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血中DHEA 濃度の個人差と抗酸化機能について
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ABSTRACT

The　purpose　of　this　study　was　to　investigate　the　individual　difference　of　the

dehydroepiandrosterone 　（DHEA ）　concentration　which　could　be　associated　with

antioxidative　capacity　in　young　adult　women・

The　urinary　DHEA　and　1　1－deoxy　17－ketosteroid　（deoxy　17KS ）　excretion　of　the　80

untrained　women　and　77　trained　women　were　measured　with　gas　chromatography ．　The

DHEA　and　deoxy　17KS　e χcretion　of　trained　women　were　significantly　lower　than　those

of　control　women ．

The　modification　of　chromosoma ］damage　in　lymphocytes　induced　by　oxidative　stress

were　evaluated　by　administration　of　DHEA　and　its　metabolites　 （DHEA　sulfate ，

testosterone　and　androstenedione）　by　the　micronucleus　assay　using　WIL2－NS　cell　line・

The　spontaneous　and　X －ray　irradiated　micronucleus　frequencies　in　lymphocytes　did　not

change　by　the　25　μM　and　2．5　μM　of　the　DHEA　and　DHEA　sulfate。
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These　results　suggest　the　possibility　that　in　human　study　the　serum　DHEA　and　DHEA

sulfate　concentrations　could　be　decreased　by　the　regularly　performed　vigorous　training，

however ，　the　antioxidative　activity　of　DHEA　could　not　clarified，　and　that　in　vitro　study

DHEA　and　its　metabolites　have　no　皿tioxidative　activity．　　　　　　　　　　　　 二

要　旨

我々は，血中dehydroepiandrosterone　（DHEA ）

濃度の個人差とDHEA の抗酸化能について検討

することを目的として，一般女子80 名および運

動鍛練者77 名のDHEA 排泄量と1 ］－deoxy　17－

ketosteroid　（deoxyl7KS ）量をガスクロマトグラ

フィにて測定した．また，血中DHEA 濃度の個

人差の影響をみるために，リンパ球培養細胞

（WIL2 －NS細胞卜 を用いて，DFⅢA およびDHEA

より生成されるステロイド（DHEA　sulfate ，

testosterone，皿drostenedione）の濃度の違いによ

るDNA 酸化損傷の影響を小核試験法にて検討し

た．その結果，運動鍛練者のDHEA 排泄量およ

びdeoxy！7KS 排泄量は一般女子に比して明らか

に少なかった．また，自然生成する有小核リンパ

球とX 線照射による有小核リンパ球の出現率は，

25　fMもしくは2．5μM のDHEA およびDHEAS

で変わらなかった．

本研究の結果，継続的な激しいトレーニングに

よってDHEA 血中濃度が低下することが示唆さ

れた．しかし，小核試験では，　DHEA お よび

DHEAS の濃度による明らかな抗酸化力の違いは

認められなかった．

緒　言

我々は，これまでに健康成人女性を対象として

尿中に排泄される　dehydroepiandrosterone

（DHEA ）を測定し，正常な女性にも約20 ％に

DHEA 排泄高値者が存在することを認めた1）．ま

た，尿中排泄量は血中におけるDHEA 濃度を反
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映することを示 した2），DHEA はACTH 刺 激に

よって副腎皮質で産生 される弱い男性 ホルモンで，

女性にとっては主たる男性ホルモンで ある．臨床

的にはDHEA の著しい高値で多毛 症 や男性的な

体格が形成されることが報告されてい る胞 また，

近年になって，DHEA は抗酸化作用，抗 ガン作用，

長寿，抗心筋梗塞作用，免疫作用，犹 骨粗 鬆症作

用などとの関連で注 目される ようにな っている．

しかし，その明確な作用 についてはい まだに明ら

かではない．

DHEA の抗酸化作用についての報告 では，グル

コース6 リ ン酸脱水 素酵素（G6PDH ）の活性を

阻害し，　NADPH の生成を抑制するた めに，フリ

ーラジカルの生成を妨げるというもの や4）・5）・6），

ヒドロキシルラジカルのスカベンジャ ーになると

いう報告 もある 剔 また，　Boccuzzi ら8 ）の報告

によると，ラット にDHEA を投与す ると，銅 イ

オンの刺激によって惹起される脂質過 酸化が抑え

られたという．さらに放射線照射によ り，乳腺組

織の発ガンイニシェ ーションを行った雌ラットに，

女性 ホルモン剤 を投与 すると，　96 ％ の高率に乳

ガンを発生することが報告されている が，このプ

ロモ ーション期間中に0 ．6％DHEA を 混ぜた餌で

ラットを飼育すると，乳ガンの発生率 が35 ％ ま

で低下し，統計的 に有意な予防効果が認められた

という9）．

し かし，運動時の酸化反応との関 連でDHEA

の作用について研究した報告は少な く，　1990 年

にSchauer ら ㈱ がラット にDHEA 液 を投与し，

その後の抗酸化酵素の活性変化をみた ものがある

が，他はほとんど検討されていない．
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前述のように血中におけるDHEA の濃度には

