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緒論 

薬物の研究開発は、規制の強化や競争の激化に伴い、期間は長期化し、費用は増加する一方

で、新たに承認される薬物の数は停滞しており、生産性の低下が課題となっている。薬物候補の

研究開発が中止される主な原因として、臨床試験における薬効の不足に加え、前臨床試験、臨床

試験、市販後の各過程で同定される安全性上のリスクが挙げられる（Roberts et al., 2014）。特に

前臨床試験から初期臨床試験の段階では、安全性上のリスクが原因となって薬物の研究開発が

中止される例が多く（Cook et al., 2014）、対策が求められている。 

薬物の非臨床安全性試験では、薬物がヒトに及ぼしうる安全性上のリスクを評価することを

目的として、薬物の生体中の各器官・組織への機能的・形態学的な影響とその用量依存性を、ラ

ット、マウスなどのげっ歯類や、サル、イヌなどの非げっ歯類を用いて評価する。評価指標とし

ては、一般状態、体重、血液生化学的検査、臓器重量、病理組織学的検査などを用いる。薬物の

影響が認められた場合、特にその毒性学的意義が否定できず、影響が発現する用量と薬効用量と

の乖離も小さい場合には、認められた影響の発現機序を究明し、ヒトへの外挿性を検討するとと

もに、鋭敏かつ特異性の高い安全性バイオマーカーの同定が必要となる。 

安全性バイオマーカーは、臨床試験で薬物の影響を非侵襲的にモニターし、リスクを管理す

ることを目的として、または非臨床試験で毒性を早期に検出し、より安全な薬物候補を効率的に

探索することを目的として使用される。近年、分子生物学およびオミックス解析を含む解析技術

の進歩により、新たな安全性バイオマーカーの同定が可能となっており、新しいより優れた安全

性バイオマーカーは、薬物の研究開発の生産性を改善する上で重要な役割を果たすことが期待

されている（Anadón et al., 2019）。 

非臨床安全性試験では、薬物の内分泌系への影響も評価される。内分泌系には、下垂体、甲

状腺、上皮小体や膵内分泌腺のほか、副腎が含まれる。副腎は皮質と髄質に区別され、皮質は

さらに組織学的に、外側から球状帯、束状帯、網状帯に区別される。皮質の各層では、レニン-

アンジオテンシン系や血中カリウム濃度、下垂体から分泌される副腎皮質刺激ホルモン
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（ACTH）の刺激を受けて、それぞれ鉱質コルチコイド、糖質コルチコイド、アンドロゲンを

含む副腎ステロイドホルモンが合成・分泌される。これらのステロイドホルモンは、電解質バ

ランス、糖代謝、脂質代謝の調整など、生命の維持に必要な役割を幅広く担っている。一方副

腎髄質は、主にクロム親和性細胞および神経節細胞からなり、皮質から分泌された糖質コルチ

コイド、および交感神経による刺激を受けて、エピネフリン、ノルエピネフリンなどのカテコ

ールアミンを合成・分泌する。カテコールアミンは、心拍数や血圧の増加、気管支の収縮、グ

リコーゲン分解等を引き起こす。 

ヒトの副腎皮質におけるステロイドホルモンの合成経路を図 0-1 に示す。副腎皮質では、ス

テロイドホルモンの合成原料であるコレステロールが、エステル化された状態で脂肪滴とし

て、細胞質内に貯蔵されている。また、ミトコンドリアおよび滑面小胞体には、シトクロム

P450（CYP）や脱水酸化酵素を含む複数のステロイド合成酵素が分布する。皮質の各層におい

て、コレステロールがこれらの酵素によって段階的に代謝されることで、最終産物として鉱質

コルチコイドであるアルドステロン、糖質コルチコイドであるコルチゾール、およびアンドロ

ゲンであるアンドロステンジオンが合成される。一方、ラットおよびマウスの副腎では、コル

チゾールおよびアンドロゲン（DHEA、アンドロステンジオン）の合成に必要な CYP17 が発現

しないため、主要な糖質コルチコイドとしてコルチコステロンが合成され、アンドロゲンは合

成されない（Inomata and Sasano, 2015）。合成されたステロイドホルモンの大部分は、細胞内に

貯蔵されることなく速やかに血中に分泌されることから、ステロイドホルモンの血中濃度は当

該のホルモンの合成速度を反映するとされる。 
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図 0-1）ヒト副腎におけるステロイドホルモン合成経路（Rosol et al., 2001） 

CYP：シトクロム P450、HSD：ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ、17-OH PREG：

17-ヒドロキシプレグネノロン、17-OH PROG：17-ヒドロキシプロゲステロン、DHEA：デヒド

ロエピアンドロステロン 

 

副腎が腫瘍や感染症、自己免疫疾患などにより傷害された場合や、ステロイド合成酵素が先

天的に欠損した場合、または下垂体からの ACTH 分泌が低下した場合などには、副腎皮質にお

けるステロイドホルモンの合成・分泌は低下し、副腎不全となる。副腎不全では、電解質バラン

スや糖代謝、脂質代謝の異常とともに、易疲労感、体重減少、消化器症状、血圧低下、低血糖な

どの症状が発現し、重度の場合には致死的となる（Charmandari et al., 2014）。 

また、副腎は内分泌系において、薬物による毒性の標的になりやすいとされており（Ribelin, 

1984; Briggs et al., 2015）、その原因として以下が考えられている（Harvey, 2016）。 

・ 血流が豊富なため、薬物の曝露を受けやすい。 

・ コレステロール、ステロイドが多量に存在するため、脂溶性薬物が分布しやすい。 
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・ 不飽和脂肪酸が多量に存在するため、脂質過酸化の影響を受けやすい。 

・ CYP 酵素が多量に存在するため、薬物の代謝により毒性物質が生じる、または活性酸素が

生じやすい。 

 

副腎内では皮質、特に束状帯および網状帯が薬物の影響を受けやすく（Brändli-Baiocco et al., 

2018; Capen, 2007）、その主な機序はステロイド合成阻害によるものと考えられている（Harvey, 

2016）。薬物による副腎皮質でのステロイド合成阻害は、ヒトでは致命的な影響を及ぼしうる。

例として、抗痙攣薬として用いられていたアミノグルテチミド、および麻酔薬として用いられて

いたエトミデートは、副作用として副腎皮質におけるステロイド合成を阻害することで、副腎不

全を誘発し、投与された患者が死亡したことが報告されている（Harvey, 2016）。 

一方で、薬物の副腎ステロイド合成への影響は、性ステロイド合成への影響に比較して軽視

されており、その評価法は限られ、特異性が高く鋭敏な手法が新たに求められている（Hinson and 

Raven, 2006）。In vivo における副腎ステロイド合成への影響の評価法の一つとして、実験動物で

は従来、コルチコステロンまたはコルチゾールの血中濃度の測定が実施されてきた（Inomata and 

Sasano, 2015）。しかし、コルチコステロンやコルチゾール単体の測定では、副腎におけるステロ

イド合成の変化を鋭敏に検出することは困難であり（Yarrington and Reindel, 1996）、また認めら

れた変化の発現機序を推測することも困難であった。 

ヒトでは、ステロイド合成酵素の欠損による先天性副腎疾患において、当該の欠損酵素によ

って代謝されるべきステロイド前駆体の血中濃度が増加することが知られており、これらの疾

患の診断に、ステロイド前駆体の血中濃度の測定が実施されている（New, 2004）。ステロイド合

成酵素が薬物によって阻害される場合でも、先天性副腎疾患と同様にステロイド前駆体の血中

濃度が増加することが予想されるが、実験動物では、測定に用いる抗体の特異性や採取できる試

料の量に限界があり、前駆体の測定はほとんど実施されていなかった。 

ステロイドの測定には従来、放射免疫測定法（RIA）や酵素免疫測定法（ELISA）などの免疫
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学的手法が用いられてきたが、これらの手法は、必要な試料量が多いこと、特異性が低いこと、

放射性物質を使用することなどの欠点があった。近年では、ステロイドの測定に質量分析法が用

いられる場合が増えてきている（Shackleton, 2010）。質量分析によるステロイド測定は、前駆体

を含む複数のステロイドを、特異性高く、わずかな試料量で一括して測定することを可能とした

（Kushnir et al., 2010; Maeda et al., 2013）。このことから、本測定法は、試料の量に限界がある実

験動物においても、前駆体を含む複数のステロイドを特異性高く測定することで、薬物による副

腎ステロイド合成への影響の評価に有用となる可能性が考えられた。 

本研究では、この質量分析によるステロイド一括測定法の、薬物による副腎ステロイド合成

への影響の評価、特に機序の究明および安全性バイオマーカー探索における有用性を検討する

ことを目的として、種々の機序により副腎ステロイド合成に影響する薬物を、非臨床安全性試験

で頻繁に用いられる動物種であるラットおよびサルに投与した後、前駆体を含むステロイドの

血中濃度を一括測定し、血液生化学的検査や病理組織学的検査などの他の安全性評価指標と合

わせて、薬物の影響を評価した。 
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第一章 ケトコナゾール投与ラットにおけるコルチコステロンおよびその前駆

体の血中濃度変化 

序 

まず本章では、前駆体を含むステロイドの血中濃度の質量分析による一括測定が、非臨床安

全性試験で用いる動物種でも可能であること、また薬物による副腎ステロイド合成への影響の

評価における有用性を簡易的に検証することを目的として、副腎ステロイド合成に影響する陽

性対照薬物一剤をラットに投与した後、ステロイドの血中濃度を一括測定した。 

動物種としては、非臨床安全性試験でげっ歯類として最も頻繁に使用されるラットを選択し

た。性別は、性周期の影響が小さいと考えられる、雄を選択した。 

ラットの副腎では、主要な糖質コルチコイドとしてコルチコステロンが、皮質の束状帯およ

び網状帯で合成される。コルチコステロンは、まずコレステロールが CYP11A によってプレグ

ネノロンに、次に HSD3B によってプロゲステロンに、次いで CYP21 によってデオキシコルチ

コステロンに、最後に CYP11B1 によって代謝されることで合成される（Rosol et al., 2001; Harvey 

and Sutcliffe, 2010）。また副腎内では、特に束状帯および網状帯が薬物の影響を受けやすく

（Brändli-Baiocco et al., 2018; Capen, 2007）、その主な機序はステロイド合成阻害によるものと考

えられている（Harvey, 2016）。 

これらのことから、陽性対照薬物としては、CYP 酵素を非特異的に阻害することで副腎ステ

ロイド合成を阻害する（Johansson et al., 2002）、ケトコナゾールを用いた。測定対象ステロイド

は、ラットの束状帯および網状帯で合成される主要な糖質コルチコイドであるコルチコステロ

ン、およびその前駆体であるプレグネノロン、プロゲステロンならびにデオキシコルチコステロ

ンとした。さらに、ステロイドの血中濃度の変化との関連性を調べることを目的として、副腎に

おける病理組織学的変化、およびステロイド合成酵素（CYP11A1、CYP21、HSD3B1、HSD3B2、

CYP11B1）の遺伝子発現変化を調べた。 
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材料と方法 

薬物 

ケトコナゾールは和光純薬工業（大阪、日本）から購入した。 

 

動物 

7週齢の雄のSprague–Dawley (Crl:CD)ラットを日本チャールス・リバー（神奈川、日本）

から購入し、1週間の馴化期間を設けた。動物は、24±2℃、相対湿度55±10％、各12時間の明

期（8-20時）/暗期（20-8）周期に制御された飼育室で、ケージ当たり1匹または2匹ずつ飼育

した。ラットには市販のペレット飼料（CRF-1、オリエンタル酵母工業、東京、日本）およ

び水道水を自由に摂取させた。 

 

