飲料水を自由摂取させた。飼料として、標

準動物飼料である固形飼料 CE-2(日本クレア株式会社)を与えた。 

 ラットは 15 週齢より、雌ラットの性周期を知るために、膣インピーダンス・チェッカー

MK-10C(室町機会株式会社、東京、日本)を用いて膣粘膜上皮のインピーダンスを測定し、 3 

kΩ 以上の雌ラットを交配適期と判定した。判定された雌ラットを無作為に選別した雄ラ

ットのケージで一晩同居させ、翌日の午前中に膣口または脱落したプラグ (膣栓)の有無を

確認した。プラグを確認した日を「妊娠 0 日」とした。妊娠したラットは、床敷を敷いたケ

ージで飼育した。各群の妊娠ラットにおいての分娩の有無を確認し、分娩したラットについ

ては、その日を「生後 0 日」とした。妊娠 0 日目から出産までを妊娠期、出産を確認した日

から離乳までの 21 日間を授乳期とした。 

 妊娠したラットを無作為に分け、妊娠期に 20％タンパク質食(NP)あるいは 8％タンパク

質食(LP)を与えた。授乳期では、NP 群は引き続き 20％タンパク質食を、LP 群は出産日に 3

つに分け、一方には引き続き 8％タンパク質食を、他方には 0.25％クルクミン含有 8％タン

パク質食(Cur)を与えた。なおクルクミンは高吸収クルクミン(セラクルミンⓇ:株式会社セ

ラバリューズ、東京、日本)として与えた(表 1)。本研究では、ラットにおいてのクルクミン

の生殖無毒性量(1043 mg/kg(体重))と高吸収クルクミンの無毒性量 (5000 mg(セラクルミン

Ⓡ)/kg(体重)/日)を参考にして 62,63)、1 日当たりクルクミンとして約 80 mg/kg(体重)、授乳

期の母ラットに摂取されるようクルクミン量を決定した。離乳後、雌性仔ラットに蒸留水

(W)または 10％フルクトース(Fr)液を与えた(表 1、図 4)。すなわち、妊娠期に NP、授乳期

に NP、離乳後に W を与えられた NP/NP/W (n=12)、妊娠期に LP、授乳期に LP、離乳後に W を

与えられた LP/LP/W (n=6)、妊娠期に LP、授乳期に LP、離乳後に Fr を与えられた LP/LP/Fr 

(n=8)、妊娠期に LP、授乳期に Cur、離乳後に Fr を与えられた LP/Cur/Fr (n=12)の 4 群と

した。 

13 週齢時に絶食後(15－16 時間)、体重を測定し、血液サンプルを麻酔下で鎖骨下動脈か

ら採取し、さらに、腎臓、子宮周囲脂肪及び腎臓周囲脂肪を採取した。また、採取した血液

は、4℃、800 × g で 10 分間遠心分離を行い、血漿を得た。仔ラットの飼育期間中は体重、

摂餌量及び飲水量を測定し明暗サイクルは 12 時間とし、23℃±1℃の気温を維持した。離乳

後の摂餌量(1 g＝3.6 kcal)及び飲水量(蒸留水:1 g＝0 kcal、10%Fr 液:1 g＝0.4 kcal)か

ら摂取エネルギーを算出した。採取した腎臓は 4％パラフォルムアルデヒドリン酸バッファ

ーに固定した。腎臓の一部分は直ちに、液体窒素で凍結し、－80℃で保管した。 

 

2. 血液生化学検査 

血漿中の Glc 濃度の測定では、グルコース測定キット(グルコース CⅡ-テストワコー：富

士フィルム和光純薬株式会社、埼玉、日本)を用いた。Tg 濃度は、トリグリセライド測定キ
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ット(トリグリセライド E-テストワコー:富士フィルム和光純薬株式会社 )を用いて測定し

た。血漿中の BUN は、富士ドライケム尿素窒素キット(富士ドライケムスライド BUN-PⅢ：

富士フィルム和光純薬株式会社)を用いて測定した。血漿中の Cr 濃度の測定は、ラボアッセ

イ TM クレアチニン(富士フイルム和光純薬株式会社)を用いた。 

 