明らかな個人差が存在することと，血中DHEA

濃度の高い者は平均余命が長く，かつ免疫能力が

高いという報告から11），血中のDHEA が酸化ス

トレスに対しても，有利に働いている可能性が考

えられる．そこで，我々は血中DHEA 濃度の個

人差と，　DHEA の抗酸化能について検討するため

に，まず，運動鍛練者のDHEA 産生とDHEA 濃

度の検討を行った 高強度の運動を行っている鍛

練者と，日頃運動を行っていない一般女性の

DHEA 血中濃度の比較を行い，次にDHEA の血

中濃度の違いが，X 線照射によって引き起こされ

る二次的な酸化ストレスによってDNA の損傷・

修復能にどのような影響を及ぼすかをin　vitroの

実験によって検討した．

1 ．方　法

試薬：DHEA ，　DHEA －sulfate　（DHEAS ），

androstenedione　（ASD ），　Androsterone　（An ），

Etiocholanolone 　（Et ），サルフアターゼ，N －

tetracosane ，サイ トカラシンB ，ギムザ液は

Sigma 社製を用いた．　Testosterone　（T），ジメチ

ルスルフォキシド（DMSO ），酢酸ナトリウム，

水酸化ナトリウム，クロロホルム，ジクロロメタ

ン，ヘキサン，クレアチニン測定用キットは和光

純薬社製，　RPMI1640 ，子牛血清，抗生物質，グ

ルタミン，　HBSS はGIBCO 社製を用いた．　TMS

誘導化 剤 は東 京化 成製，　Ficoll －Paque は

Pharmacia　Biotech社製を使用した．　WIL2－NS培

養細胞（ATCC　no ．CRL8155）は，　A．A．Morleyの

研究室（Finders　Medical　Centre，　Bedford　Park，

運動鍛練者

球　　　　技

陸上 長 距 離

ボ　 ー　 ト

n ＝80

n －11

n ＝43

n ＝18

n ＝16

Australia）より取り寄せた．

1 ，1　DHEA 排泄量の検討

対象 ：対象は，本研究の目的を説明し研究協力

の同意が得られた，健康若年女性（以下一般女子）

80 名 と，体育学部もしくは実業 団に所属し，週

に4 回以上3 時間程度の運動を行っている同年代

の女子 （以下鍛練者）77 名であ った．鍛練者は

運動の種類 によって，球技選手（バスケットボー

ル11 名，バレ ーボール11 名，サッカ ー6 名，テ

ニス15 名，計43 名），陸上長距離選手 （18 名），

ボート選手（16 名）の3 群に分け た．なお，鍛練

者はいず れも高校，大学と継続的 に部活動を行っ

ていた者である（表1 ）．

尿中DHEA および代謝産物の測定：Pike ら12）

の方法によりガスクロマトグラフ ィ法にて実施し

た，すなわち，尿2 ．5　MをpH5 ．15に調整，サルフ

ァターゼを加え加水分解を行い， クロロホルムで

抽出，　0．1N水酸化 ナトリウ ムお よび蒸留水で洗

浄，クロロホルム層 を窒素気流下 にて乾固した．

内 部標 準物 質 としてN －tetracosane を添 加 し，

TMS 誘導化剤を加え√100 ℃30 分間イ ンキ丘二

ベ ート後，ヘキサン0 ．2㎡ にて溶解，1 μ1をガス

クロマトグラフ（GC －17A，検出器FID　：　島津製

作所製） に注入した．キャピラリ ーカラムはTC

－1　0．25皿ti　X　30m　96　0．25　／im　（GL サイエンス製）

を用いた．本法によるDHEA ，　An ，　Et定量の再

現性はそれぞれCV3 ．2　％，　1．8％，　2．6％と良好で

あった 尿試料の採取は，全対象者の卵胞期，午

前 （8 ～11 時） に行い ，　DHEA お よびdeoxy

17KS 　（DHEA 十An 十Et ）の排泄量を測定した．

表1　 被検者の身体特性

21．6士0．7
20．1土1．6