動物実験 

動物実験のスケジュールをTable 1-1に示す。 

８週齢の雄ラットを、対照群とケトコナゾール群に１群あたり５匹ずつ、無作為に割り当て

た。ケトコナゾールは0.5％メチルセルロース（MC）溶液に懸濁し、最終濃度を30 ｍg/mLとし

た。ケトコナゾール群の動物には、150 mg/kg（投与容量5 mL/kg）のケトコナゾールを、午前10

時頃に1日1回、7日間反復強制経口投与した。用量は過去の報告に基づいて設定した（Shin et al., 

2006）。対照群の動物には、0.5％MC溶液（投与容量5 mL/kg）を同じ方法で投与した。 

投与期間中、投与前に1日1回、一般状態を観察した。また、投与開始前および投与開始2日後、

ならびに剖検日に体重を測定した。最終投与の６時間後に、非麻酔下で尾静脈から約１ mLの血

液を採取した。最終投与の24時間後に、ラットを非麻酔下で断頭し、体幹血を採取した。抗凝固

剤としてEDTAを用いて、血液の遠心により血漿を分離し、使用時まで-80℃で保存した。 

上記の動物実験は大日本住友製薬の動物実験委員会による承認を受けた。 
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病理組織学的検査 

断頭採血後（最終投与の24時間後）、両側の副腎および胸腺を摘出した後、肉眼的に検査し、

重量を測定した。また、剖検当日の体重を用いて、体重に対する相対臓器重量を計算した。病理

組織学的検査のため、右副腎を10％中性緩衝ホルマリンで固定し、パラフィンに包埋した後、組

織切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）で染色し、光学顕微鏡で観察した。 

副腎について、Histofine Simple Stain Rat MAX PO（MULTI）（ニチレイバイオサイエンス、東

京、日本）を用いた酵素標識ポリマー法による免疫染色も実施した。一次抗体として、抗

Adipophilinマウスモノクローナル抗体（クローンAP-125、Progen Biotechnik、ハイデルベルク、

ドイツ）および抗ラットKi-67マウスモノクローナル抗体（クローンMIB-5、Dako、グロストラッ

プ、デンマーク）を使用した。抗原賦活化のため、圧力鍋を用いて切片を0.01Mクエン酸緩衝液

（pH 6.0）中で加熱した。核染色はヘマトキシリンで行った。被膜を含む副腎皮質のうち、無作

為に選択した400倍の8視野について、Ki-67陽性細胞の数を計数し、1視野当たりの平均陽性細胞

数を算出した。 

 

定量的逆転写 PCR（qRT-PCR）による mRNA 発現解析 

各群の5匹中4匹（動物番号の昇順で選択した）の左副腎をRNAlater（QIAGEN、東京、日本）

に浸し、-80℃で保存した。その後、QIAGEN miRNeasy mini kit（QIAGEN）を用いてTotal RNA

を抽出した。さらに、NanoDrop 2000分光光度計（Thermo Scientific、エプソム、英国）を用いて

試料中RNA濃度を測定し、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent Technologies、ヴァルトブロン、ドイ

ツ）を用いて試料中RNAの品質を評価した。 

qRT-PCRに使用したプライマーをTable 1-2に示す。各プライマーの塩基配列の特異性は、アガ

ロースゲル電気泳動後の単一バンドの存在、および各qRT-PCR反応後に行われた融解曲線分析

における単一ピークの存在によって確認した。cDNA合成およびその後のqRT-PCRは、QuantiFast 

SYBR Green RT-PCRキット（Qiagen、ヒルデン、ドイツ）およびApplied Biosystems 7500リアル
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タイムPCRシステム（Applied Biosystems、フォスターシティ、カリフォルニア、米国）を用いて

行った。サーマルサイクラー反応条件は、50℃、10分間（RT）、95℃、5分間（酵素不活性化）、

95℃、10秒間および60℃、34秒間の40サイクルとした。各測定は２回行った。 

遺伝子発現の差は、対照群と比較した変化倍数として表し、内因性対照としてGAPDHを用い

た2-ΔΔCt法により計算した。 

 

コルチコステロンおよび前駆体の血漿中濃度の測定 

血漿（200 μL）中のコルチコステロン、デオキシコルチコステロン、プロゲステロン、および

プレグネノロンの濃度は、タンデム質量分析計（Triple Quad 6500、AB Sciex、フラミンガム、マ

サチューセッツ、米国）を組み合わせた液体クロマトグラフ（Nexera、島津製作所、京都、日本）

（LC-MS/MS）を用いて、一括測定した。 

 

統計解析 

体重、胸腺および副腎の重量、Ki-67陽性細胞数、mRNA発現レベル、ならびに血中ステロイ

ド濃度について、群ごとの平均値および標準偏差を計算し、群間の差をSAS v9.2（SAS Institute、

ケーリー、ノースカロライナ、米国）を用いて以下のように検定した。まず、群間の分散の均一

性を、F検定を用いて確認した（有意水準15％）。等分散の場合はスチューデントのt検定を適用

し、等分散でない場合はウェルチのt検定を適用した。定量限界未満の値を含む血漿中ステロイ

ド濃度については、ウィルコクソンの検定を適用した。特に記載しない場合は、両側検定を適用

し、有意水準を5％とした。 
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結果 

ケトコナゾールの投与期間を通じて、死亡個体は認められず、一般状態の異常または体重変

化もみられなかった。ケトコナゾール群の副腎は腫大し、黄白色を呈していた。ケトコナゾール

群の副腎の絶対および相対重量は、対照群よりも有意に高く、約 1.9 倍であった（Table 1-2）。ま

たケトコナゾール群では、胸腺の絶対重量は有意に低く、対照群の約 83％であったが、相対重

量に変化はなく、肉眼的な異常も認められなかった。 

副腎の病理組織学的変化を Figure 1-1 に示す。ケトコナゾール群では、束状帯/網状帯の肥厚

が認められた。これらの層の細胞は、顕著に腫大し、空胞化していた。束状帯/網状帯における

空胞の縁は、Adipophilin に陽性であった。また、ケトコナゾール群では対照群に比べ、皮質に

おける Ki-67 陽性細胞数の有意な増加が認められた（Figure 1-2）。 

副腎におけるステロイド合成酵素の mRNA 発現の変化を Figure 1-3 に示す。ケトコナゾール

群では、CYP11A1 の mRNA 発現は対照群よりも約 1.4 倍高かったが、HSD3B1/2、CYP21、およ

び CYP11B1 の発現は 2 群間で同程度であった。 

コルチコステロンおよびその前駆体の血漿中濃度の変化を Figure 1-4 に示す。対照群では、コ

ルチコステロンに比較して前駆体の血漿中濃度は概して低値であった。最終投与の 6 時間後、ケ

トコナゾール群で、デオキシコルチコステロンの血漿中濃度が対照群よりも約 119 倍高かった。

またケトコナゾール群では、プロゲステロンの血漿中濃度も、対照群より約 2.9 倍高かった。一

方、コルチコステロンまたはプレグネノロンの血漿中濃度に対照群と有意な差はなかった。最終

投与の 24 時間後では、いずれのステロイドの濃度にも、群間で有意な差は認められなかった。 
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考察 

本章では、ケトコナゾールを投与したラットにおけるコルチコステロンおよびその前駆体の

血中濃度の変化、副腎における病理組織学的変化およびステロイド合成酵素の mRNA 発現変化

を調べた。 

病理組織学的に、ケトコナゾール群では束状帯/網状帯が肥厚し、これらの領域の細胞は顕著

に腫大、空胞化していた。空胞は、脂肪のマーカーである Adipophilin（Obert et al., 2007）に陽性

であったことから、脂肪滴と判断した。ケトコナゾール投与ラットで副腎皮質刺激ホルモン

（ACTH）の血中濃度の増加が報告されており（Burrin et al., 1986）、また ACTH が副腎に対する

栄養作用を有し、副腎ステロイド合成酵素、特に CYP11A1 の発現を促進することも知られてい

ること（Rosol et al., 2001; Holt, 2008; Miller and Bose., 2011）から、今回認められた Ki-67 陽性細

胞数の増加および CYP11A1 の mRNA 発現の増加は、ACTH の増加によって引き起こされた可

能性が考えられた。 

慢性的なストレスに起因して副腎の肥大/過形成が非特異的に生じること、また胸腺が萎縮す

ることがよく知られている（Harvey and Sutcliffe, 2010; Elmore, 2012）。今回、ケトコナゾール群

では胸腺の絶対重量がわずかに低かったが、相対重量に有意な変化はなかった。また、ケトコナ

ゾール群では一般状態の異常または体重変化も認められなかった。したがって、今回認められた

副腎肥大/過形成が慢性的なストレスによって生じた可能性は低いと考えられた。 

ステロイドの濃度測定に用いた血漿は、200 μL と微量ではあったが、対照群、ケトコナゾー

ル群とも、前駆体を含むステロイドの濃度を感度よく測定することが可能であった。このことか

ら、前駆体を含むステロイドの血中濃度の質量分析による一括測定は、ラットにおいても可能で

あることが確認された。 

デオキシコルチコステロンの血中濃度は、ケトコナゾール最終投与の 6 時間後に、対照群に

比較して顕著に高かった。同時点ではプロゲステロンの血中濃度もケトコナゾール群でわずか

に高かったが、その変化は生理学的変動の範囲内であり、ごく軽微であると考えられた。プレグ
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ネノロンおよびコルチコステロンの血中濃度に有意な変化はなかった。 

ラット副腎において、主要な糖質コルチコイドであるコルチコステロンは、束状帯/網状帯で

コレステロールから合成される（Hanukoglu, 1992; Hinson and Raven et al., 2006）。これらの層で

は、コレステロールはまず CYP11A によってプレグネノロンに、次に HSD3B によってプロゲス

テロンに、次いで CYP21 によってデオキシコルチコステロンに、最後に CYP11B1 によってコル

チコステロンに代謝される（Rosol et al., 2001; Harvey and Sutcliffe, 2010）。CYP11B1 を欠くヒト

（New, 2004）およびマウス（Mullins1 et al., 2009）では、血中のデオキシコルチコステロン濃度

が高値を示すことが報告されている。また、CYP11B1 の阻害薬であるメチラポンは、ラットの

血中デオキシコルチコステロン濃度を増加させる（Colby et al., 1970）。ケトコナゾールも

CYP11B1 を阻害し（Loose et al., 1983; Johansson et al., 2002）、ヒトで血中のデオキシコルチコス

テロン濃度を増加させることが報告されている（Engelhard et al., 1985）。したがって、今回認め

られたケトコナゾール投与による血中デオキシコルチコステロンの増加は、CYP11B1 の阻害を

介したデオキシコルチコステロンのコルチコステロンへの代謝障害によるものと考えられた。 

デオキシコルチコステロンの増加は、最終投与後 24 時間までに消失したが、この時点までに

ケトコナゾールの血中濃度が減少すること（Hamdy and Brocks, 2009）、またケトコナゾールによ

る CYP 酵素の阻害が可逆的であること（Yan et al., 2002）に起因した可能性が考えられる。 

CYP21 欠損マウス（Gotoh et al., 1988）および HSD3B 阻害薬であるトリロスタンを投与され

たラット（Potts et al., 1978）で報告されているように、CYP21 または HSD3B の阻害により、そ

れぞれプロゲステロンおよびプレグネノロンの血中濃度が増加する。一方、本章の実験ではプロ

ゲステロンおよびプレグネノロンの血中濃度に明らかな変化がなかったことから、これらの酵

素に対するケトコナゾールの影響は、CYP11B1 に対するよりも弱いと考えられた。 

ケトコナゾール群の血中コルチコステロン濃度は対照群と比較して有意な変化はなかったが、

これは個体間のばらつきが大きかったことが一因と考えられた。この結果は、ラットへのケトコ

ナゾールの 7 日間投与がコルチコステロンの血中濃度に影響しなかったとする過去の報告と一
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致する（Burrin et al., 1986）。また、血中コルチコステロイド濃度は、副腎ステロイド合成阻害の