3. 免疫染色 

化学固定した腎臓組織をリン酸緩衝液(Phosphate-buffered saline:PBS)(pH 7.4)で 5～

6 回洗浄した。包埋剤としてパラフィン(ヒストテック R:メルク株式会社、東京、日本)を用

いた。パラフィンを充分に浸透させるために、60％、70％、80％、90％、95％のアルコール

液に組織を浸透させ、最後に 99.5％アルコール浸透させて脱水した。次に、100％キシレン

液に組織を浸透させ、脱アルコール後、組織切片は、パラフィン槽の中に移した。あらかじ

め加温しグリセリンを塗った包埋皿にパラフィンを注ぎ、その中にパラフィンを十分浸透

させた組織切片を置いた。さらにパラフィンを注ぎ、包埋カセット(ティッシュー・テック

固定・包埋用カセット:サクラファインティックジャパン株式会社、日本、東京)に包埋・固

定し、パラフィンブロックとした。 

パラフィンブロックをホルダー (ミクロトームアダプター)に装着して滑走式ミトクロー

ム(サクラ精機株式会社、長野、日本)にて、厚さ 4～5 µm に薄切した。その後、切片をスラ

イドガラス(APS コート付:松浪硝子工業株式会社、大阪、日本)上にのせ、45℃でパラフィ

ン伸展機(Slide warmer:サクラ精機株式会社)上にて十分伸展・乾燥させた。脱パラフィン

を行うために、100％、95％、80％、70％のアルコール、水道水に浸漬し、蒸留水、PBS で洗

浄した。組織切片が乾燥しないように、モイスチャー・チャンバーにて Pap pen(大道産業

株式会社、埼玉、日本)で組織切片を取り囲むように書き、過剰な PBS をキムワイプで取り

除いてから、スライドを予め 37℃の恒温機に 5 分ほど入れておいた。氷上においた 0.1％ペ

プシン溶液(Dako、ホーヴェドスターデン、デンマーク)を 8 滴程度、試料を覆えるくらいに

組織切片に滴下し、このスライドを、40℃で 10 分間インキュベーションした。恒温機から

スライドを取り出し、室温で 1 回につき 5 分間の PBS 洗浄を 3 回行った。その後、内因性ペ

ルオキシダーゼを阻害するために、3％過酸化水素水を加え、室温で 10 分間放置した後、

PBS で 1 回につき 5 分洗浄を 3 回行った。その後、非特異的な反応をマスクするため、ブロ

ッキング液(1.5％スキムミルク含む PBS)を加え、室温にて 30 分間放置し、一次抗体である 

CD68 ラットマクロファージ抗体(AbD Serotec Co、オックスフォードシャー、イギリス)を

1％BSA で希釈(1:50)してスライドを浸漬し、4℃の冷蔵庫内に 1 晩放置した。翌日、PBS で

穏やかに洗浄した(1 回につき 5 分洗浄を 3 回行った)。その後、Histofine simple stain 

rat MAX PO 液(Nichirei Biosciences Co、東京、日本)を 2 滴加え、室温で 30 分間反応さ

せ、PBS で 5 分間、3 回洗浄し、3,3'-ジアミノベンジジン四塩酸塩水和物(DAB)発色を行っ

た。なお、DAB 溶液の調整では、使用前に 50 mmol/L トリス塩酸緩衝液(Tris-HCl buffer)(pH 

7.4 )に DAB を溶解させた後、最終濃度が 3％になるように過酸化水素水を加えた。DAB 発

色を検鏡しながら発色具合を観察し、蒸留水で 3～4 分を目安に反応を停止させた。その後、

ヘマトキシリン(核染色)に浸漬し、脱水・透徹し、封入、検鏡を行った。 

 

4. シリウスレッド染色 
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上述したように、腎臓の切片の脱パラフィンを行った後、シリウスレッド染色を行った。

この染色では、シリウスレッドで線維を赤色に染色した。 

脱パラフィンを行うために、100％、95％、80％、70％ のアルコール、水道水に浸漬し、

蒸留水で洗浄した。組織切片が乾燥しないように、モイスチャー・チャンバーにて Pap pen

で組織切片を取り囲むように書き、過剰な PBS をキムワイプで取り除いてから、シリウスレ

ッド/ファストグリーン染色キット(Chondrex Inc、ワシントン、アメリカ合衆国)を滴下し、

90 分間シリウスレッド染色を施した。その後、水道水で洗浄した後、脱水・透徹し、封入、

検鏡を行った。 

 

5. CD68 抗体陽性マクロファージ数及び線維化面積率の計測方法  

CD68 陽性マクロファージの浸潤の程度を評価するために、光学顕微鏡を用いて、1 個体に

つき異なる 10 か所の単位面積当たりの数を Cell Sens Dimension(オリンパス株式会社、東

京、日本)で計測した。シリウスレッド染色後、線維化領域を観察した。さらに、線維化の

程度を評価するために 1 個体につき、異なる 20 か所において Cell Sens Dimension により

線維化面積を算出し、1 視野あたりの割合をパーセントで示した。 

 

6．血漿中マロンジアルデヒド濃度の測定 

血漿中の MDA は、マロンジアルデヒド測定キット(Northwest Life Science Specialties 

LLC、ワシントン、アメリカ合衆国)を使用して測定した。 

 

7. グルタチオン量の測定 

腎臓を 5%スルホサリチル酸溶液に入れてホモジネイトを行い、その後、8000 × g  4℃

で 10 分間、遠心分離を行い、その上清を蒸留水にてスルホサリチル酸濃度が 0.5%になるよ

うに調製し、測定試料とした。測定はグルタチオン測定キット(GSSG/GSH Quantification 

Kit:株式会社同人化学研究所、熊本、日本)を用いて測定した。 

 

8. グルタチオンペルオキシダーゼ活性の測定 

腎臓を 0.1 M リン酸 Na 緩衝液(pH 7.4)でホモジネイトし、その後、4℃で 30 分間 19000 

×ｇ  で遠心分離した。その上清を回収し、腎臓酵素液とした。 BCATM Protein Assay 

Kit(Pierce Biotechnology Inc、マサチューセッツ、アメリカ合衆国)を使用して腎臓酵素

液のタンパク質濃度を測定した。山本らの方法を改変し 64,65)、反応液「リン酸緩衝液 0.1 M 

100 µL pH 7.4 アジ化ナトリウム 2.0 mM、GSH 0.1 M 20 µL、グルタチオンレダクターゼ 10 

U/ 1 mL、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 2 mM 100 µL、腎臓酵素液 10 µL、

蒸留水 670 µL、過酸化水素 5 mM 10 µL 1.0 mL」を混和し、分光光度計により波長 340 nm

で 1 分間測定した。測定は、GPx により過酸化水素が処理される際に生じる酸化型 GSH(GSSG)

を GR で GSH に還元し、その際に消費される NADPH を測定して評価した。 
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GPX 活性は以下の式で算出した。 

U÷mg protein＝ 

[1 分当たりの吸光度変化量※ 1×2※ 2×最終液量(1 mL)×酵素希釈倍率(1 倍)]/[ミリモル分

子吸光係数(6.22)×光路長(1.0 cm)×酵素液量(0.01 mL)]/タンパク質濃度(mg÷mL) 

 

※1 ブランクを差し引いたもの 

※2 1 分子の NADPH の酸化により 2 分子の GSH が生成する 

それぞれの測定値は、タンパク質濃度で補正し比較に用いた。 

 