19．5土0．9
21．3士2．5

20．5±1．2

157．5士5．0

162．4土4．5

163．0土4．4

160．1士4．3

163．4±4．3

51．2 士8 ．2

54．6　土7 ．5

57．3　土6 ．7

45．6　±3j

57．7　±4 ．0

20．6士2．8
20．7土2．3
21．5土2．0
17．8士1．1
21．6±1．3
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鍛練者においては通常トレーニング期間の練習開

始前安静時に卵胞期午前尿を採取した．ステロイ

ドホルモン排泄量に関する検討はクレアチニン比

を用いた．

過酸化脂質の測定：同チームで練習を行ってい

るボート選手11 名の血清過酸化脂質の測定は，

外注（SRL 株に委託：TBA 酸法）にて行った．

1 ．2　1n　vitro系による抗酸化能の検討

リンパ球DNA 酸化損傷の測定：血中DHEA 濃

度の個人差モデルとして，　WIL2 －NS培養細胞を

使い，サイトカラシンB を用いた小核試験法にて

検討した13）．　WIL2 －NS細胞（5 ×105 個lid　in

HBSS ）に低濃度モデルとして2．5μM と高濃度モ

デルとして25 μM のDHEA を加え，1 時間37 ℃

でインキュベートした．また，コントロールとし

てDHEA 無添加のものも作成した．さらに生体

内でDHEA から生成されるDHEAS ，　ASD ，　Tに

おける影響についても検討した．その後，軟X 線

装置（OM12QRS ，オーミック社製）を用い，

0．5GyのX 線を照射するものとしないものを作り，

HBSS で細胞を洗浄後，　RPMI1640 培地（10 ％

FCS ，　1％抗生物質，1 ％グルタミン）に入れ，

サイトカラシンB （終濃度4 ．5μglud）を加え，

37 ℃，　5　％C02 の条件下で42 時間インキュベー

トした 培養後，　DMSO を加え（終濃度5 ％以下），

懸 濁し，サ イト スピン（Shandon　Southern

Products．　Cheshire，　UK匚にかけ，ギムザ染色を行

った．この標本を600 倍の顕微鏡下で観察して1

つの細胞中に2 個の核を有する細胞を500 個以上

カウントし，その中の小核を有する細胞（有小核

リンパ球）の出現率を算出した．なお，分析は

triplicateで行った．

統計：2 群間における尿中ステ匕lイド排泄量の

平均値の差の検定には，対応のないStudentのt検

定を行った また，鍛練者の尿中ステロイド排泄

量および有小核リンパ球の出現率の検定には，一
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元配置の分散分析を用い，有意な分散がみられた

ものに関してはposthocテストを行った．いずれ

も危険率5 ％未満をもって有意と判定した．

2 ．結　果

2 ．1　DHEA 排泄量の検討

尿DHEA 排泄量 は鍛練者の方が一 般女子 より

も有 意に少 なかった （pcO ．OOl）． ま たdeoxy

17KS 排泄量もDHEA 排泄量と同様な結果となり，

鍛練者の排泄量は一般女子との間に有 意差 を認め

た（p＜0．001，図1 廴 鍛練者の中では 陸上長距離

選手のDHEA 排泄量がボート 選手よ りも低い傾

向はあったが有 意差は認められなかっ た（図2 ）．

図3 に一般女子と鍛練者のDHEA 排 泄量のヒス

ト グラムを示した．過去のDHEA 排 泄量の報告

より】），0．75μg／mg’cr以上をDHEA 排泄高値群，

0．75μg／mg　・　cr以下をDHEA 排泄低値 群として2
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DHEA 排泄量のヒストグラム
ロDHEA 排泄低値者　　朧DHEA 排泄高値者