鋭敏なマーカーではないことが知られている（Yarrington and Reindel, 1996）。以上の結果は、副

腎ステロイド合成に対するケトコナゾールの影響を評価するために、血中デオキシコルチコス

テロン濃度がコルチコステロン濃度よりも鋭敏なマーカーであることを示している。 

ケトコナゾール投与は、CYP11B1 を含むステロイド合成酵素の mRNA 発現レベルを減少させ

なかった。ケトコナゾールは、CYP 酵素と結合することで酵素活性を阻害することが報告され

ているが（Higashi et al., 1987; Johansson et al., 2002）、酵素の mRNA 発現レベルは必ずしも酵素

活性の変化を反映しないことも知られている（Sanderson, 2006）。 

このように、病理組織学的変化、mRNA 発現レベル、およびステロイドの血中濃度の変化は、

副腎ステロイド合成の阻害およびそれに対する代償性変化を反映していると考えられた。 

結論として、コルチコステロンとその前駆体の血中濃度の質量分析による一括測定は、ラッ

トにおいても可能であることが確認された。また、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃度の一

括測定は、ラット副腎ステロイド合成に対するケトコナゾールの影響を、コルチコステロン単独

の測定よりも鋭敏に評価できることが示された。さらに、前駆体を含む各ステロイド濃度の変化

を比較することによって、ステロイド合成のどの段階が投与薬物によって阻害されたかを推測

することが可能であった。したがって、前駆体を含む副腎ステロイドの一括測定は、薬物による

副腎ステロイド合成の影響を鋭敏に評価し、その作用機序を検討する上で、有用な手法となりう

ることが示された。 



 
 

Table 1-1. Experimental schedule 

 Day 1 2 3 4-6 7 8 

  Before or after the dosing (BD/AD) BD AD BD AD BD AD BD AD BD AD   

Dosing KET/MC      
  

Examination Clinical sign  
 

 
 

 
 

 
 

 
   

 
Body weight  

   
 

     
  

Blood sampling 
         

 

(6h) 

 

(24h)  
Necropsy 

          
 

(24h) 

                

: Conducted 

Numbers in parenthesis mean hours after last dosing. 



 
 

Table 1-2. Primers used for quantitative real time-PCR 

Target GenBank  

Accession No. 

Primer sequence (5’-3’) 

 

CYP11A1 NM_017286 F: GGGCAACATGGAGTCAGTTT 

R: TTTCCTCGGCATCTGAAC 

CYP21 NM_057101 

XM_001076389 

F: CGACCCCAGATACTAGATGGAAAG 

R: AATTCCTGGGTCAGCTGCTC 

HSD3B1 M38178 F: TGGTGCAGGAGAAAGAACTG 

R: AGACATCAATGACAGCAGCG 

HSD3B2 NM_001042619.1 F: GAACCTATTGGAGGCCGGTAT 

R: TCTTCCTCACGGCCATTCAG 

CYP11B1 NM_012537 

XM_346808 

F: ACCATGGAAGCCAGCCATTT 

R: CATGAGCTGTGTGGTGGACT 

GAPDH NM_017008  

XM_216453 

F: AGCCAAAAGGGTCATCATCT 

R: GGGGCCATCCACAGTCTTCT 

F, Forward; R, Reverse 
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Table 1-2. Body weight and organ weight changes after ketoconazole administration 

  Body  Adrenal gland  Thymus  

  weight          

    AB  RE  AB  RE  

  (g)  (mg)  (mg/100g)  (g)  (g/100g)  

Control n 5  5  5  5  5  

 Mean 313  51  16.4  0.60  0.19  

 S.D.   8   6   1.8  0.05  0.02  

            

Ketoconazole n 5  5  5  5  5  

 Mean 310  97**  31.2**  0.50*  0.16  

 S.D.  18  10  3.1  0.07  0.03  

            

AB, Absolute weight; RE, Relative weight to body weight 

*p < 0.05. **p < 0.01. 
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Figure 1-1. Adrenal cortex of a rat from the control group and from the ketoconazole group. 

Compared with the control group (A), the zona fasciculata (ZF) and zona reticularis (ZR) are thicker 

and stained pale in the ketoconazole group (B) on HE sections. The distinction between ZF and ZR is 

obscure. Med, medulla. (C) and (D) are higher magnifications of (A) and (B), respectively. In the 

ketoconazole group (D), cells in ZF are severely vacuolated and swollen. Inset shows higher magnification 
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of affected cells. Immunohistochemically, the rim of the vacuoles in ZF and the zona glomerulosa (ZG) is 

positive for adipophilin both in the control (E) and ketoconazole groups (F). Inset shows higher 

magnification of affected cells. 
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Figure 1-2. Changes in the number of Ki-67-positive cells in the adrenal cortex after ketoconazole 

administration.  

Compared with the control group (A), higher number of Ki-67-positive cells (arrowheads) are seen 

mainly in the outer cortex in the ketoconazole group (B). ZF, zona fasciculata; ZG, zona glomerulosa. The 

results of Ki-67-positive cell count (C). Data are shown as the mean ± standard deviation (n = 5/group), 

and (*) indicates a statistically significant difference from the control (p < 0.05). 
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Figure 1-3. Changes in the mRNA expression levels of steroidogenic enzymes in the adrenal gland 

after ketoconazole administration. 

Data are shown as the mean ± standard deviation (n = 4/group). GAPDH was used as an endogenous 

control. (**) indicates statistically significant difference from the control (p < 0.01). 
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Figure 1-4. Changes in the plasma concentrations of corticosterone and its precursors after 

ketoconazole administration. 

Data are shown as the mean ± standard deviation (n = 5/group). (*) indicates a statistically significant 

difference from the control (p < 0.05). 
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第二章 副腎ステロイド合成に影響する各種薬物投与ラットにおけるコルチコ

ステロンおよび前駆体の血中濃度変化 

序 

第一章では、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃度の質量分析による一括測定が、ラ

ットにおいても可能であることを確認した。また一括測定により、CYP 酵素を非特異的に

阻害する薬物であるケトコナゾール投与の副腎ステロイド合成への影響を、鋭敏に評価でき、

またその機序についての洞察も得られることを示した。 

本章では、薬物による副腎ステロイド合成への影響の評価法として、前駆体を含むステ

ロイドの血中濃度の一括測定の有用性をさらに検証することを目的として、各種の機序に

より副腎ステロイド合成に影響する複数の陽性対照薬物をそれぞれラットに投与し、ステロ

イドの血中濃度を一括測定した。 

ラット副腎におけるステロイド合成経路を、使用した陽性対照薬物およびそれらの作用

機序とともに Figure 2-1 に示す。ラット副腎の束状帯/網状帯では、主要な糖質コルチコイド

としてコルチコステロンをコレステロールから合成する（Hanukoglu, 1992; Hinson and Raven, 

2006）。ラットでは、コレステロールは、主に血中の高密度リポタンパク質（HDL）に由来

するか、または脂肪滴に貯蔵されているコレステロールエステルの、中性コレステロールエ

ステラーゼ（nCEH）による加水分解によって供給される（Latendresse et al., 1993; 

Wickramaratne et al., 1998; Nishizato et al., 2014）。血中 HDLから副腎へのコレステロールの

取り込みは、副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）によって促進される（Gwynne, 1976）。コレス

テロールは、まず CYP11A によってプレグネノロンに、次いで HSD3B によってプロゲステ

ロンに、さらに CYP21 によってデオキシコルチコステロンに、最後に CYP11B1 によって

コルチコステロンに代謝される（Rosol et al., 2001; Harvey and Sutcliffe, 2010）。 

陽性対照薬物としては、nCEH 阻害薬であるリン酸トリクレジル（TCP）、CYP11A 阻害
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薬であるアミノグルテチミド（AG）、HSD3B 阻害薬であるトリロスタン（TRL）、CYP11B1

阻害薬であるメチラポン（MET）、CYP11B1を含むCYP阻害薬であるケトコナゾール（KET）、

グルココルチコイド受容体阻害薬であるミフェプリストン（MIF）を用いた。 

試験デザインは、ステロイド一括測定の毒性試験への組込みの可能性を想定して、一般

毒性試験に類似したものとした。測定対象ステロイドは、ラットの主要な糖質コルチコイドで

あるコルチコステロン、およびその前駆体であるプレグネノロン、プロゲステロンならびにデオ

キシコルチコステロンとした。また血液生化学的検査および副腎の病理組織学的検査を含む

他の安全性評価指標の変化とステロイドの変化との関係も調べた。 
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材料と方法 

薬物 

陽性対照薬物として用いた TCP、AG、TRL、MET、KET、MIFの副腎への作用機序、供

給源、媒体および用量は Table 2-1 に示した。 

 

動物 

6~7 週齢の雄の Sprague–Dawley (Crl:CD)ラットを日本チャールス・リバー（神奈川、日

本）から購入し、1週間以上の馴化期間を設けて使用した。動物は、24±2℃、相対湿度 55±10％、

各 12時間の明期（8-20 時）/暗期（20~8時）周期に制御された飼育室で、ケージあたり 1 ま

たは 2匹ずつで飼育した。ラットには市販のペレット飼料（CRF-1、オリエンタル酵母、東

京、日本）および水道水を自由に摂取させた。 

 

動物実験 

動物実験のスケジュールをTable 2-2に示す。 

８週齢のラットを、媒体群および薬物群に１群あたり５匹ずつ無作為に割り当てた。動

物に媒体または薬物を、午前 10 時頃に１日１回、７日間反復強制経口投与した。投与容量

は５ mL/kg とした。投与期間中、投与前に 1 日 1 回、一般状態を観察した。また、投与開

始前および投与開始 2 日後、ならびに剖検日に体重を測定した。最終投与の６時間後に、非

麻酔下で約 0.5 mLの血液を尾静脈から採取した。最終投与の 24時間後、イソフルラン吸入

による深麻酔下で腹部大動脈から採血した後、放血によりラットを安楽死させ、剖検した。 

剖検時に、両側の副腎および胸腺を摘出した後、肉眼的に検査し、重量を測定した。ま

た、剖検当日の体重を用いて、体重に対する相対臓器重量を計算した。 

抗凝固剤としてヘパリンまたは EDTA を用い、血液の遠心によって血漿を分離した。分

離した血漿は、使用時まで-80℃で保存した。 
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上記の動物実験は大日本住友製薬の動物実験委員会による承認を受けた。 

 

血液生化学的検査 

最終投与の 24時間後に採取した血漿について、自動分析装置（JCA−BM1650、日本電子、

東京、日本）を用いて、グルコース（Glu）、総コレステロール（T-Cho）、トリグリセリド（TG）、

リン脂質（PL）、ナトリウム（Na）およびカリウム（K）を測定した。 

 

病理組織学的検査および画像解析 

右副腎を 10％中性緩衝ホルマリンで固定した。パラフィンに包埋後、薄切し、ヘマトキ

シリン・エオジン（HE）で染色し、光学顕微鏡で観察した。 

副腎の HE 染色標本について、バーチャルスライドスキャナ（Aperio ScanScope AT2、Leica 

Biosystems Imaging、ビスタ、カリフォルニア、米国）を用いて全体画像を取得し、ImageScope

ソフトウェア（Leica Biosystems Imaging）を用いた画像解析により、空胞化部分の面積を定

量した。画像解析では、空胞（脂肪滴）を「核」として認識するよう設定した Nuclear Algorithm

（version 9.1、Leica Biosystems Imaging）を使用した。束状帯/網状帯全体を解析領域として

抽出し、空胞の総面積を定量した。次いで、全解析面積に対する空胞の総面積の比を計算し、

副腎の空胞化指数（Vacuolation index）とした。 

 