9. ウェスタンブロット法 

1) ホモジネイト液の調製  

腎臓の一部にホモジネイト用の緩衝液を加えた。すなわち、プロテアーゼ阻害剤カクテ  

ルタブレット(Roche Applied Science、バイエルン、ドイツ)を添加した 150 mM 塩化ナトリ

ウム溶液、1 mM ジチオスレイトール液及び 0.5％(v/v)Tween20 を含む 50 mM ヘペス緩衝液

(pH 7.4)を加えた。ホモジナイザー(Ultra turrax®、T25 basic、IKA Labortechnik、バイ

エルン、ドイツ)を用いて氷上にてホモジナイズした後、5000 × g で 45 分間、4℃にて遠

心分離し、上清を採取し、試料とした。試料は、測定まで－80℃の冷凍庫で保存した。 

腎 臓 の ホ モ ジ ネ イ ト 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を BCATM Protein Assay Kit(Pierce 

biotechnology)で測定した。その後、タンパク質の濃度差が発現量に影響を与えず、抗原が

検出できるよう、タンパク質の終濃度が 4 mg/mL になるように希釈し、タンパク質を変性さ

せるために等量の 2×サンプルバッファー(Sigma-Aldrich Co、ミズーリ、アメリカ合衆国)

を加えて、98℃にて 4 分間加熱した。  

 

2) SDS-PAGE 電気泳動法 

10％もしくは 16％アクリルアミド分離ゲルを調製した。10％アクリルアミド分離ゲルは

30％アクリルアミドストック溶液(富士フィルム和光純薬株式会社) 3.333 mL、1.5 M トリ

ス塩酸緩衝液(Tris-HCl)(pH 8.8) 2.5 mL、10％ドデシル硫酸ナトリウム(SDS) 100 μL、

蒸留水 4.067 mL、10％過硫酸アンモニウム(APS) 100 μL、テトラメチルエチレンジアミ

ン(TEMED) 10 μL をよく混合して調製した。16％アクリルアミド分離ゲルは、30%アクリル

アミドストック溶液 5.333 mL、1.5 M Tris-HCl(pH 8.8) 2.5 mL、10％SDS 100 μL、 蒸

留水 1.966 mL、10％APS 100 μL、TEMED 10 μL をよく混合して調製した。アクリルアミ

ド濃縮ゲルは、30%アクリルアミドストック溶液 0.8 mL、1.5 M Tris-HCl(pH 6.8) 1.5 mL

10％SDS 60 μL、蒸留水 3.64 mL、10％APS 60 μL、TEMED 6 μL を十分に混合し、調製し

た。次に、泳動用シリコンガスケットを 2 枚の泳動板ではさみ、ゲル作成板を組み立て、分

離ゲル溶液を泳動板の底から 7.5 cm 程度まで注ぎ、液面を均一化するため 50％イソプロ

ピルアルコールを重層した。分離ゲルが固まってから 50％イソプロピルアルコールを捨て、

蒸留水で洗浄した後、濃縮ゲルを注ぎ試料注入部分のスペース調整のためコーム (櫛状板)

を泡が入らないように差し込み、ゲルを作製した。ゲル板から泳動用シリコンガスケットお

よびコームを抜き取り、ゲル板を泳動槽にセットした。10×Tris running buffer を 250 m

mol/L トリス(Tris)、1920 mmol/L グリシン、1%SDS で蒸留水に溶解し、1 L に調製した。
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上下の泳動槽に 10×Tris running buffer を蒸留水で 10 倍希釈した電気泳動用緩衝液(1×

Tris running buffer)で満たした。電気泳動用緩衝液で各ウェルを洗浄後、注射針で余分

なゲルを取り除き、ウェルの形を整えた。その後、試料の腎臓ホモジネイト溶液をそれぞれ

15 μL ずつ各ウェルに注入した。なお、分子量マーカーとして着色タンパク質分子量マー

カー(Invitrogen、マサチューセッツ、アメリカ合衆国)を試料と同時に泳動し、タンパク質

の分子量推定に用いた。濃縮ゲル部分ではゲル 1 枚に対し 80 V、20 mA で約 30 分間、通電、

泳動し、分離ゲル部分では 150 V、20 mA で約 90 分間、通電、泳動した。通電終了後、分離

ゲルを泳動板からはがし、ウェスタンブロッティングに供した。  

 

3) ウェスタンブロッティング  

SDS-PAGE 電気泳動で調製した 10×Tris running buffer を 100 mL ブロッティング用緩

衝液(1×Transfer running buffer)、蒸留水 700 mL、メタノール 200 mL を混合し、ブロ

ッティング用緩衝液 (1×Transfer running buffer)を調製した。フッ化ポリビニリデン

(PVDF)メンブレン(GE Healthcare Co、バッキンガムシャー、イギリス)をメタノール、蒸留

水、1×Transfer running buffer の順に浸した。また、ブロッティング用緩衝液に ゲル、

ろ紙を浸した。トランスファーカセットに、ろ紙 2 枚、メンブレン、ゲル、ろ紙 1 枚の順に

泡が入らないように重ねた。その後、100 mV、100 mA の条件でおよそ 15 時間通電してブロ

ッティングを行った。 

ブロッティングしたメンブレンに対して抗原抗体反応及び検出ブロッキングを行った。

PVDF メンブレンを 1 次抗体希釈用ブロッキング溶液(5％ スキムミルク溶液)、あるいは 5％

ウシ血清アルブミン (BSA)を含んだ Tween 20 で希釈した一次抗体である、 Nrf2(1：400) 

(Santa Cruz Biotechnology Inc、カリフォルニア、アメリカ合衆国)、HO-1(1：1000)(Enzo 

Life Sciences Co、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ア メ リ カ 合 衆 国 )、 SOD1(1： 5000)(Santa Cruz 