分すると，分布はいずれもDHEA 排泄低値に集

中し，右側に尾を引く形となったが，一般女子で

はDHEA 排泄高値者が全体の約20 ％　（80人中18

人）存在したのに対して，鍛練者では約6 ％　（77

人中5 人）であった．これより継続的に運動を続

けている者は，血中DHEA 量が有意に低下する

ことが示唆された．

2 ．2　 血清過酸化脂質の検討

ボート選手16 名のうち，4 名がDHEA 排泄高

値群に含まれたため，この4 名を含む同一チーム

のボート選手11 名について，血中過酸化脂質量

を測定し，　DHEA 排泄高値者と低値者で比較を行

った．しかし両群間に明らかな違いはみられなか

った．

2 ．3　1n　vitro 系 による抗酸 化 能 の検 討

図4 に自 然生 成 す る （－Xray ）有 小 核 リ ンパ

球 の出現 率 の結果 を示 し た．低 濃 度モ デ ルにおい

て は，　DHEA 添 加 にお ける有小 核 リ ンパ球 の出現

率 は コ ント ロ ール と変 わらず ，　DHEAS ，　ASD ，

－T につい て も変 化は みら れな かっ た ．‥‥また↓‥‥高濃

度 モデ ル におい て も低濃 度モ デル 同様 の結果 であ

っ た ．図5 にはX 線照 射 （十Xray ） に よる有 小

核リ ンパ球 の出現 率を示 した．低 濃 度モデ ルにお

い ては， いず れの ステロ イドで も変化 は みら れな

j

60

40

20

呂 匚　　K　N 囗 § 匸

y　　　　　　　　　a　改　゛

図4　 自然生成による有小核リンパ球の出現率

DHEA　：　dehydroepiandrosterone，　DHEAS　：　DHEAsulfate

ASD　：　androstenedione，　T　：　testosterone

口2 ．5μM　　 朧25 μM
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図5　X 線照射による有小核リンパ球の出現率

DHEA　：　dehydroepiandrosterone，　DHEAS　：　DHEAsulfate

ASD　：　androstenedione，　T　：　testosterone

口2 ．5μM　 讓25 μM

＊p≪0．05　　＊＊＊p＜0．001

かったが，高濃度モデルにおいては，T とASD

で明らかな増加を示した．X 線照射による2 次的

酸化損傷を与えても，　DHEA およびDHEAS の血

中濃度によって，有小核リンパ球の出現率は低下

せず，抗酸化作用は認められなかった．しかし，

DHEA から代謝変換されるT およびASD は血中

に高濃度に存在した場合，種々の酸化ストレスに

よってDNA ダメージを引き起こす可能性が示唆

された．

3 ．考　察

運動時 の酸素消費量は安静 時に比し て，最大

20 倍まで増加し，活性酸素の発生が一層高まる

と考えられる．運動時間，強度が高くなればより

多 くの活性酸素が発生するこ とが予測される．そ

こで，運動鍛練者のDHEA 濃度が，運動時に惹

起される活性酸素に対する抗酸化力 を検討するた

め に，まず運動者のDHEA 　（S）排泄量を検討し

た．今回対象となった運動鍛練者77 名のDHEA

（S）排泄量は，一般女子に比して明らかに低値を

示し，0ブ75μg／cr‘mg 以上はわずか5 名で，うち4

・名 はボート選手であった．　Pestellら ㈱ は長期的

な運動ストレスにより，血中ACTH の上昇をみ
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ており，　Luger らI5’，　Witeertら16）も運動鍛練者

