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青森県立保健大学 ・栄養学科における予防栄養学的研究

　　　　－ 疾患モデル動物 を用いたアプローチ －
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学科 の学生に対 して生化学、基礎栄養学等の学生実験に

おいて生命科学 の教育 を行 うために必要不可欠で もあ

る。

　本稿では、筆者 らがこれまで用いてきた疾患モデル動

物 について概説するとともに、食品成分の機能性 を分子

レベルで評価 した一連の研究ならびに本学における動物

実験の倫理的配慮を紹介する。

Ⅱ.高 血 圧 と モ デ ル 動 物

　 高 血 圧 の 長 期 的 な放 置 は 動 脈 硬 化 を ま ね き、 心 疾 患 、

脳 卒 中、腎 疾 患 等 を引 き起 こす 。 血 圧 上 昇 に は 、 レニ ン ・

ア ン ジ オ テ ン シ ン ・ア ル ドス テ ロ ン系 をは じめ様 々 な要

因 が 関 与 す る が 、近 年 、血 管 弛 緩 を促 す 一 酸 化 窒 素(NO)

や 活 性 酸 素 種 、 特 に ス ーパ ー オ キ シ ド(O2-)な どの ブ

リー ラ ジ カ ル を介 した 血 管 内皮 機 能 異 常 が 、 重 要 な 要 因

で あ る こ とが 明 らか に な りつ つ あ る。 また 、 高 血 圧 状 態

で 増 加 す るO2-『 は 、 レ ドッ クス に 関 連 す る核 内 転 写 因 子

(NF一 κBな ど)を 活 性 化 さ せ 、 こ れ に 伴 う ケ モ カ イ ン

の 増 加 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 ・遊 走 や接 着 分 子 の 発

現 の充 進 な どが 起 こ り、 次 い で血 管 平 滑 筋 層 の 増 殖 や 肥

厚 、 炎 症 あ る い は リ モ デ リ ン グ な ど を生 じ、 動 脈 硬 化 へ

と進 展 す る とい わ れ て い る 。

　 高 血 圧 を呈 す るモ デ ル 動 物 に は さ ま ざ まな も のが あ る

が 、研 究 に よ く用 い られ て い る の が 、高 血 圧 自然 発 症 ラ ッ

ト(Spontaneously　 hypertensive　 rat;SHR)や 食 塩 感 受

性 高 血 圧 モ デ ル ラ ッ ト(Dahl　 salt-sensitive　rat)で あ る1,2)。

ま た 、脳 卒 中 易 発 症 高 血 圧 自然 発 症 ラ ッ ト(Stroke-prone

SHR;SHRSP)は 、　SHRか ら分 離 され た系 統 で 、 食 塩 を

負 荷 す る と高 血 圧 を重 度 に発 症 し、脳 血 管 障 害 を お こ し、

全 例 が 脳 卒 中 を 自然 に発 症 す る こ とで 汎 用 さ れ て い る。

SHRは 、 正 常 血 圧 を示 すWistar　 Kyoto　 rat(WKY)か

ら分 離 さ れ た系 統 で 、 加 齢 に と もな い12週 齢 以 降 、 収

縮 期 血 圧 が200mrnHg前 後 ま で 上 昇 す る 。 こ の ラ ッ ト

は 、 ヒ トの 本 態 性 高 血 圧 の モ デ ル 動 物 と して 医 学 、薬 学 、

I.は じめに

　今 日、栄養学、医学、薬学などをはじめとするさまざ

まな分野で、生命現象の解明、新規医薬品の開発あるい

は食品添加物、化粧品等の新規物質の安全性の確認のた

めの研究が精力的に行われている。その実験的方法には

さまざまなものがあるが、特に、動物実験は実証的な研

究において欠かせ ないものとなっている。動物実験では、

ラットやマウスなどの小動物が広 く用いられているが、

その理由は単に入手 しやす く、取 り扱いが簡単だか らと

い うのではなく、遺伝的に均一でかつその機能や生体構

造がヒ トの栄養代謝や構造に類似 しているからである。

もちろん、すべてがヒ トの代謝に類似 しているのではな

い。

　一方、近年、生活習慣病をはじめとしたヒトの病態に

類似 した疾患 をもつラットやマウス(疾 患モデル動物)