Biotechnology Inc)のウサギ由来の抗体とβ-アクチン(β-Actin)(1：1000)(Abcam Co、ケ

ンブリッジ、イギリス)いずれかに浸漬して、4℃で一晩インキュベートした。その後、メン

ブレンを洗浄緩衝液で洗浄した後、二次抗体である  HRP 標識抗マウス免疫グロブリン

G(Immunoglobulin G:IgG)抗体 (1:2000)(Dako Co)もしくは HRP 標識抗ウサギ  IgG 抗体

(1:2000)(Dako Co)溶液に浸漬し、室温で 1 時間振とうして反応させた。その後、洗浄緩衝

液で 3 回洗浄した。抗原の検出には、ECL ウェスタンブロッティング検出試薬(GE Healthcare 

Co)を用いた。ウェスタンブロッティング検出試薬である Reagent1 液(GE Healthcare Co)

と Reagent2 液(GE Healthcare Co)を等量で混合し、室温にて 2 分間、PVDF メンブレンのタ

ンパク質がブロットされている面と反応させた。余分な検出試薬を除去した後、メンブレン

を ECL フィルム(GE Healthcare Co)に密着させ、露光させた。その後、フィルムを現像液

(富士フイルム和光純薬株式会社)、停止液、定着液(富士フイルム和光純薬株式会社)につけ、

水道水で洗浄した後、乾燥させ、フィルムを現像した。現像したフィルムは化学発光のシグ

ナル(バンド)をライトキャップチャーシステム(アトー株式会社、東京、日本)及び画像解析

のソフトウェアである CS Analyzer 2.0(アトー株式会社)を用いて画像解析及び定量した。

Nrf2、HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量は、βActin の発現量で標準化した。 

 

10. 統計処理  
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値は、平均値±標準誤差で表した。各群間での平均値の有意差検定は、一元配置分散分析

を行った後、Tukey 法(多重比較法)を用いて行った。妊娠期の摂餌量および体重については、

Student's t 検定を用いた。p＜0.05 の場合に有意であるとみなした。検定にはコンピュー

タソフトである、IBM SPSS Statistics Version 26(日本 IBM 株式会社、東京、日本)を使用

した。 
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1) クルクミンは、高吸収クルクミン（セラクルミンⓇ）として加えた。 

 

 

 

 

  

表 1 飼料組成 
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生後 4 日に性別を確認し、仔ラット数を 8 匹に調整した。離乳後の飼料は MF 飼料(オリエ

ンタル酵母株式会社、東京、日本)を与えた。カゼインとしてタンパク質を与えた。妊娠中

に 20%カゼイン食(NP)、授乳中に NP、離乳後に蒸留水(W)を与えられた NP/NP/W (n=12)。妊

娠中に 8%カゼイン食(LP)、授乳中に LP、離乳後に W を与えられた LP/LP/W (n=6)。妊娠中

に LP、授乳中に LP、離乳後に 10％フルクトース液(Fr)を与えられた LP/LP/Fr (n=8)。妊娠

中に LP、授乳中にクルクミン、離乳後に Fr を与えられた LP/Cur/Fr (n=12)以上の 4 群で実

験を行った。クルクミンは、高吸収クルクミン(セラクルミンⓇ)として飼料に添加した。 

 

 

 

 

 

  

図 4 動物実験のデザイン 
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第 3 章 結果 

1. 妊娠期の母ラットの体重及び摂餌量 

 妊娠期の母ラットの体重及び摂餌量については、NP と LP を比較すると有意な差は見られ

なかった(図 5A、図 5B)。 

 

2. 授乳期の母ラットの体重、摂餌量及び乳児期の雌性仔ラットの体重 

 授乳期の母ラットである LP/Cur 及び LP/LP の体重は、NP/NP と比較して 20 日と 21 日で

それぞれ有意に減少した(図 6A)。授乳期の母ラットである LP/LP の摂餌量は、NP/NP と比較

して授乳期の 10～12 日以降有意に減少した(図 6B)。授乳期の母ラットの体重及び摂餌量は

LP/LP と LP/Cur を比較すると有意な差は見られなかった。 

LP/LP 及び LP/Cur の乳児期の雌性仔ラットの体重は、NP/NP と比較すると 4 日以降それ

ぞれ有意に減少した(図 7)。また、乳児期の雌性仔ラットの体重は、LP/LP と LP/Cur を比較

すると有意な差は見られなかった。 

 

3. 離乳後の雌性仔ラットの体重、摂餌量、飲水量及び摂取エネルギーに及ぼす乳児期に摂

取するクルクミンの影響 

LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の雌性仔ラットの体重は、NP/NP/W と比較して、飼育

期間中、乳児期と同様にそれぞれ有意に減少した(図 8)。また、LP/Cur/Fr の雌性仔ラット

の体重は、4 週齢の時に LP/LP/Fr と比較して有意に減少したが、6 週齢以降有意な差は見ら

れなかった。 

LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の 7 週齢以降の摂餌量あるいは 12 週齢以降の飲料水は LP/LP/W

と比較してそれぞれ有意に減少した(図 9A、図 9B)。一方、LP/LP/Fr と LP/Cur/Fr の摂餌量

及び飲水量は有意な差は見られなかった。 

離乳後の摂取エネルギーは NP/NP/W、LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr をそれぞれ比較

すると有意な差は見られなかった(図 10)。 

 