は安静時の血中ACTH 濃度が高いこ とを報告し

ている．長期間の運動によって，血中コルチソー

ル濃度は，　ACTH の分泌 に伴って増加したという

ものが多い．一方，運動鍛練者の血中DHEA 濃

度に関しては報告が少なく結果も統一 されていな

い1 ．6）．し かし，運動 に限らず，長期 ストレスで

血中コルチゾ ールは上昇，　DHEA 　（S ）濃度は低

下するというのが一般的な見解のようである11）．

一過性の運動時には，多 くの研究者が 運動中，運

動終了直後にACTH ，コルチゾ ール，　DHEAS ，

ASD ，　T等の血中濃度の上昇 を認めている18）・呻，

20） 同じ，　ACTH の支配下にあ りなが ら，長期

ストレスによってコルチゾールとDHEA （S）が

まったく異なる動態を示 すのは興味深 い．運動鍛

練者のDHEA くS）排泄量が少ない理 由につい て

は，今回の結果からは明らかにできないが，多 く

の血中抗酸化物質が，継続的な運動に より低値を

示すことから，　DHEA 　（S） も他の抗酸化物質と

同様に抗酸化剤として働いている可能性 も考えら

れる．今 回，　DHEA 排泄高値を示した鍛練者5 名

のうち4 名はボート選手であり，この4 名を含 む

同一チ ームの11 名について，血中過酸化脂質量

を測定した．DHEA 排泄高値群と低値群の2 群で

比較したが，両者の間には明らかな違 いはみられ

なかった．今後，他の血中抗酸化物質 等について

も血中DHEA 量と比 較検討する必要 がある と思

われる．

DHEA の抗酸化作用については，現 在のところ

まだ統一された見解は得られていない が，前述の

ように，その働 きを大別すると，鋼イ オンによっ

て惹起されるヒドロキシラジカル等の活性酸素種

に対し てDHEA が直接作用して，脂 質過酸化を

抑えるというもの7）・8）・21）と，核酸合 成に必要な

G6PDH の活性をDHEA が阻害するた めに，間接

的に活性酸素の生成を抑制するという もの4）・5）・6）

と，　DHEA が種々の抗酸化酵素の生成 に関与する
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という報告がみられる10）．しかし，その一方で，

DUE 　Aによって活性酸素が生成されるという報告

も散見される22）・23）．

DHEA およびDHEAS は，ヒトをはじめとする

霊長類には他の動物種に比してかなり高い血中濃

度で存在しているステロイドである．また，微弱

ながらも男性ホルモン作用があることも知られ，

その活性は両者ともT の5 ％程度と考えられてい

る．本来，ステロイドホルモンの作用は，核内受

容体にリガンドとして結合することで発揮される．

しかし，　DHEA については，まだその受容体がク

ローニングされておらず，　DHEA が末梢組織で強

い生理活性を持つT やジヒドロテストステロン，

もしくはエストロジェンに変化することでその作

用を発揮するという説が有力である11）．そこで，

今回，我々はヒト培 養系リンパ球を用いて，

DHEA およびその生成ステロイドの抗酸化力につ

いて検討した．DHEAS はDHEA の100 ～200 倍

近い濃度で血中に存在しており，その濃度はおよ

そ2．5～10μM であったので2），低濃度モデルとし

て2j μM ，高濃度モデルを25μM に設定した．X

線照射による2 次的な酸化損傷に対する抑制効果

は，　DHEA およびDHEAS おいては認められなか

ったL　しかし，高濃度T では1 時間という短いイ

ンキュベーションで，X 線照射後の有小核リンパ

球の出現率が明らかに増加し，高濃度ASD でも

わずかながら有小核リンパ球出現率が増加したこ

とから，男性ホルモン作用が強い程，酸化損傷を

増幅させる可能性が考えられた．これらの作用が，

ステロイドホルモンの構造上の問題なのか，また

は核内受容体と結合してからの作用であるか，そ

の他の化学的反応であるかは，今回からの結果か

らは明らかでない．今回の系においては，　DHEA

（S）自身には明らかな抗酸化力は認められられず，

また，逆に酸化促進の影響もみられなかった．し

かし，　DHEA はASD ，　Tの前駆体であるため，

血中DHEA 濃度が著しく高く，かつASD やT へ

の変換が高いと，　DNA の酸化損傷につながる可

能性が示唆された．　DHEA は，欧米においては健

康食品として販売されており，日本においてもサ

プリメントとして注目されている物質である．経

口投与はDHEA のみならず，　T，　ASD の血中濃

度を上昇させることも考えられ，その使用には注

意が必要と思われる．

4 ．結　 論　　卜

1 ．今回，我々は血中DHEA 濃度の個人差と，

DHEA の抗酸化能について検討するために，運動

鍛練者めDHEA 産生 とDHEA 濃度の検討を行っ

た

2 ．　DHEA 産生を反映す ると考えられる尿中

deoxy 　17KS と血 中DHEA 量 を反 映す る尿 中

DHEA （S ）は，運動 の種類ではその値に明らか

な違いはみられなかった．しかし，一般女子と比

較すると，運動鍛練者のDHEA 産生量，血中濃

度はいずれも明らかな低値を示した．

3 ．血中DHEA 濃度 の個人差 モデルとして，

リンパ球WIL2 －NS 培養細胞 を用い，　DHEA 濃度

の違いが，酸化ストレスに対してどのように影響

するかを小核試験法にて検討した．　DHEA および

その体内変換ステロ イドであるDHEAS とASD ，

T の高濃度お よび低濃度液について検討した結果，

DHEA およびDHEAS の濃度の違いによって酸化

損傷度に変化 はみられなかった．しかし，2 次的

酸化損傷を与えた場合，　ASD ，　T は高濃度で有小

核細胞の出現率が高くなった√
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