が多 く見出され、高血圧、糖尿病、脂質代謝異常、肥満

などの発症メカニズムの分子 レベルでの解明に役立って

いる。一般に、疾患モデル動物は、大きく二つに分けら

れる1)。一つは、自然発症モデルである。 これは、動物

の突然変異により動物が獲得 した形質に依存 したモデル

である。 この ようなモデルの系統や特徴などの情報は、

生物資源として集録されている疾患モデルラットのデー

タベース2)か ら得 ることがで きる。 もう一つは、実験的

発症モデルである。これはある種の薬物投与、放射線照

射、遺伝子改変等のような実験的な処理を施す ことによ

り、特定の病態 を作製するモデルである。このような疾

患モデル動物の利用 は、ヒトの疾患の原因遺伝子 と異な

る場合があるものの、ヒ トの病態の背景にある発症メカ

ニズムを解明するにはたいへん有効な手段である。

　本学の栄養学科においても、疾患モデル動物を用いた

研究は、 ヒトの健康の維持 ・増進や疾病予防を念頭 にお

き進め られてお り、栄養素あるいは食品成分の代謝の分

子 メカニズムや病態 における機能性の解明等の研究で重

要 な役割を果た している。 また、動物実験 は、本学栄養

1)青 森県立保健大学健康科学部栄養学科
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期血圧は非投与群 に比べて低値を示 し、血圧上昇の抑制

効果が認め られた(図1)5)。 また、O2-の 主な産生酵素

であるNAD(P)Hオ キシダーゼ由来のO2-量 を測定 した

ところ、小豆種皮 を投与 したSHRの 大動脈のO2-産 生

量は非投与群に比べて低値 を示 した。小豆種皮は、O2-

産生 を低減することが示唆 された。 また、小豆の80%

エタノール抽出物(小 豆抽出物)をSHRに 投与 した結

果、血管 を弛緩 させ る作用 をもつNOの 産生 を強める

こともわかった6)。一方、高血圧状態では慢性炎症がみ

られるので、炎症細胞の一つであるマクロファージの臓

器への浸潤に及ぼす影響 を調べた。その結果、心臓や腎

臓のマクロファージ数はSHRの 非投与群で増加 したが、

小豆抽出物投与群では減少 した7)。また、各臓器 ともに

マクロファージ数と血圧 との間には正の相関がみ られた

(図2)。 さらに、マクロファージの活性化や遊走に関与

するケモカインのMonocyte　 chemoattractant　 protein-1

(MCP-1)のmRNAの 発現 を逆転写ポ リメラーゼ連鎖

反応(RT-PCR)と 組み合 わせた リアル タイムPCR法

により定量 した結果、非投与群のMCP-1　 mRNA発 現は

WKY群 に比べて上昇 したが、投与群では有意 に抑制 さ

れることが判明した5)。

　 以上のことか ら、高血圧モデルラッ トであるSHRを

用いる研究は、小豆抽出物をはじめ とする食品成分の高

血圧における予防 ・改善効果を探索するのに非常に有効

であ り、加えて、食品成分が どのようなメカニズムで高

血圧の予防に寄与するのか という栄養学的なエ ビデンス

を蓄積するのに重要であることがわかる。

栄養学等のさまざまな分野でよく用いられている。

　このようなモデル動物 を用いて、実験的に、ブ ドウや

タマネギに含 まれているポリフェノールが抗酸化作用を

示 した り、血圧上昇を抑制 したりするという報告が数多

くなされている3,4)。しか しなが ら、血管内皮の機 能障

害や動脈硬化へ至る一連のカスケー ドにおける予防改善

のメカニズムは、十分に解明されていない。

　筆者らも、ポリフェノールを多 く含む小豆による高血

圧の予防 ・改善効果お よび機序について検討 してきた。

小豆は、和菓子の原料や料理の素材 として 日本人にはな

じみが深い食物のひとつであ り、古来より薬用 として も

用いられてきた。 しか し、小豆 は 「健康 によい」 とされ

ながら、血圧上昇の予防や軽減に関連 した科学的エビデ

ンスはほとんどなかった。筆者 らは、なぜ、小豆が 「健

康によい」のかについて上述 した高血圧モデルラットを

用いて調べ た。SHRお よびWKYに 長期 間、小豆 を経

口投与 し、血圧の上昇にともなう酸化ス トレスや炎症に

及ぼす影響 を検討 したので報告する。小豆種皮含有飼料

を経口投与 した結果、小豆種皮 を投与 したSHRの 収縮

Ⅲ.糖 尿病とモデル動物

　平成18年 の国民健康 ・栄養調査によると、糖尿 病が

強 く疑われる人は約820万 人、糖尿病の可能性が否定で

きない人は、約1050万 人いるとい う。糖尿病は大 きく

わけて1型 糖尿病 と2型 糖尿病 にわけられ、前者 は自己

免疫異常を基礎 としたすい臓のランゲルハンス島のβ細

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 投 与 期 間(週)