ステロイドの血漿中濃度の測定 

最終投与の 6 時間後に採取した 50 μlの血漿を用いて、タンデム質量分析計（Triple Quad 

6500、AB Sciex、フラミンガム、マサチューセッツ、米国）と組み合わせた液体クロマトグ

ラフ（Nexera、島津製作所、京都、日本）（LC-MS/MS）を用いて、コルチコステロン、デオ

キシコルチコステロン、プロゲステロン、およびプレグネノロンの血漿中濃度を一括測定し

た。 
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統計解析 

体重、血液生化学的検査値、臓器重量、副腎空胞化指数および血漿中ステロイド濃度の

平均値および標準偏差を計算し、各値を SAS v9.2または v9.3 ソフトウェア（SAS Institute、

ケーリー、ノースカロライナ、米国）を用いて以下のように統計的に解析した。 

まず、薬物群とそれぞれの媒体群との間の分散の均一性を、F 検定を用いて確認した（有

意水準 25％）。等分散の場合はスチューデントの t 検定を適用し、等分散でない場合はウェ

ルチの t 検定を適用した。 定量下限（LLOQ）を下回る血漿ステロイド濃度は LLOQ/2 に設

定し、ウィルコクソンの検定を用いて解析した。特に記載しない場合は、両側検定を適用し、

有意水準を 5％とした。 
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結果 

一般状態と体重 

投与期間を通じて、死亡個体は認められず、また KET 群が投与開始後 2 日からわずかな

体重減少を示したことを除いて、一般状態の異常または体重変化は認められなかった。 

 

血液生化学的検査 

Table 2-3 に血液生化学的検査の結果を示す。総コレステロールは TCP 群および AG 群で

高かったが、MIF 群では低かった。トリグリセリドは MET 群と KET 群で低く、リン脂質

も KET 群と MIF 群で低かったが、リン脂質は TCP 群で高かった。また、KET 群ではナト

リウムの高値、カリウムの低値が認められた。ナトリウムは MIF 群では低値であったが、

その変化の小ささと、MIF群で標準偏差が小さかったことを考慮すると、偶発的な差である

と考えられた。 

 

剖検および臓器重量 

副腎は AG 群と KET 群で腫大し、退色していた。また、副腎の腫大は TRL 群と MIF群

でも認められた。TCP 群または MET 群に異常はみられなかった。Table 2-4 は臓器重量を示

す。副腎重量は TCP 群を除いて高かった。どの群においても胸腺重量に有意な変化はみら

れなかった。 

 

病理組織学的検査および画像解析 

TCP 群および AG 群の副腎の病理組織像を Fig. 2-2 に示す。副腎の束状帯/網状帯の空胞

化が、TCP 群、AG 群、および KET 群で認められた。形態学的特徴から、空胞は脂肪滴で

あると考えられた。空胞化は、AG 群および KET 群では細胞肥大を伴っていた。束状帯/網

状帯の細胞は、TRL群、MET 群、および MIF群では空胞化を伴わずに肥大していた。画像
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解析により、TCP 群、AG 群、および KET 群で束状帯/網状帯の空胞化面積の有意な増加が

確認された（Fig. 2-3）。 

 

ステロイド血漿中濃度 

コルチコステロンおよび前駆体の血漿中濃度の変化を Figure 2-4 に示す。TRL 群のプレ

グネノロン、ならびに MET 群および KET 群のデオキシコルチコステロンの濃度は、媒体

群よりも 30 倍以上高かった。TRL 群および MET 群ではプロゲステロン濃度も高値を示し

たが、その程度はプレグネノロンおよびデオキシコルチコステロンよりも小さかった。コル

チコステロン濃度に有意な変化は認められなかった。 
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考察 

本章では、各種の機序で副腎ステロイド合成に影響を及ぼす複数の薬物をそれぞれラッ

トに投与し、コルチコステロンおよび前駆体の血中濃度の変化を調べた。 

副腎の変化が、慢性的ストレス反応の結果として非特異的に認められることはよく知ら

れている。しかし、本章の研究結果では、最終体重が KET 群でわずかに低かった以外、一

般状態の異常は認められず、またストレス下で容易に萎縮する胸腺の重量にも有意な変化

はなかった（Harvey and Sutcliffe, 2010; Elmore, 2012）。したがって、今回認められた副腎の

変化がストレス反応によって引き起こされた可能性は低いと考えられた。 

TCP 群では血中ステロイド濃度に変化はなかったが、副腎の脂肪化（空胞化）が認めら

れた。TCP はラット副腎のコレステロールエステル濃度を増加させることが報告されてい

る（Latendresse et al., 1993）。このことから、脂肪滴の蓄積はコレステロールエステルの蓄積

によって引き起こされたと考えられた。また、TCP 群では総コレステロールとリン脂質が

高値を示した。副腎の主要な nCEH であるホルモン感受性リパーゼ（HSL）が欠損したマウ

スで血中総コレステロールの増加が報告されているが、これはコレステロール代謝の阻害

によるものと考えられている（Li et al., 2002）。TCP 群では、副腎重量に変化はなく、束状

帯/網状帯の細胞肥大も認められなかった。TCP 投与はラットにおいてコルチコステロン濃

度の変化は起こさないと報告されており（Latendresse et al., 1995）、これは nCEH が阻害さ

れても、新たに合成されたコレステロールがステロイド合成に利用されるためと推測され

ている（Rosol et al., 2001）。また、HSL欠損マウスでは、ACTH 投与後を除いて、血中のコ

ルチコステロン濃度に野生型マウスと有意な差がなかったことが報告されている（Li et al., 

2003）。したがって、nCEH 阻害単独ではコルチコステロン合成に対する影響は弱く、束状

帯/網状帯の細胞肥大などの代償性変化を起こしづらい可能性が考えられた。 

AG 群では、血中ステロイド濃度の変化は明らかではなかったが、副腎の脂肪化が認めら

れた。AG はラット副腎中のコレステロールおよびコレステロールエステルの濃度を増加さ
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せることが報告されている（Szabó et al., 1974）。したがって、今回認められた脂肪化は、コ

レステロールまたはコレステロールエステルの蓄積によって引き起こされたと考えられた。

血中総コレステロールの高値は、コレステロール代謝の阻害によって引き起こされたと考

えられた。TCP 群とは異なり、AG 群ではヒトの先天性リポイド副腎過形成症において観察

されるように（Bose et al., 1996）、脂肪化は束状帯/網状帯の細胞肥大を伴っていた。 

TRL群では、過去の報告（Potts et al., 1978）と同様、血中プレグネノロン濃度が著しく

高かった。血中プレグネノロン濃度の増加は、ヒトにおける HSD3B 欠損症の顕著な特徴で

ある（Cavanah and Dons, 1993）。したがって、プレグネノロン濃度の高値は、TRL による

HSD3B 阻害によるものと考えられた。予想外に、TRL群では血中プロゲステロン濃度も高

かったが、その変化の程度はプレグネノロンよりも低かった。ヒトの HSD3B2 欠損症では、

17-ヒドロキシプロゲステロン濃度の増加が観察されることが知られており、これは増加し

た 17-ヒドロキシプレグネノロンが肝臓の HSD3B1 によって代謝されることによると考え

られている（Miller and Auchus, 2010）。したがって、今回認められたプロゲステロン濃度の

高値は、TRL の半減期が短いこと、HSD3B に対する影響が可逆的であること（McGee and 

Shaw, 1992; Potts et al., 1978）、および TRLの HSD3B2 に対する影響が HSD3B1 よりも弱い

ことに起因し（Thomas et al., 2011）、蓄積されたプレグネノロンからの合成の亢進によって

生じた可能性が考えられる。また、副腎の重量増加と肥大が観察され、ステロイド合成阻害

への代償的変化であると考えられた。 

MET 群および KET 群において、デオキシコルチコステロンの血中濃度は著しく高かっ

た。これは過去の報告（Colby et al., 1970）および第一章の結果とも一致していた。血中デオ

キシコルチコステロン濃度の増加は、ヒトおよびマウスにおける CYP11B1欠損の特徴の一

つである（New, 2004; Mullins et al., 2009）。したがって、今回認められた血中デオキシコル

チコステロン濃度の高値は、CYP11B1 阻害によって引き起こされたと考えられた。MET 群

における血中プロゲステロン濃度の高値の原因は不明であった。血液生化学的検査の結果、
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KET 群で血中ナトリウムの高値とカリウムの低値が認められた。本研究のMET 群では認め

られなかったが、MET を 1 日 2回投与したラットで同様の変化が報告されている（Colby et 

al., 1970）。また、高血圧および低カリウム血症が CYP11B1 欠損症のヒトで観察されること

が知られており、それらは鉱質コルチコイド活性を有するデオキシコルチコステロンの増

加に起因する（Vinson, 2011）。したがって、電解質の変化はデオキシコルチコステロンの増

加によるものと考えられた。トリグリセリドおよびリン脂質の低値の原因は不明であった。

病理組織学的には、AG 群でみられたように、副腎の束状帯/網状帯の脂肪化および細胞肥大

が KET 群で認められた。一方 MET 群では、副腎重量が増加し、細胞肥大が示唆されたが、

脂肪化は認められなかった。CYP11B1欠損マウス（Mullins et al., 2009）、および他の CYP11B1

阻害薬であるオシロドロスタットを投与したラット（Li et al., 2015）では、副腎肥大が脂肪

化を伴わずに認められたことが報告されている。したがって、CYP11B1 阻害単独では一般

に脂肪化を引き起こさず、KET 群で認められた脂肪化は、CYP11A のような他の CYP 阻害

（Johansson et al., 2002）によるものと推測された。 

MIF 群では、血中ステロイド濃度の変化は明らかではなかった。しかしながら、過去の

報告と一致して（Tamura et al., 2009）、束状帯/網状帯の細胞肥大が認められた。肥大、なら

びに総コレステロールの低値は、糖質コルチコイド受容体の拮抗作用に対する代償性変化

と考えられた。リン脂質の低値の原因は不明であった。 

全体として、前駆体ステロイドの血中濃度の変化は、コルチコステロン濃度の変化より

も明瞭であった。HSD3B 阻害薬である TRL、または CYP11B1 阻害薬である MET および

KET を投与し、血中ステロイド濃度を一括測定することにより、前駆体ステロイドの濃度

が顕著に増加することを明らかにした。対照的に、これら阻害薬の投与による血中コルチコ

ステロン濃度の有意な変化はみられなかった。コルチコステロイドの血中濃度は、副腎ステ

ロイド合成阻害の鋭敏なマーカーではないことが知られている（Yarrington and Reindel, 1996: 

Hinson and Raven, 2006）。したがって、少なくとも HSD3B阻害薬および CYP11B1 阻害薬を



36 
 

投与した場合には、副腎ステロイド合成への影響を評価するために、前駆体ステロイドの血

中濃度はコルチコステロン濃度よりも鋭敏であることが示された。 

また、血中ステロイド濃度の変化は、投与薬物の作用機序を反映していた。著しく増加

した前駆体ステロイドは、投与薬物の阻害標的となる酵素によって代謝されるものであっ

た。したがって、血中ステロイド濃度の変化パターンから、投与薬物の副腎への作用機序に

関する洞察を得ることができると考えられる。 

結論として、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃度一括測定は、薬物による副腎ステ

ロイド合成への影響を鋭敏に評価し、またその作用機序を検討する上で、有用な手法となる

ことを示すことができた。 



 
 

Table 2-1. The positive control drugs and dose levels used in this study 

Drug 
Mode of  

actiona) 
Supplierb) Vehiclec) 

Dose level 

(mg/kg/day) 
Reference 

Tricresyl phos- 

phate (TCP) 

nCEH  

inhibitor 
TCI Corn oil 700 

NTP d) 

(1994) 

Aminoglute- 

thimide (AG) 

CYP11A  

inhibitor 
TRC 0.5% MC 125 

Ng et al. 