4. 血漿中のグルコース濃度及びトリグリセリド濃度に及ぼす乳児期に摂取するクルクミン

の影響 

LP/LP/W 及び NP/NP/W の Glc 濃度を比較すると両者には有意な差は見られなかった。

LP/LP/Fr の Glc 濃度は、LP/LP/W と比較して有意に増加した(図 11A)。一方、LP/Cur/Fr の

Glc 濃度は、LP/LP/Fr と比較して有意に低下した。 

LP/LP/W 及び NP/NP/W の Tg 濃度を比較すると両者には有意な差は見られなかった。

LP/LP/Fr の Tg 濃度は、LP/LP/W と比較して有意に増加した(図 11B)。一方、LP/Cur/Fr の

Tg 濃度は、LP/LP/Fr と比較して有意に減少した。 

 

5. 腎臓重量及び脂肪組織重量に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

LP/LP/Fr の腎臓絶対重量は、LP/LP/W と比較して増加傾向にあった(図 12A)。一方、LP/ 

Cur/Fr の腎臓絶対重量は LP/LP/Fr と比較して有意に減少した。また、LP/LP/Fr の腎臓相対

重量は LP/LP/W と比較して増加傾向にあった(図 12B)。一方、LP/Cur/Fr の腎臓相対重量は

LP/LP/Fr と比較して有意に減少した。 
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子宮周囲相対脂肪重量は、NP/NP/W、LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr を比較するとそ

れぞれ有意な差は見られなかった(表 2)。LP/LP/W の腎臓周囲相対脂肪重量は、NP/NP/W と

比べると有意に低下した (表 2)。しかしながら、腎臓周囲相対脂肪重量は、 LP/LP/Fr と

LP/Cur/Fr を比較すると有意な差は見られなかった。 

 

6. 血漿中の尿素窒素濃度及びクレアチニン濃度に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影

響 

LP/LP/W の BUN 濃度は、NP/NP/W と比較して有意に増加した(図 13A)。一方、LP/LP/Fr 及

び LP/Cur/Fr の BUN 濃度は、NP/NP/W 及び LP/LP/W とそれぞれ比較して有意に減少した。し

かしながら、BUN 濃度は、LP/LP/Fr と LP/Cur/Fr を比較すると有意な差は見られなかった。 

LP/Cur/Fr の Cr 濃度は、NP/NP/W と比較して有意に低下した(図 13B)。 

 

7. 腎臓のマクロファージ数及び線維化に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

フルクトース負荷は、腎臓中で炎症細胞を増加させる 18)。そこで、腎臓中のマクロファ

ージの分布及び CD68 マクロファージ陽性細胞数を調べた。LP/LP/Fr の CD68 陽性マクロフ

ァージは、LP/LP/W と比較して腎臓の間質と糸球体にやや多く観察された(図 14A、B、C、D)。

また、LP/Cur/Fr の CD68 陽性マクロファージは、LP/LP/Fr と比較して腎臓の間質と糸球体

において散見された。一方、1 視野あたりの CD68 陽性マクロファージ細胞数を計測すると、

LP/LP/Fr のマクロファージ数は、LP/LP/W と比較して増加傾向にあった(図 14E)。また、

LP/Cur/Fr のマクロファージ数は、LP/LP/Fr と比較して有意に減少した。 

マクロファージの浸潤が亢進すると TGF-βなどの線維化促進因子が過剰に産生され、線

維化は促進される 66)。そこで、シリウスレッド染色を行い腎臓の線維化の状態を観察した。

LP/LP/Fr の間質の線維化領域は LP/LP/W と比較して、やや拡大していた(図 15A、B、C、D)。

また、LP/Cur/Fr の線維化領域は LP/LP/Fr と比較すると小さくなっていた。1 視野あたりの

線維化面積率を計測すると、LP/LP/Fr の線維化面積率は LP/LP/W と比較して増加する傾向

にあった(図 15E)。LP/Cur/Fr の線維化面積率は LP/LP/Fr と比較して有意に減少した。 

 

8. 血漿中マロンジアルデヒド濃度に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響  

酸化ストレスを評価するために、血漿中の MDA 濃度を測定した。LP/LP/W の MDA 濃度は

NP/NP/W と比較して有意傾向にあった(図 16)。また、LP/LP/Fr の MDA 濃度は LP/LP/W と比

較して有意に増加した。一方、LP/Cur/Fr の MDA 濃度は LP/LP/Fr と比較して有意に減少し

た。 

 

9. 腎臓中のグルタチオン量及びグルタチオンペルオキシダーゼ活性に及ぼす乳児期に摂取

するクルクミンの影響 

LP/LP/Fr の GSH 量は、LP/LP/W と比較して減少傾向にあった(図 17A)。一方、LP/Cur/Fr

の GSH 量は、LP/LP/Fr と比較して有意に増加した。 

LP/LP/Fr の GPx 活性は、LP/LP/W と比較して減少傾向にあった(図 17B)。一方、LP/Cur/Fr

の GPx 活性は、LP/LP/Fr と比較して有意に高値を示した。 
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10. 腎臓の Nrf2 のタンパク質発現量に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響  

LP/LP/Fr の Nrf2 の発現量は、LP/LP/W と比較して減少する傾向を示した。また、LP/Cur/Fr

の Nrf2 の発現量は LP/LP/Fr と比較して有意に増加した(図 18)。 

 

11. 腎臓のヘムオキシゲナーゼ-1 及びスーパーオキシドジスムターゼ 1 のタンパク質発現

量に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響  

LP/Cur/Fr の HO-1 の発現量は、LP/LP/Fr と比較して有意に増加した(図 19A)。LP/Cur/Fr 

の SOD1 の発現量は、LP/LP/Fr と比較して有意に増加した(図 19B)。 

 

 

  



18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 妊娠期の母ラットの体重(A)及び摂餌量(B)  

値は平均値±標準誤差(n=4～9)を示す。 

 

図 6 授乳期の母ラットの体重(A)及び摂餌量(B)  