図1　 小豆 種 皮(ABSC)投 与 が収 縮 期 血 圧 に及 ぼす 影 響5)

値 は、平均 値 ±標 準 誤 差(n=8)。*p<0.05vs　 SHR+0%ABSC群 。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図2　 収 縮 期 血 圧 と マ ク ロ フ ァー ジ数 の相 関7)

□；WKY　 rats+0%小 豆 抽 出 物 、 ■;WKY　 rats+0.8%小 豆 抽 出物 、 ○;SHR+0%小 豆 抽 出 物 、

●；SHR+0.8%小 豆 抽 出 物

一252一



に比べて有意に8-OHdG濃 度の減少やO2-産 生量の減少

が認め られた。これらの結果か ら、LPは 糖尿病の腎障

害において生 じる酸化ス トレスを軽減することがわかっ

た。また、組織学的に糖尿病ラットの糸球体のメサ ンジ

ウム領域 は、線維化にともないシリウスレッド染色 によ

り濃赤色 を呈 し、線維化面積率は増加 したが、LP投 与

群では減少 した。 また、LP投 与群のマクロファージ数

は0%LP群 に比べ て有意 に減少 していた(図3)。 以上

の結果か ら、LPは 糖尿病 ラットの腎臓中マクロファージ

の浸潤や糸球体の線維化 を抑制する可能性が示 された。

　 この ように、STZ誘 発糖尿病モデル動物は、新規物

質の糖尿病性腎症の予防 ・軽減効果を見出すのに非常 に

有効な手段であるといえる。

図3　 リ グ ノ フ ェ ノー ル 投 与 が 腎 臓 の マ ク ロ フ ァー ジ 浸

潤 に及 ぼす 影 響8)