(2013) 

Trilostane  

(TRL) 

HSD3B  

inhibitor 
Selleck 1% GT 40 

Potts et al. 

(1978) 

Metyrapone  

(MET) 

CYP11B1  

inhibitor 
Sigma 0.5% MC 400  

Ketoconazole  

(KET) 

CYPs  

inhibitor 
Wako 0.5% MC 150  

Mifepritsone  

(MIF) 

GR  

antagonist 
TCI 0.5% MC 150 

Tamura et al. 

(2009) 

a) nCEH: Neutral cholesterol ester hydrolase; HSD3B: Hydroxysteroid dehydrogenase 3B; GR: 

Glucocorticoid receptor 

b) TCI: Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan); TRC: Toronto Research Chemicals (North York, ONT, 

Canada); Selleck: Selleck Chemicals (Houston, TX, US); Sigma: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, US); 

Wako: Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) 

c) Corn oil (Sigma-Aldrich); 0.5% MC: 0.5% water solution of methylcellulose (Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan); 1% GT: 1% water solution of gum tragacanth (Nacalai Tesque) 

d) NTP: National Toxicology Program



 
 

Table 2-2. Experimental schedule 

 Day 1 2 3 4-6 7 8 

  Before or after the dosing (BD/AD) BD AD BD AD BD AD BD AD BD AD   

Dosing Drug/Vehicle      
  

Examination Clinical sign  
 

 
 

 
 

 
 

 
   

 
Body weight  

   
 

     
  

Blood sampling (steroid measurement) 
         

 

(6h) 

  

 Blood sampling (blood biochemistry)            

(24h)  
Necropsy 

          
 

(24h) 

                            

: Conducted 

Numbers in parenthesis mean hours after last dosing. 

 

 



 
 

Table 2-3. Blood biochemistry 

Drug 
Glu 

(%) 

T-Cho 

(%) 

TG 

(%) 

PL 

(%) 

Na 

(%) 

K 

(%) 

Vehicles 100 ± 7 100 ± 12 100 ± 32 100 ±  8 100 ± 1 100 ± 5 

TCP 95 ± 11 149 ± 22** 60 ± 22 117 ± 11* 100 ± 1 100 ± 7 

AG 90 ± 8 135 ± 10** 61 ± 27 113 ± 11 101 ± 1 100 ± 5 

TRL 98 ±  9 89 ±  8 105 ± 29 93 ±  3 100 ± 1 105 ± 7 

MET 98 ±  7 109 ± 10 39 ± 15** 99 ± 10 100 ± 1 104 ± 7 

KET 93 ±  10 103 ± 13 23 ± 10** 84 ±  8* 102 ± 1* 84 ± 7** 

MIF 111 ± 11 78 ± 13* 77 ± 22 83 ± 11* 99 ± 0** 98 ± 4 

Glu: Glucose; T-Cho: Total cholesterol; TG: Triglyceride; PL: Phospholipid; Na: Sodium; K: Potassium 

*p<0.05; **p<0.01; N = 5 

The values are shown as the percentage of the mean ± standard deviation compared with the mean of the 

concurrent vehicle control group. 
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Table 2-4. Body weight and organ weights 

Drug 
Final body weight 

(%) 

Adrenal glands Thymus 

AB (%) RE (%) AB (%) RE (%) 

Vehicles 100 ±   5 100 ± 13 100 ± 13 100 ± 20 100 ± 21 

TCP 95 ± 10 107 ±  5 112 ± 9 81 ± 19 84 ± 16 

AG 101 ±   8 156 ± 33* 157 ± 31** 103 ± 22 106 ± 24 

TRL 102 ±   7 134 ± 23* 130 ± 21* 91 ± 19 90 ± 20 

MET 101 ±   7 122 ± 13* 124 ± 10* 109 ± 14 107 ± 13 

KET 88 ± 11 250 ± 42** 292 ± 85** 98 ± 28 112 ± 24 

MIF 98 ±   9 143 ± 35* 148 ± 31* 102 ± 34 100 ± 33 

AB: Absolute weight; RE: Relative weight to body weight 

*p<0.05; **p<0.01; N = 5 

The values are shown as the percentage of the mean ± standard deviation compared with the mean of the 

concurrent vehicle control group. 
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Table 2-5. Summary of the results 

Drug 
Blood 

biochemistry 

Adrenal  

weight 
Adrenal histology 

Plasma 

Steroid 

TCP T-Cho, PL↑ ― 
Lipidosis of zona 

fasciculata/reticularis 
― 

AG T-Cho↑ ↑ 
Lipidosis and hypertrophy of 

zona fasciculata/reticularis 
― 

TRL ― ↑ 
Hypertrophy of zona 

fasciculata/reticularis 

Pregnenolone↑↑ 

Progesterone↑ 

MET TG↓ ↑ ― 
Deoxycorticosterone↑↑ 

Progesterone↑ 

KET 
Na↑ 

TG, PL, K↓ 
↑ 

Lipidosis and hypertrophy of 

zona fasciculata/reticularis 
Deoxycorticosterone↑↑ 

MIF T-Cho, PL↓ ↑ 
Hypertrophy of zona 

fasciculata/reticularis 
― 

↑↑: Markedly high; ↑: High; ↓: Low; ―: Within normal limit 
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Figure 2-1. The steroidogenic pathway in the rat adrenal gland.  

The modes of action of the drugs used in this study are also shown. ACAT: Acyl-CoA: cholesterol 

acyltransferase; HSL: Hormone-sensitive lipase. 
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Figure 2-2. Histopathological images of the adrenal cortex of a rat from the vehicle, TCP, and AG 

groups (HE).  

The zona fasciculata/reticularis of the adrenal glands were vacuolated in the TCP and AG groups. The 

vacuolation was accompanied with hypertrophy in the AG group. The insets show higher magnifications of 

the affected cells. 
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Figure 2-3. Image analysis of the vacuolation of the zona fasciculata/reticularis. 

The data are shown as the percentage of the mean ± standard deviation compared with the mean of the 

concurrent vehicle control group (n = 5/group). (**) indicates statistically significant difference from the 

vehicle control (p < 0.01). 
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Figure 2-4. Changes in plasma concentrations of corticosterone and its precursors.  

The data are shown as the percentage of the mean ± standard deviation compared with the mean of the 

concurrent vehicle control group (n = 5/group). (*) and (**) indicate statistically significant difference from 

the vehicle control (*p < 0.05; **p < 0.01). 
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第三章 ケトコナゾール投与ラットの ACTH 投与下または非投与下におけるコ

ルチコステロンおよびその前駆体の血中・副腎濃度の用量依存的・経時的変化 

 

序 

第一章および第二章の研究では、前駆体を含む複数の副腎ステロイドの血中濃度の一括

測定が、薬物による副腎ステロイド合成への影響を検出する鋭敏な方法であり、またその

機序の研究にも有用であることを示した。しかし、薬物の影響は単一の用量および時点で

評価したのみであり、血中ステロイド濃度の変化の用量依存性および推移は不明であっ

た。また CYP11A 阻害薬であるアミノグルテチミドなど一部の薬物については、血中ステ

ロイド濃度の変化は明らかではなかった。さらに、ステロイドの血中濃度が副腎濃度を反

映したものかが不明であった。 

本章では、薬物投与による血中ステロイド濃度の変化の用量依存性および推移を明らか

にすることを目的として、複数用量のケトコナゾールをラットに単回または反復投与した

後、経時的にステロイドの血中濃度を一括測定した。また、ステロイド合成への影響の検出感

度を向上させることを目的として、副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）をケトコナゾールととも

にラットに投与し、ステロイドの血中濃度の変化をケトコナゾール単独投与時の変化と比較し

た。さらに、ステロイドの血中濃度と同時に副腎濃度を測定し、それらの相関を調べた。 

ケトコナゾールは、CYP 酵素を非特異的に阻害することで副腎ステロイド合成を阻害す

る（Johansson et al., 2002）。第一章および第二章の研究において、ラットへの単独投与で

は、CYP11B1 阻害を介すると考えられる血中デオキシコルチコステロン濃度の著しい増加

が認められた一方で、他の CYP 酵素に対する影響は血中ステロイド濃度の変化からは明ら

かではなかったことから、陽性対照薬物として選択した。ACTH は、下垂体から分泌さ

れ、副腎における糖質コルチコイドの合成を促進するホルモンであり、副腎のステロイド
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合成能を評価する目的で ACTH 刺激試験に用いられる（Harvey and Sutcliffe, 2010）。測定対

象ステロイドは、ラットの主要な糖質コルチコイドであるコルチコステロン、およびその前

駆体であるプレグネノロン、プロゲステロンならびにデオキシコルチコステロンとした。 
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材料と方法 

薬物 

ケトコナゾールは和光純薬工業（大阪、日本）および東京化成工業（東京、日本）から、

ACTH（1-24）は Bachem（ブーベンドルフ、スイス）から購入した。 

 

動物および飼育 

日本チャールズリバー（神奈川、日本）から購入した雄の Sprague–Dawley (Crl:CD)ラッ

トを使用した。ラットには市販のペレット飼料（CRF-1、オリエンタル酵母、東京、日本）

および水道水を自由に摂取させた。 

実験１では、各 12時間の明期（8~20時）/暗期（20~8時）周期の部屋で、動物をケージ

当たり 1 匹または２匹ずつ飼育した。 

実験２では、午前 8 時点灯、午後 6 時消灯の部屋で、動物をケージ当たり５匹ずつ飼育

した。 

 

動物実験 

実験 1 

８週齢のラットをケトコナゾール投与群と 0.5%メチルセルロース（MC）溶液投与（媒

体対照）群に無作為に割り当てた。ケトコナゾールの用量は 15、50、および 150 mg/kg とし

た。高用量はこれまでの研究に基づいて選択し、中および低用量は約 3 の公比を用いて選択

した。群構成および動物実験のスケジュールをそれぞれ Table 3-1 および Table 3-2 に示す。

ケトコナゾール投与群の動物には、ケトコナゾールを午前 10 時頃に１日１回、1 日（単回

投与群）または７日間（反復投与群）、強制経口投与した（ケトコナゾール群）。ケトコナゾ

ールは 0.5％MC に懸濁し、投与容量は 5 mL/kg とした。媒体対照群の動物には、同容量の

0.5％ MC を投与した（MC 群）。 
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投与期間中、投与前に 1 日 1 回、一般状態を観察した。投与開始前および投与開始 2 日

後、ならびに剖検日に体重を測定した。 

ケトコナゾールの単回または７日間の反復投与終了の 1、3 および 6 時間後に、非麻酔下

で最大 0.5 mLの血液を尾静脈から採取した。抗凝固剤として EDTA を用いて、血液の遠心

により血漿を分離し、使用時まで-80℃で保存した。 

最終投与の約 24 時間後、イソフルラン吸入による深麻酔下で放血によりラットを安楽死

させ、剖検した。剖検時に、両側副腎および胸腺を摘出し、肉眼的に検査した後、重量を測

定した。また、剖検日の体重を用いて体重に対する相対臓器重量を計算した。臓器重量測定

後、副腎を 10%中性緩衝ホルマリン（NBF）で固定した。 

 