値は平均値±標準誤差(n=4～5)を示す。 

ap＜0.05 vs NP/NP 
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図 7 乳児期の雌性仔ラットの体重に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP 
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図 8 離乳後の雌性仔ラットの体重に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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図 9 離乳後の雌性仔ラットの摂餌量(A)及び飲水量(B)に及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

bp＜0.05 vs LP/LP/W 

 

図 10 離乳後の雌性仔ラットの摂取エネルギーに及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 
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図 11 血漿中のグルコース:Glc(A)及びトリグリセリド:Tg(B)濃度に及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

bp＜0.05 vs LP/LP/W、 cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W 

 

 

 

図 12 腎臓絶対重量(A)及び腎臓相対重量(B)に及ぼす乳児期に摂取する 

クルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 

 

 

 

表 2 脂肪組織重量に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 
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図 13 血漿中の尿素窒素:BUN(A)及びクレアチニン:Cr(B)濃度に及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

bp＜0.05 vs LP/LP/W 
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図 14 腎臓のマクロファージの浸潤に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

腎臓のマクロファージ浸潤の観察(A、B、C、D)。NP/NP/W(A)、LP/LP/W(B)、LP/LP/Fr(C)、 

LP/Cur/Fr(D)。腎臓の CD68 マクロファージ陽性数(E)。矢印は、マクロファージを示す 

(青紫で染色された細胞は核で周りを茶色で染色されたものがマクロファージである)。 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 

 

 

図 15 腎臓の線維化に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

腎臓の線維化の観察(A、B、C、D)、NP/NP/W(A)、 LP/LP/W(B)、 LP/LP/Fr(C)、 

LP/Cur/Fr(D)、腎臓線維化面積率(E)。値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 

cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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図 16 血漿中のマロンジアルデヒド:MDA 濃度に及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 

bp＜0.05 vs LP/LP/W、 cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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図 17 腎臓中のグルタチオン:GSH 量(A)及びグルタチオンペルオキシダーゼ:GPx 

活性(B)に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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図 18 腎臓の NF-E2-related factor 2:Nrf2 のタンパク質発現量に及ぼす 

乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 

 

図 19 腎臓のヘムオキシゲナーゼ-1:HO-1(A)、スーパーオキシドジスムターゼ 1:SOD1(B) 

のタンパク質発現量に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響 

値は平均値±標準誤差(n=6～12)を示す。 ap＜0.05 vs NP/NP/W、 bp＜0.05 vs LP/LP/W、 

cp＜0.05 vs LP/LP/Fr 
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第 4 章 考察 

本研究により、以下のことが明らかになった。胎児期及び乳児期に低栄養に曝され、離乳

後にフルクトース負荷された雌性仔ラットの腎臓では、乳児期に摂取したクルクミンによ

り、(Ⅰ)転写因子である Nrf2 のタンパク質発現量は増加した。(Ⅱ)Nrf2 の標的抗酸化酵素

である HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量は増加した。(Ⅲ)GSH 量及び GPx 活性は増加し

た。(Ⅳ)血漿中 MDA 濃度は減少した。(Ⅴ)血漿中 Glc 及び Tg 濃度は減少した。 

LP/LP/W、LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr の体重は、NP/NP/W と比較してフルクトースの投与期