値 は、 平 均 値 ±標 準 誤 差(n=7-8)。ap<0.05　 vs対 照 群 、
bp<0 .05　vs　0%糖 尿 病 ラッ ト群 。

Ⅳ

.青 森県立保健大学の動物実験における倫理的配慮

　上述のように、疾患モデル動物は、ヒトの疾患の背景に

ある分子レベルでのメカニズムをはじめ生命活動の科学

的理解や問題を解決する上で、きわめて重要な手段であ

るといる。しか し、利用に当たっては、実験動物が命ある

ものであることを念頭におき、また動物愛護の観点およ

び倫理的配慮から、適正に行われなければならない9-11)。

そのためには、動物実験実施者は動物に対する感謝 と責

任をもち、適正 な飼育、保管、利用に際 して実験動物の

生理、生態、習性等を熟知することが必要である。

　動物実験 を始 めるにあた り、Replacement(代 替)、

Reduction(削 減)、Re且nement(実 験精度向上)の3Rは 、

基本理念である。本学においても、当該する動物実験 に

おける使用動物数の削減、代替法の活用、苦痛の程度、

胞の破壊により、インス リン欠乏によって起こる。 また、

後者はβ細胞か らインス リンの分泌能はあるものの、イ

ンスリン分泌の低下やインス リン抵抗性 となり発症 し、

糖尿病患者全体の約95%を 占める といわれる。 ヒトの

糖尿病の治療効果や遺伝的な要因等に関する研究は、疫

学研究により精力的に行われて きたが、調査に多大な時

間を要 し、 さらに経済的負担 も軽視で きない。そこで、

糖尿病の背景にある代謝の分子メカニズムを解 き明か し

た り、予防改善に役立つ食品成分を見出 したりするため

には、モデル動物の利用はたいへん有効である1)。

　 糖尿 病 モ デ ル動物 には、 自然 発症 モ デ ル と して

BioBreeding(BB)ラ ット、db/dbマ ウス、ob/obマ ウス、

KKマ ウス、　NODマ ウス、　GKラ ッ ト等があ り、また実

験的発症モデルとしてはアロキサ ンやス トレプ トゾ トシ

ン(STZ)な どの薬物で誘発 させたモデルがある。たと

えば、ラットにSTZを 投与すると、特異的にすい臓 の

β細胞を破壊 し、高血糖 とな り糖尿病 を発症す る。一般

に、高血糖状態では還元糖(グ ルコース)と タンパク質

のアミノ基 とが反応 して生成 される終末糖化産物 などに

より、O2-の 過剰 産生が起 こり、酸化ス トレスが充進す

ること知 られている。また、糖尿病の合併症の一つであ

る腎症の進行には糸球体硬化やマクロファージの浸潤が

関連するという。

　 この項では、筆者 らがSTZ誘 発糖尿 病モデルラット

を用いて行 った リグノフェノール(LP)の 腎障害の予

防 ・改善効果に関する研究 を紹介する8)。LPは 、木材

や植物の茎 に多 く含 まれ る成分であるリグニ ンか ら相

分離変換 システムにより調製される新素材であ り、フェ

ノール性水酸基が付加 した広義のポ リフェノールといえ

る。これまで、木材用の接着剤や感光性材料、高吸水性

樹脂など多方面での応用が進んでいる。 しか し、これま

でLPの 生体機能における知見、特 に、糖尿病における

生理調節機能や予防 ・改善効果に関する知見はほとんど

なか った。筆者 らは、LPの 糖尿病における生理調節機

能を明 らかにするために、Wistar系 ラットにSTZ溶 液

(65mg/kg体 重)を 単 回投与 し、糖尿病モデルを作 製

してLPの 腎障害 に及ぼす影響を検討 した。糖尿病ラッ

トに通常食(標 準動物飼育飼料)、 または異なる濃度の

LPを 飼料 に添加 して投与 した。対照(健 常)群 には通

常食 を与 えた。その結果、通常食 を与えた糖尿病ラット

(0%LP群)の 血糖値は、対照群に比べ て有意に上昇 し

たが、LP各 投与群との間には差はほとんどみられなかっ

た。酸化ス トレスの指標 として、DNA中 のグアニン塩

基が活性酸素の作用により酸化損傷を受けることで生 じ

る8-hydroxydeoxyguanosine(8-OHdG)の24時 間尿 中

濃度や腎臓 中のNAD(P)Hオ キシダーゼ由来のO2-産

生量 を測定 した。その結果、LP投 与群では、0%LP群
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苦痛の軽減 ・排除方法及び保定拘束の時間や倫理的配慮

等の項目が記載 されている動物実験計画審査願を動物実

験委員会委員長に提出しなければな らない。その後、動

物実験委員会で審査を受け、承認後にはじめて 「青森県

立保健大学動物実験に関する指針」に従って動物実験 を

始めることができる。終了後には動物実験終了報告書を

提出することになっている。本学では、 このような管理

の もと、温度、湿度、明暗時間等 を制御 した環境下で動

物実験が適正 に行われ、さらに、毎年9月 には実験動物

慰霊祭が行われている。

9)中 釜 　 斉 、北 田 一博 、城 石 敏 彦(2007):マ ウ ス ・ラ ッ

　 　 トな る ほ どQ&A、 羊 土 社 、 東 京.

10)「 研 究 機 関 等 に お け る 動 物 実 験 等 の 実 施 に 関 す る基

　 　本 指 針 」(平 成18年6月1日 　 文 部 科 学 省 告 示 第

　 　71号)http://www.mext.go.jp/b_menu/hakusho/

　 　nc/06060904.htm

11)「 実 験 動 物 の 飼 養 及 び 保 管 並 び に 苦 痛 の 軽 減 に 関 す

　 　る 基 準 」(平 成18年4月28日 　 環 境 省 告 示 第88

　 　号)http://www.env.go.jp/nature/dobutsu/aigo/

　 　2_data/nt_h180428_88.html

Ⅴ.ま とめ

　本稿では、青森県立保健大学 ・栄養学科における疾患

モデル動物を用いた予防栄養学的 アプローチについて、

高血圧および糖尿病のモデル動物 を概説するとともに、

筆者 らが行ってきた研究を示 してきた。疾患モデル動物

を用いた試験では、 リグノフェノールは高血糖状態にお

ける酸化ス トレスや腎臓の炎症を抑制 した り、血圧上昇

を抑制 した りすることがわかった。

　今後も、本学科の予防栄養学的研究において生活習慣

病をは じめ とす る疾患モデル動物は、栄養素の代謝の分

子メカニズムや食品成分の疾病における新 しい生理調節

機能を見出 した り、「健康によい」 とされる食品の有効

性に関する栄養学的エ ビデンスを構築するためには、欠

かせない手段になると思われる。
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