実験 2 

６週齢のラットをケトコナゾール群および MC 群に無作為に割り当てた。群構成および

動物実験のスケジュールをそれぞれ Table 3-3 および Table 3-4 に示す。ケトコナゾール群の

動物には、150 ㎎/kg のケトコナゾールを、午前 9～10 時に単回強制経口投与した。ケトコ

ナゾールは 0.5% MC に懸濁し、投与容量は 5 mL/kg とした。ケトコナゾール投与の５時間

後、ラットに生理食塩水または 0.4 ㎎/kgの ACTH を皮下投与した。ACTH は生理食塩水に

溶解し、投与容量は１ mL/kg とした。MC 群の動物には、0.5% MC の単回投与に続いて生

理食塩水または ACTH を皮下投与した。 

ケトコナゾール投与前に体重を測定し、ケトコナゾール投与６時間後の採血前に一般状

態を観察した。 

ケトコナゾール投与の６時間後（ACTH 投与の１時間後）に、非麻酔下で尾静脈から約

250 μL の血液を採取した。抗凝固剤として EDTA を用いて、血液の遠心により血漿を分離

し、使用時まで-80℃で保存した。 

採血後に、イソフルラン吸入による深麻酔下で放血によりラットを安楽死させ、剖検し
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た。剖検時に、両側副腎を摘出し、肉眼で検査した後、重量を測定した。その後、副腎を液

体窒素中で凍結し、使用時まで-80℃で保存した。 

 

上記の動物実験は大日本住友製薬の動物実験委員会による承認を受けた。 

 

病理組織学的検査および画像解析 

実験１では、10% NBFで固定された副腎をパラフィン包埋し、切片にした後、ヘマトキ

シリン・エオジン（HE）で染色し、光学顕微鏡で検査した。 

副腎の HE 染色標本について、バーチャルスライドスキャナ（Aperio ScanScope AT2、Leica 

Biosystems Imaging、ビスタ、カリフォルニア、米国）を用いて全体画像を取得した。皮質空

胞化の画像解析は、ImageScope ソフトウェア（Leica Biosystems Imaging）を用いて実施した。

束状帯/網状帯において、空胞全体の面積（V）は、Nuclear Algorithm（version 9.1、Leica 

Biosystems Imaging）を用いて定量した。空胞を除く組織面積（T）は、Positive Pixel Count 

Algorithm（version 9.1、Leica Biosystems Imaging）を用いて定量した。空胞を含む全組織面

積に対する空胞全体の面積の比（100（%）×V/(Ｖ＋Ｔ））を空胞化指数（Vacuolation index）

とした。 

 

ステロイドの血中および副腎濃度の測定 

実験１および２の両方において、タンデム質量分析計（Triple Quad 6500または 6500 +、

AB Sciex、フラミンガム、マサチューセッツ、米国）と組み合わせた液体クロマトグラフ

（Nexera、島津製作所、京都、日本）（LC−MS/MS）を用いて、コルチコステロンおよびそ

の前駆体（デオキシコルチコステロン、プロゲステロンおよびプレグネノロン）の血漿中濃

度を一括測定した。 

実験 2 では、副腎中のコルチコステロン、デオキシコルチコステロン、プロゲステロン
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およびプレグネノロン濃度を既報（Maeda et al., 2013）のように測定した。 

 

統計解析 

SAS v9.4ソフトウェア（SAS Institute、ケーリー、ノースカロライナ、米国）を用いて統

計解析を実施した。体重、臓器重量、副腎空胞化指数、ならびに血中および副腎ステロイド

濃度の群間差は以下のように解析した。 

実験１では、MC 単回投与群とケトコナゾール単回投与群の比較のため、まず２群間の

分散の均一性を、Ｆ検定（有意水準 25％）を用いて確認した。等分散の場合はスチューデ

ントの t 検定を使用し、等分散でない場合はウェルチの t 検定を使用した。MC 反復投与群

とケトコナゾール反復投与群間の比較には、Dunnett 検定を用いた。 

実験 2では、ACTH投与または非投与のMC群とケトコナゾール群とを比較するために、

Tukey検定を用いた。また、血中および副腎ステロイド濃度について、生理食塩水群と ACTH

群それぞれでピアソンの相関係数を求めた。 

特に記載のない限り、検定は両側、有意水準 5％で実施した。統計解析の前に、血中およ

び副腎ステロイド濃度の値は対数変換した。また、定量下限（LLOQ）未満の血中ステロイ

ド濃度値は LLOQ/２として扱った。 
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結果 

実験 1：ケトコナゾール投与後の臓器重量、病理組織学変化、および血中ステロイド濃度の用量

依存的・経時的変化 

剖検および臓器重量 

投与期間を通じて、動物は死亡せず、状態の異常や体重変化を示さなかった。反復投与

後の剖検では、ケトコナゾール 150 mg/kg 群で副腎の退色および腫大が認められた。 

Table 3-3 に臓器重量を示す。副腎重量はケトコナゾール 150 mg/kg 群で反復投与後、有

意に増加した。また、ケトコナゾール 150 mg/kg 単回投与では、有意差はみられなかったが、

副腎重量の増加傾向がみられた。胸腺重量はどの群においても有意な変化はみられなかっ

た。 

 

病理組織学的変化および画像解析 

Table 3-6 に副腎の病理組織学的変化を示す。50 mg/kg 以上投与のケトコナゾール群では

反復投与後、束状帯/網状帯の空胞の増加が認められた（Figure 3-1）。空胞は、その形態から

脂肪滴と考えられた。さらに、束状帯/網状帯の細胞肥大がケトコナゾール 150 mg/kg 反復

投与群で認められた。ケトコナゾール 150 mg/kg単回投与群でも軽微な細胞肥大が認められ

た。 

画像解析により、ケトコナゾール 150 mg/kg 反復投与群で束状帯/網状帯の空胞の増加が

確認された（Figure 3-2）。また、ケトコナゾール 50 mg/kg 反復投与群でも、空胞化指数が高

い傾向にあった。一方、ケトコナゾール 15 mg/kg反復投与群またはケトコナゾール 150 mg/kg

単回投与群に変化はみられなかった。 

 

血中ステロイド濃度 

Figure 3-3 に、コルチコステロンおよびその前駆体の血中濃度を示す。デオキシコルチコ
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ステロン濃度はすべての用量のケトコナゾール反復投与群で、MC 反復投与群に比較して概

ね用量依存性に増加した。ケトコナゾール 150 mg/kg 投与群では、時間経過とともに増加の

程度が大きくなる傾向がみられた。また、ケトコナゾール 150 mg/kg 単回投与後のデオキシ

コルチコステロン濃度は、各時点で MC 単回投与群に比較して有意に増加した。さらに、コ

ルチコステロン濃度は MC 群とケトコナゾール群の間で有意差を示さなかったが、MC の単

回投与後に時間経過とともに増加したのに対し、150mg/kg のケトコナゾールの単回投与後

に同様の傾向はみられなかった。 

上記以外に、ケトコナゾール 150 mg/kg の反復投与終了の 1 時間後にプレグネノロン濃

度の高値が認められ、ケトコナゾール 150 mg/kgの単回投与の 1時間後にはプロゲステロン

濃度の高値が認められた。しかし、これらは一過性であり、また生理学的変動の範囲内であ

ったことから、投与に関連する変化ではないと判断した。 

 

実験 2：ACTH 投与または非投与下でのケトコナゾール投与後の血中および副腎ステロイド濃度 

血中ステロイド濃度 

Figure 3-4 に、ACTH 投与または非投与下でのケトコナゾール投与後のコルチコステロン

およびその前駆体の血中濃度を示す。実験１と一致して、ケトコナゾール投与は ACTH 非

投与群において血中デオキシコルチコステロン濃度を有意に増加させた。対照的に、ACTH

投与は MC 群ですべてのステロイドの濃度を有意に増加させたが、ケトコナゾール投与は

デオキシコルチコステロンを除いて、これらのステロイド濃度の増加を有意に抑制した。 

 

副腎ステロイド濃度 

Figure 3-5 に、ACTH 投与または非投与下でのケトコナゾール投与後の副腎ステロイド濃

度を示す。ケトコナゾール投与は ACTH 非投与群で副腎のデオキシコルチコステロン濃度

とプレグネノロン濃度を有意に増加させたが、プロゲステロン濃度とコルチコステロン濃
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度を減少させた。これに対し、ACTH 投与は MC 群の副腎コルチコステロン濃度を有意に

減少させたのみであった。 

Figure 3-6 に、血中および副腎ステロイド濃度の相関を示す。ACTH 非投与では、デオキ

シコルチコステロン濃度を除いて、相関は弱いかまたは認められなかった。一方、ACTH 投

与群では、プレグネノロン濃度を除いて、中程度から強い相関が認められた。 
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考察 

実験 1 では、ケトコナゾール投与後のコルチコステロンとその前駆体の血中濃度につい

て用量依存的および経時的変化を調べた。第一章および第二章の研究と一致して、150 mg/kg

のケトコナゾールの反復投与は、副腎束状帯/網状帯の細胞肥大および空胞化（脂肪化）を

引き起こし、血中デオキシコルチコステロン濃度を増加させた。これらの変化は、一般状態

の異常、または胸腺重量の減少などの非特異的なストレス反応（Harvey and Sutcliffe, 2010; 

Elmore, 2012）を伴わなかった。したがって、今回認められた副腎の病理組織学的変化およ

び血中ステロイド濃度の変化がストレス反応によるものである可能性は低いと考えられた。

副腎の脂肪化は、CYP11A などの CYP 酵素の阻害による、コレステロールおよびコレステ

ロールエステルの蓄積によって引き起こされたと考えられた。また、血中デオキシコルチコ

ステロン濃度の増加は、ケトコナゾール投与による CYP11B1阻害を介して引き起こされた

と考えられた（Johansson et al., 2002）。さらに、副腎の肥大は、これらの副腎ステロイド合

成障害に対する代償性変化と考えられた。 

上記のケトコナゾール投与による変化は概ね用量依存的であった。また反復投与後では、

副腎の重量および病理組織学的変化は、15 および 50 mg/kg 投与群では認められなかったか、

または軽度であった。一方、血中デオキシコルチコステロン濃度はケトコナゾール 15 mg/kg

投与でも有意に増加した。また、ケトコナゾール 150 mg/kg の単回投与後、副腎の重量およ

び病理組織学的変化は明らかではなかったが、血中デオキシコルチコステロン濃度は有意

に増加した。このように、血中デオキシコルチコステロン濃度は、ケトコナゾール投与の副

腎への影響について、鋭敏なマーカーとなることが示された。 

血中デオキシコルチコステロン濃度の変化は、ケトコナゾール 150 mg/kg 反復投与群で

は時間経過とともに大きくなる傾向がみられたが、ケトコナゾール 15または 50 mg/kg 投与

群で同様の傾向は認められなかった。これは、ケトコナゾールの高用量域における半減期お

よび Tmax（最大濃度までの時間）の延長に関連している可能性が考えられる（Hamdy and 
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Brocks, 2009）。 