間中にそれぞれ有意に減少した。妊娠期及び授乳期の母ラットに低タンパク質食を与える

と離乳後の仔の体重は低値になることが知られている 67)。本研究においても、先行研究と

同様の結果が得られた。フルクトース負荷した成獣ラットにクルクミンを投与すると、体重

増加を抑制したという報告がある 55)。本研究では、乳児期にクルクミンを摂取した仔ラッ

トに成獣(13 週齢)となるまでフルクトース負荷したが、負荷しない群の体重に比べて有意

な差は認められなかった。この結果から、乳児期に摂取したクルクミンは、フルクトース負

荷の有無に関わらず、仔の体重に影響を及ぼさないことが示唆された。 

フルクトースの過剰摂取により糖・脂質代謝の異常が生じることはよく知られている

6,8,10)。たとえば、過剰のフルクトースを与えたラットでは血漿中 Glc 濃度や Tg 濃度が増加

し、インスリン抵抗性が生じる 68)。また、過剰のフルクトースを摂取したヒト女性におい

て血漿中 Tg 濃度が上昇し、インスリンは減少することが報告されている 69)。本研究におい

ても、LP/LP/Fr の血漿 Glc 及び Tg 濃度は LP/LP/W に比べて、LP/LP/Fr で有意に増加した。

このことは、フルクトースの負荷により、糖や脂質の代謝異常が生じたことを示している。

これに対して、LP/Cur/Fr の血漿 Glc 及び Tg 濃度は、LP/LP/Fr と比較すると有意に減少し

た。本研究の結果から、少なくとも、乳児期に摂取したクルクミンは、フルクトース負荷し

た仔ラットの血漿中 Glc 及び Tg の増加を抑制することが示唆された。 

フルクトースの過剰摂取は腎臓にも影響を及ぼす。過剰のフルクトースを与えたラットで

は、腎臓の尿細管の障害や尿路結石が認められた 70)。また、ヒトではフルクトースを多く

含む清涼飲料水の摂取量が多いほど腎障害の発症リスクが高まることが報告されている 71)。

本研究では、LP/Cur/Fr の腎臓相対重量は、LP/LP/Fr に比べて有意に減少したことを見出し

た。この結果から、乳児期のクルクミン摂取は、フルクトース負荷による腎障害の軽減に関

与することが推察された。 

血漿中の BUN は腎機能の重要な指標の一つであり、腎障害により増加する 72)。そこで、

仔ラットの血漿 BUN 濃度を測定した。LP/LP/W の BUN 濃度は NP/NP/W に比べて有意に増加し

た。胎生期及び乳児期の低栄養状態では、離乳後の仔ラットの腎機能は悪化することが知ら

れている 73）。このことから、胎児期及び乳児期の低タンパク質食により LP/LP/W の腎機能

は低下したことが推察された。一方、離乳後にフルクトースを負荷した LP/LP/Fr 及び

LP/Cur/Fr の BUN 濃度は、LP/LP/W と比較してそれぞれ有意に低下した。しかし、これらの

結果と乳児期に摂取したクルクミンとの関連は不明である。一般に、BUN 値は低タンパク質

食などの栄養バランスの偏った食事を負荷すると低下する 74)。また、フルクトースの過剰

摂取は、PFC バランスを崩し、炭水化物の生体への摂取量を増やすといわれている。さらに、

摂餌量が少なくなると、飼料中のタンパク質の摂取量が低下することも考えられる。事実、

フルクトース負荷群である LP/LP/Fr 及び LP/Cur/Fr は、蒸留水を与えられた NP/NP/W 及び
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LP/LP/W と比較すると、7 週齢及び 12 週齢でそれぞれ有意に少ない摂餌量であった。このよ

うなことから、フルクトース負荷群では、胎児期及び乳児期の低タンパク質食の摂取、さら

に離乳後のフルクトース負荷によりタンパク質摂取量の減少が生じたために、窒素代謝物

が減少し、BUN 濃度の減少に至ったと推察された。 

フルクトース負荷により、腎臓において炎症や線維化が生じる 18)。そこで、炎症の指標

の一つであるマクロファージの浸潤及び線維化におけるクルクミンの影響を調べた。

LP/LP/Fr と LP/LP/W の腎臓におけるマクロファージ数及び線維化面積率を比較すると、有

意な差は見られなかったが、LP/LP/Fr の両者の値は増加傾向であった。過剰のフルクトー

スを摂取した成獣ラットの腎臓では、マクロファージの浸潤や線維化の増大、尿細管間質性

障害が報告されている 18,75)。それゆえ、離乳後にフルクトース負荷した仔ラットの腎臓に

おいて炎症や線維化が生じていると推察された。これに対して LP/Cur/Fr のマクロファー

ジ数及び線維化面積率は LP/LP/Fr に比べて有意に減少した。この結果は、乳児期に摂取す

るクルクミンは、離乳後のフルクトース負荷による腎障害を抑制することを示していた。 

高血糖症や高トリグリセリド血症は、酸化ストレスを増加する 17,76)。また、血漿中の MDA

と Tg 濃度には正の相関関係があるという 76)。そこで、離乳後にフルクトース負荷した雌性

仔ラットにおいて酸化ストレスが生じているか調べた。LP/LP/W と NP/NP/W の血漿 MDA 濃度

を比較すると、有意な差は認められなかったが、LP/LP/W の MDA 濃度はやや増加していた。

上述したようにフルクトース負荷により酸化ストレスが増加することは知られているが、

胎児期及び乳児期に低栄養に曝された場合においても酸化ストレスは亢進する 77,78)。それ

ゆえ、本研究においても胎児期及び乳児期の低タンパク質食の摂食により酸化ストレスが

亢進したと考えられた。また、LP/LP/Fr の MDA 濃度は LP/LP/W に比べて有意に増加した。

この結果は、フルクトース負荷は酸化ストレスを亢進するという報告と一致していた 54)。

これに対して、LP/Cur/Fr の MDA 濃度は LP/LP/Fr に比べて有意に減少した。クルクミンは、

飼料中にフルクトース負荷したラットの血漿 MDA 濃度を低下する 54)。それゆえ、乳児期に

摂取するクルクミンもまた、離乳後にフルクトース負荷した雌性仔ラットの血漿 MDA 濃度

を低下させることが考えられた。 

転写因子である Nrf2 は抗酸化酵素の制御や細胞の酸化ストレスの抑制に重要な役割を担

う 79)。マクロファージにグルコース負荷した in vitro 実験において、Nrf2 の過剰発現並び

に Nrf2 活性化剤(フマル酸ジメチル)の添加が、酸化ストレス及び炎症を有意に抑制した 80)。

この報告は、酸化ストレスを抑制するためには、Nrf2 の発現並びに活性化が不可欠である

ことを示していた。本研究において、LP/Cur/Fr の Nrf2 のタンパク質発現量は LP/LP/Fr と

比較して有意に増加した。これまで、クルクミンなどのポリフェノールと Nrf2 の活性に関

連する報告は存在する。たとえば、腎炎モデルラットにクルクミンを投与すると、腎臓の

Nrf2 の発現は増加し、酸化ストレスを抑制した 50)。また、ポリフェノールの一種であるレ

スベラトロールをストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットに投与すると、腎臓において Nrf2

の mRNA 量が増加し、さらにそのタンパク質発現量が増加して、高血糖により生じた酸化ス

トレスは抑制されたという 81)。本研究の結果及びこれまでの報告から、乳児期に摂取した

クルクミンは、仔ラットの腎臓の Nrf2 発現の制御において重要な役割を果たしていると考

えられた。 

Nrf2 は、標的酵素である HO-1、SOD 及び GPx の遺伝子の転写を誘導する 29,30)。LP/Cur/Fr
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の HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量は、LP/LP/Fr に比べて LP/Cur/Fr で有意に増加した。