実験１の MC 群では、特に単回投与後で、血中コルチコステロン濃度は時間経過ととも

に増加する傾向があった。これは、夕方にピークに達するラットの血中コルチコステロン濃

度の日内変動によるものと考えられた（Atkinson and Waddel, 1997）。一方、ケトコナゾール

150 mg/kg 投与群に同様の傾向はみられず、ケトコナゾール投与によるコルチコステロン分

泌の障害が示唆された。しかしながら、MC 群とケトコナゾール群との間に有意差はなく、

血中コルチコステロン濃度の副腎ステロイド合成阻害のマーカーとしての感度の低さ

（Yarrington and Reindel, 1996）がさらに確認された。 

ケトコナゾールの単独投与では、副腎ステロイド合成への影響を、デオキシコルチコス

テロンを除き、血中ステロイド濃度の変化としては検出できなかった。そこで実験２では、

ACTH を併用投与することでこの血中濃度の変化をより明らかにできるかを検討した。ケ

トコナゾールが CYP11B1 に加え、CYP11A を含む他の副腎ステロイド合成酵素を阻害する

ことを考慮すると（Johansson et al., 2002）、デオキシコルチコステロン以外のステロイドの

血中濃度にも変化が現れることが期待された。 

ACTH 単独投与では 4 つすべてのステロイドの血中濃度が増加した。ケトコナゾール投

与後に ACTH を投与したところ、デオキシコルチコステロン以外のステロイドでケトコナ

ゾール投与による血中濃度の変化が明瞭となった。このうち、プレグネノロンおよびプロゲ

ステロンの血中濃度の減少は、CYP11A の阻害を介して引き起こされたと考えられた。した

がって、ACTH の併用投与はケトコナゾール投与による血中ステロイド濃度の変化の検出

感度を高めると考えられた。 

さらに、ステロイドの血中濃度の変化が副腎濃度の変化を反映しているかを調べるため、

ステロイドの血中濃度と副腎濃度との相関を調べた。その結果、ケトコナゾールの単独投与

では、血中濃度と同様に、副腎のデオキシコルチコステロン濃度が増加した。一方、ケトコ

ナゾールの単独投与は副腎のプレグネノロン濃度を増加させたが、プロゲステロンとコル



57 
 

チコステロン濃度を減少させた。これらのステロイドでは、血中濃度と副腎濃度の間の相関

は弱いかあるいは認められなかった。ところが、ACTH を投与すると、プレグネノロンを除

いて血中と副腎の濃度に中程度から強い相関が認められた。このように、ACTH を投与する

と、ステロイドの血中濃度の変化は副腎濃度の変化を反映することが示された。ケトコナゾ

ール投与による副腎のプレグネノロン濃度増加の機序については、プレグネノロン合成が

副腎ステロイド合成における律速段階であり ACTH によって急速に促進されること（Rosol 

et al., 2001; Miller and Bose, 2011）、ラットにケトコナゾールを経口投与した際の Tmax が約

1~2時間であること（Hamdy and Brocks, 2009）、およびケトコナゾールによる CYP 酵素の阻

害が可逆的であること（Yan et al., 2002）を考慮すると、ステロイド合成阻害に対する代償

性変化である可能性が考えられた。また、ACTH の単独投与は、副腎中のコルチコステロン

濃度を予想外に減少させたが、これは副腎中の既存のコルチコステロンが ACTH 投与によ

り急速に放出されたことに起因すると考えられた（Mohn et al, 2005）。 

結論として、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃度の変化を調べることで、薬物投与

による副腎ステロイド合成への影響を、鋭敏かつ早期に検出できることが示された。加えて、

上述したステロイドの一括測定の有用性は、ACTH の併用投与によりさらに高められるこ

とが示された。 
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Table 3-1. Groups assigned in Experiment 1 

Group 
KET dose level 

(mg/kg) 

Number of animals 

Single dose Repeated dose 

0.5% MC 0 5 5 

KET 

15 0 5 

50 0 5 

150 5 5 



 
 

Table 3-2. Experimental schedule in Experiment 1 

  Day 1 2 3 4-6 7 8 

Group  Before or after the dosing (BD/AD) BD AD BD AD BD AD BD AD BD AD   

Single dose Dosing KET/MC            

 Examination Clinical sign             

  Body weight            

 
 

Blood sampling 
 
 

(1, 3, 

6h) 

          

  Necropsy    

(24h) 
        

               

Repeated dose Dosing KET/MC        

 Examination Clinical sign             

  Body weight            

 

 

Blood sampling 

         

 

(1, 3, 

6h) 

  

 
 

Necropsy 
          

 

(24h) 

               

: Conducted; Numbers in parenthesis mean hours after last dosing. 



 
 

Table 3-3. Groups assigned in Experiment 2 

Group 
KET dose level 

(mg/kg) 

Number of animals 

Saline ACTH 

0.5% MC 0 5 5 

KET 150 5 5 



 
 

Table 3-4. Experimental schedule in Experiment 2 

 Day 1 

 Before or after the dosing of  

KET/MC (BD/AD) 
BD AD 

Dosing KET/MC  

 ACTH/Saline   

(5h) 

Examination Clinical sign 
 

 

(6h)  
Body weight  

 

 
Blood sampling 

 
 

(6h)  
Necropsy 

 
 

(6h) 

    

: Conducted; Numbers in parenthesis mean hours after KET/MC dosing. 



 
 

Table 3-5. Organ weights 

Group 

Final body  

weight 

(g) 

Adrenal glands Thymus 

AB (mg) RE (%) AB (g) RE (%) 

Single dose      

KET 0 mg/kg/day 

(0.5% MC) 

344 ± 16 55 ± 12 16.1 ± 3.3 0.59 ± 0.10 0.17 ± 0.02 

KET 150 mg/kg/day 339 ± 13 69 ± 7 20.3 ± 2.4 0.57 ± 0.11 0.17 ± 0.03 

      

Repeated dose      

KET 0 mg/kg/day 

(0.5% MC) 

383 ± 26 54 ± 10 13.9 ± 1.7 0.56 ± 0.09 0.15 ± 0.03 

KET 15 mg/kg/day 375 ± 21 60 ± 5 16.1 ± 1.5 0.53 ± 0.10 0.14 ± 0.03 

KET 50 mg/kg/day 380 ± 25 63 ± 11 16.5 ± 2.7 0.51 ± 0.06 0.14 ± 0.01 

KET 150 mg/kg/day 363 ± 21 126 ± 25* 34.8 ± 2.7* 0.63 ± 0.07 0.17 ± 0.02 

Values are shown as the group mean ± standard deviation (N = 5). 

AB = Absolute weight; RE = Relative weight to body weight. 

*p < 0.05. 
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Table 3-6. Histopathological changes in the adrenal gland 

Findings Grade 

KET (mg/kg/day) 

0 

(0.5%MC) 
15 50 150 

Single dose  5* ND ND 5 

Hypertrophy, ZF/ZR - 5   4 

 ± 0   1 

      

Repeated dose  5 5 5 5 

Hypertrophy, ZF/ZR - 5 5 5  

 ± 0 0 0 1 

 + 0 0 0 3 

 2+ 0 0 0 1 

      

Vacuolation, increased, 

ZF/ZR 
- 5 5 2 0 

 ± 0 0 0 0 

 + 0 0 3 0 

 2+ 0 0 0 3 

 3+ 0 0 0 2 

      

ZF = Zona fasciculata; ZR = Zona reticularis. 

Grade: - = Not remarkable; ± = Minimal; + = Mild; 2+ = Moderate; 3+ = Severe. 

*: Number of animals; ND = Not done. 
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Figure 3-1. Histopathological images of the adrenal cortex of a rat from 0.5% MC (a), KET 15 

mg/kg (b), 50 mg/kg (c) and 150 mg/kg (d) repeated-dose groups (HE stain). Insets show higher 

magnification of affected cells. 

While there are no remarkable changes in the 0.5% MC and KET 15 mg/kg groups, vacuolation in the 

zona fasciculata/reticularis can be seen in KET 50 mg/kg and 150 mg/kg repeated-dose groups, as well as 

hypertrophy in the same area in KET 150 mg/kg repeated-dose group. 

 

 

A B 

C D 
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Figure 3-2. Vacuolation in the zona fasciculata/reticularis. 

Each dot shows an individual value and each bar shows the mean (N = 5/group). (**) indicates 

statistically significant difference of the mean from that of the corresponding 0.5% MC group (**p < 0.01). 

 

 

 

0.5% MC 0.5% MC 
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Figure 3-3. Blood levels of corticosterone and its precursors. 

Each dot shows the mean at each time point and error bars show the standard deviation (N = 5/group). 

(*) and (**) indicate statistically significant difference from the mean of the corresponding 0.5% MC group 

(*p < 0.05; **p < 0.01). 
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Figure 3-4. Blood levels of corticosterone and its precursors. 

Each dot shows an individual value and each bar shows the mean (N = 5/group). (#) and (##) indicate 

statistically significant difference from the mean of the 0.5% MC with saline group (#p < 0.05; ##p < 0.01). 

(†) and (††) indicate statistically significant difference from the mean of the 0.5% MC with ACTH group 

(†p < 0.05; ††p < 0.01). 
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Figure 3-5. Adrenal levels of corticosterone and its precursors. 

Each dot shows an individual value and each bar shows the mean (N = 5/group). (#) and (##) indicate 

statistically significant difference from the mean of the 0.5% MC with saline group (#p < 0.05; ##p < 0.01). 

(†) and (††) indicate statistically significant difference from the mean of the 0.5% MC with ACTH group 

(†p < 0.05; ††p < 0.01). 
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Figure 3-6. Correlation between the blood and adrenal levels of steroids. 

Each dot shows an individual value (N = 5/group). 
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第四章 カニクイザルにおける副腎ステロイドおよびその前駆体の血中濃度の

生理学的および薬物誘発性変動 

 

序 

第一章から第三章までの研究では、ラットを用いて、前駆体を含むステロイドの血中濃度の

一括測定が、副腎ステロイド合成に対する薬物の影響を鋭敏かつ早期に評価し、その機序を検討

する上で有用な手法であること、また副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）の併用投与によりその有

用性がさらに高められることを示した。しかしながら、ラットおよびマウスは非臨床安全性試験

でげっ歯類として最も頻用される動物種であるが、これらの動物種の副腎は、束状帯/網状帯に

おいて CYP17 を発現せず、主要な糖質コルチコイドとしてコルチゾールではなくコルチコステ

ロンを合成すること、またアンドロゲンの前駆体であるデヒドロエピアンドロステロン（DHEA）

やアンドロステンジオンを合成しないことから特殊であると考えられている（Hanukoglu 1992; 

Hinson and Raven 2006; Inomata and Sasano 2015）。そのため、上述した一括測定法がラットやマウ

ス以外の動物種に適用できるかどうかは不明であった。 

本章では、薬物による副腎ステロイド合成への影響の評価法として、前駆体を含むステロ

イドの血中濃度一括測定の有用性を、ラット、マウス以外の動物種でも検証することを目的

とし、薬物の非臨床安全性試験で非げっ歯類として頻用される、カニクイザルを用いた実験を

実施した。カニクイザルではステロイドの血中濃度についての情報に乏しいため、まずは雌雄

のカニクイザルを用いて、前駆体を含むステロイドの血中濃度の生理学的変化を調べた。次に、

雄のカニクイザルを用いて、副腎ステロイド合成に影響する陽性対照薬物を投与した後、ステロ

イドの血中濃度を一括測定し、他の安全性評価指標とともに薬物投与による変化を調べた。 

サルの副腎におけるステロイド合成経路を Figure 4-1 に示す。ヒトおよびサルの副腎は、ラッ

トの副腎とは異なり、束状帯/網状帯において CYP17 を発現しており、主要な糖質コルチコイド
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としてコルチゾールを合成し、またアンドロゲン前駆体である DHEA およびアンドロステンジ

オンを合成する（Hanukoglu, 1992; Hinson and Raven, 2006; Inomata and Sasano, 2015）。糖質コルチ

コイド合成は副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）によって促進される。ACTH は CYP 酵素、特に

CYP11A の発現を促進し、コレステロールのプレグネノロンへの代謝を高める（Rosol et al., 2001; 