フルクトース負荷したラットにクルクミンを投与すると、その大動脈の HO-1 発現量は、増

加したという 82)。また、ビスフェノール A によって誘発された腎障害ラットの腎臓におい

てクルクミンの投与により SOD 及び GPx 活性の上昇や脂質の過酸化の抑制が認められた 83)。

ラットの糸球体細胞にカロテノイドであるアスタキサンチンを添加すると、Nrf2 の発現量

が増加し、さらに HO-1 及び SOD1 の発現量が増加したという 84)。これらのことから、乳児

期に摂取するクルクミンは、フルクトース負荷した仔ラットの腎臓の Nrf2 発現量の増加を

介して HO-1 及び SOD1 の発現量を増加することが示唆された。 

本研究において、LP/Cur/Fr の GSH 量並びに GPx 活性は LP/LP/Fr に比べて有意に増加し

た。虚血/再灌流によって誘発した腎障害ラットにクルクミンを投与すると、GSH 量及び GP

x 活性は増加した 85)。Nrf2 は GSH 合成酵素の発現を増加し、GSH の合成を促すことが知られ

ている 86)。たとえば、糖尿病性腎症モデルラットにスイバ属の Rumex nervous 抽出物を投

与すると、Nrf2 発現量の増加に伴い GSH 量が増加したという報告がある 87)。これらのこと

から、乳児期に摂取したクルクミンは、フルクトース負荷した仔ラットの腎臓の Nrf2 の発

現に関連して GSH 量や GPx 活性を増加することが示唆された。 

なぜ、乳児期に摂取するクルクミンは胎児期及び乳児期に低栄養に曝され離乳後にフルク

トース負荷された雌性仔ラットの腎臓で Nrf2 をアップレギュレートしたか、次のことが仮

説として考えられた。クルクミンは、エピジェネティクス修飾の一つである DNA のメチル化

に関与していることが知られている 56)。例えば、クルクミンは乳がん細胞であるヒト乳癌

細胞 MCF7 及び MDA-MB-231 細胞へ添加すると、DNMT 活性の阻害をした 88)。また、クルクミ

ンをマウス前立腺培養細胞へ添加すると、DNMT 活性の阻害及び Nrf2 遺伝子のプロモーター

の CpG 領域の低メチル化を介して Nrf2 の発現を誘導したという報告がある 61)。これらのこ

とから、本研究において、仔ラットの腎臓の Nrf2 発現に関連した DNA メチル化の程度や

DNMT 活性に及ぼすクルクミンの影響を検討する必要はあるが、乳児期に摂取するクルクミ

ンは、少なくとも、雌性仔ラットの腎臓において DNA のメチル化を介して Nrf2 を制御する

可能性が推察された。 

本研究の限界として以下のことが挙げられる。第一に、乳児期にクルクミンを与え、胎児

期及び乳児期に 20％カゼイン含有飼料(正常食)で飼育し、離乳後に蒸留水もしくはフルク

トース負荷を与えた群を設けなかった。それゆえ、本研究の結果から、胎児期及び乳児期に

低栄養に曝され、離乳後にフルクトース負荷された腎臓に及ぼすクルクミンの知見は得ら

れたが、乳児期に摂取するクルクミンが腎障害を直接誘発するとされるフルクトースのみ

を負荷された腎臓へ及ぼす影響は不明である。また、フルクトース負荷などの影響を受けな

かった場合において乳児期に摂取するクルクミンはどのような影響を腎臓に与えるかも不

明である。第二に、マクロファージ浸潤や線維化面積を調べることで、フルクトース負荷に

より、腎障害が生じていたことは明らかになったが、乳児期に摂取したクルクミンが、フル

クトース負荷により生じる炎症や線維化を抑制する作用機序は不明である。それゆえ、炎症

に関する転写因子である nuclear factor-kappa B(NF-κB)や TNF-α、TGF-β 並びに MCP1

などサイトカイン量を測定してそれらの作用機序を検討する必要がある。第三に、乳児期に

摂取したクルクミンが Nrf2 のタンパク発現量を増加することは明らかになったが、なぜ、

離乳後もその発現が持続したのかは不明である。今後、エピジェネティクス修飾に関与する
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因子、たとえば、DNA のメチル化の程度などを検討する必要がある。 
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第 5 章 結論 

本研究では、発育初期に摂取するクルクミンの生理機能を明らかにするために、胎児期及

び乳児期に低栄養に曝され、離乳後にフルクトース負荷された雌性仔ラットの腎臓の Nrf2

及び Nrf2 標的抗酸化酵素の発現や活性に及ぼす乳児期に摂取するクルクミンの影響を検討

した。本研究から、(Ⅰ)転写因子である Nrf2 のタンパク質発現量は増加した。(Ⅱ)Nrf2 の

標的抗酸化酵素である HO-1 及び SOD1 のタンパク質発現量は増加した。(Ⅲ)GSH 量及び GPx

活性は増加した。(Ⅳ)血漿中 MDA 濃度は減少した。(Ⅴ)血漿中 Glc 及び Tg 濃度は減少した。

以上のことが明らかになった。 

これらの結果から、乳児期に摂取したクルクミンは、離乳後にフルクトース負荷された雌

性仔ラットの腎臓の Nrf2 発現量の増加を介して、Nrf2 の標的抗酸化酵素である HO-1 及び

SOD1 の発現を、また GPx 活性を高めて腎臓の酸化ストレスを抑制することが示唆された(図

20)。 

本研究の知見から、乳児期に摂取するクルクミンは、その子の出生後のフルクトースの過

剰摂取に起因する腎疾患の有用な予防策になると考えられた。 
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乳児期に摂取するクルクミンは、胎児期及び乳児期の低栄養に曝され、離乳後にフルクト

ース負荷された雌性仔ラットの腎臓の細胞において、エピジェネティック修飾(DNA メチル

化の制御など)を介して、Nrf2 発現量を増加し、次いで Nrf2 の標的抗酸化酵素である HO-1

や SOD1 の発現量を、さらに GPx 活性や GSH 量を高めて、腎臓の酸化ストレスを抑制するこ

とが示唆された。 

  

図 20 胎児期及び乳児期の低栄養に曝され、離乳後にフルクトース負荷された雌性仔ラットの 

腎臓の Nrf2 及びその標的抗酸化酵素の発現や活性に及ぼすクルクミンの影響に関するまとめ 
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