Miller and Bose, 2011; Inomata and Sasano, 2015）。一方アルドステロン合成は、主にレニン-アンジ

オテンシン系によって制御されている（Cooke et al., 1979; Rosol et al, 2001）。 

陽性対照薬物としては、CYP酵素の非特異的阻害薬であるケトコナゾール、および CYP11B1

阻害薬であるメチラポンを用いた。いずれも副腎ステロイド合成を阻害する薬物であり、ラット

を用いた第一章から第三章までの研究において、副腎ステロイドの血中濃度に顕著な変化を起

こしたものである。測定対象ステロイドは、カニクイザルの主要な糖質コルチコイドであるコル

チゾール、鉱質コルチコイドであるアルドステロン、アンドロゲンであるテストステロンおよび

アンドロステンジオン、ならびにそれらの前駆体とした。 
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材料と方法 

薬物 

ケトコナゾールおよびメチラポンは、それぞれ東京化成工業（東京、日本）および Sigma-Aldrich

（セントルイス、ミズーリ、米国）から購入した。 

 

動物および飼育 

実験１および２では、Simian Conservation Breeding and Research Center（マニラ、フィリピン）

から購入した 4~5 歳齢のカニクイザルのうち、実験 1 では雌雄各５匹を、実験 2 では雄４匹を

用いた。動物は、温度 24±2℃、相対湿度 60±20％および各 12 時間の明期（8~20 時）/暗期（20~8

時）周期に制御されたコンベンショナル飼育室において、ステンレス製のケージで個別に飼育し

た。 

実験 3 では、Hainan Jingang Laboratory Animal（海南、中国）から購入した、8~9 歳齢の雄の

カニクイザル３匹を使用した。動物は、温度 18~20℃、相対湿度 30~80％および各 12 時間の明

期（7~19 時）/暗期（19~7 時）周期に制御されたコンベンショナル飼育室において、ステンレス

製ケージで個別に飼育した。 

動物には約 100 ｇの市販のペレット飼料（PS-A、オリエンタル酵母、東京、日本）、およびリ

ンゴ等のおやつを１日１回正午前に与え、水道水を自由に摂取させた。 

 

動物実験 

実験 1：血中ステロイド濃度の生理学的変化 

採血初日（採血 1 日目：Day 1）の 9、11、13 および 17 時に、各動物から約１ mL の血液を、

橈側皮静脈から採取した。採血 3、7 日目の 9 時にも、採血 1 日目と同様の方法で採血した。抗

凝固剤としてヘパリンを用い、血液の遠心によって血漿を分離し、使用時まで-80℃で保存した。 
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実験 2：血中ステロイド濃度および他の検査項目のケトコナゾール投与による変化 

動物実験のスケジュールをTable 4-1に示す。 

動物に 100 mg/kg のケトコナゾールを 1 日 1 回午前 10 時に、7 日間反復強制経口投与した。

ケトコナゾールは 0.5％メチルセルロース溶液中に 20 mg/mL の濃度で懸濁し、投与容量は

5 mL/kg とした。用量はラットで使用した用量に基づいて設定した。 

投与期間中毎日、投与前および投与直後、ならびに投与後 1~2 時間に一般状態を観察した。

体重は、投与の初日（投与１日目：Day 1）、投与４日目の投与前、および剖検日（最終投与の翌

日）に測定した。 

ステロイド測定のため、投与開始前日（投与-１日：Day -1）の 10、11、13 および 17 時、な

らびに投与 1 日目と 7 日目の投与後 1、3、7 および 24 時間（それぞれ 11、13、17 時、および翌

日の 10 時）に、各動物から 1.3 mL の血液を、橈側皮静脈から採取した。抗凝固剤としてヘパリ

ンを用い、血液の遠心によって血漿を分離した。また血液生化学的検査のため、投与-１日およ

び剖検日の午前 10 時に各動物から 0.6 mL の血液を採取し、血清を分離した。血漿および血清試

料は使用時まで-80℃で保存した。 

最終投与の翌日に採血した後、塩酸ケタミンの筋肉内投与およびペントバルビタールナトリ

ウムの静脈内投与による深麻酔下で、放血により動物を安楽死させ、剖検を実施した。両側の副

腎を摘出し、肉眼的に検査した後、10％中性緩衝ホルマリン（NBF）で固定した。 

 

実験 3：血中ステロイド濃度のメチラポン投与による変化 

動物実験のスケジュールをTable 4-2に示す。 

動物に、投与初日（投与１日目）の午前 9 時に 90 mg/kg のメチラポンを、また投与２日目の

午前９時に 180 mg/kg のメチラポンを強制経口投与した。メチラポンは 0.5％メチルセルロース

溶液中に 18 および 36 mg/mL の濃度で懸濁し、投与容量は 5 mL/kg とした。用量はメチラポン

の臨床用量に基づいて設定した。 
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投与の前後、および採血の前に一般状態を観察した。また、投与 1 日目の投与前に体重を測

定した。 

ステロイド測定のために、投与開始前日（投与-１日）の 9、10、12 および 16 時、ならびに投

与 1 日目、2 日目の投与後 1、3、7 および 24 時間（それぞれ 10、12、16 時および翌日の 9 時）

に、各動物から 1.1 mL の血液を採取した。抗凝固剤としてヘパリンを用い、血液の遠心によっ

て血漿を分離した。血漿試料は使用時まで−80℃で保存した。 

 

上記の動物実験は大日本住友製薬の動物実験委員会による承認を受けた。 

 

血液生化学的検査 

実験２で採取した血清試料について、自動分析装置（JCA–BM1650、日本電子、東京、日本）

を用いてグルコース、総コレステロール、トリグリセリド、リン脂質、ナトリウムおよびカリウ

ム値を測定した。 

 

病理組織学的検査 

実験２では、10％NBF で固定した副腎をパラフィンに包埋し、薄切後、ヘマトキシリン・エ

オジン（HE）で染色し、光学顕微鏡で検査した。 

 

ステロイドホルモンとその前駆体の血漿中濃度の測定 

実験 1 および 2 では、血漿中のプレグネノロン、プロゲステロン、デオキシコルチコステロ

ン、コルチコステロン、アルドステロン、17-ヒドロキシプレグネノロン（17-OH プレグネノロ

ン）、17-ヒドロキシプロゲステロン（17-OH プロゲステロン）、デオキシコルチゾール、コルチ

ゾール、DHEA、およびテストステロンの濃度を、タンデム質量分析計（Triple Quad 6500、AB 

Sciex、フラミンガム、マサチューセッツ、米国）と組み合わせた液体クロマトグラフ（Nexera、
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島津製作所、京都、日本）（LC-MS/MS）を用いて、一括測定した。 

実験３では、タンデム質量分析計（QTRAP 5500、AB Sciex）と組み合わせた液体クロマトグ

ラフ（Nexera）を用いて、プレグネノロン、17-OH プレグネノロンおよび DHEA を除く上記ス

テロイドの血漿濃度を一括測定した。 

 

統計解析 

実験２および３では、SAS v9.4 ソフトウェア（SAS Institute、ケーリー、ノースカロライナ、

米国）を用いて統計解析を行った。血液生化学的検査および血中ステロイド濃度について投与前

後の値を、対応のある t 検定（両側、有意水準 5％）を用いて比較した。血中ステロイド濃度に

ついては、Bonferroni 補正を用いた多重比較を行った。統計解析の前に、血中ステロイド濃度の

値は対数変換した。また、定量下限（LLOQ）未満の血中ステロイド濃度の値は LLOQ/2 に設定

した。実験２では、投与１日目の投与直後に 1 個体（動物番号 1）が投与液様の物質を嘔吐した

ため、同個体の投与１日目の血中ステロイド濃度は統計解析から除外した。 
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結果 

実験 1：血中ステロイド濃度の生理学的変化 

日内変化 

雌雄の血中ステロイド濃度の日内変化を Figure 4-2 に示す。テストステロンを除いて、性差

は明らかではなかった。コルチコステロン、コルチゾール、およびそれらの前駆体の濃度は概

して、11 時にピークに達した後、13 時までに減少し、17 時までさらに減少するか、または再

び増加した。コルチゾール濃度とは対照的に、アルドステロン濃度は 9 時に最も高く、11 時ま

たは 13 時まで減少し、17 時まではさらに減少するか増加した。DHEA およびアンドロステン

ジオンの濃度はコルチゾール濃度と同様の変化傾向を示したが、テストステロン濃度には同様

の傾向は認められなかった。 

 

日間変化 

雌雄の血中ステロイド濃度の日間変化を Figure 4-3 に示す。雄では、日間変化は日内変化ほ

ど顕著ではなかった。雌では日間変化は雄に比較して大きかった。各ステロイド濃度の変化に

個体間で一貫性は認められなかったが、各個体内では、アンドロステンジオン、テストステロ

ンおよびアルドステロンを除いて、各ステロイドの濃度は相関する傾向が認められた。 

 

実験 2：ケトコナゾール投与による血中ステロイド濃度および他の検査項目の変化 

状態、体重、および血液生化学的検査 

ケトコナゾールの投与期間中、1 個体（動物番号 2）を除いて、散発的な嘔吐が認められ

た。特に１個体（動物番号 1）は、投与１日目の投与直後に、投与液様物質を嘔吐した。いず

れの動物にも体重への影響はなかった。血液生化学的検査において、いずれの動物にも明らか

な変化は認められなかった（Table 4-3）。 
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剖検および病理組織学的検査 

剖検ではいずれの動物にも明らかな変化は認められなかった。病理組織学的には、副腎網状

帯細胞の空胞化が軽度に増加した（Fig. 4-4）。空胞は、形態から脂肪滴と考えられた。束状帯

または球状帯に明らかな変化は認められなかった。 

 

血中ステロイド濃度 

ケトコナゾール投与後の血中ステロイド濃度の変化を Figure 4-5 に示す。コルチコステロン

濃度は投与７日目の投与後 3 時間で投与前と比べて有意に増加した。一方コルチゾール濃度は

投与 7 日目の投与後 1 および 3 時間でわずかに減少した。アルドステロン濃度は投与 7 日目の

投与後 24 時間で投与前より有意に減少した。 

デオキシコルチコステロン濃度は、ケトコナゾール投与１日目の投与後 3 時間で投与前より

増加する傾向が認められ、投与 7 日目の投与後 3 時間で投与前より有意に増加した。デオキシ

コルチゾール濃度は、投与 1 日目の投与後 3 時間で有意に増加したが、投与 7 日目に明らかな

変化は認められなかった。また、デオキシコルチゾール濃度は投与 1 日目の投与後 24 時間で有

意に減少したが、その変化は軽微であった。 

プロゲステロンと 17-OH プロゲステロンの血中濃度は、投与 1 日目の投与後 1 時間で投与

前と比べて有意に低かった。しかし、投与１日目の投与後 3、7 時間後と投与７日目の同じ時点

で同様の傾向はみられなかったことから、その変化は偶発的なものと考えられた。 

プレグネノロン濃度は、投与 7 日目の投与後 3、7 および 24 時間で投与前より有意に増加し

た。 

DHEA 濃度は投与 7 日目の投与後 1 時間でわずかに低かったが、偶発的なものと考えられ

た。 
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実験 3：メチラポン投与による血中ステロイド濃度の変化 

一般状態 

180 mg/kg のメチラポン投与では、投与後約 30 分で１個体（動物番号 2）に嘔吐が認められ

た。 

 

血中ステロイド濃度 

メチラポン投与後の血中ステロイド濃度の変化を Figure 4-6 に示す。コルチコステロン、コ

ルチゾール、およびアルドステロンの濃度は、90 または 180 mg/kg のメチラポン投与後 1 また

は 3 時間以降有意に減少した。コルチコステロンおよびコルチゾール濃度は投与後 24 時間で投

与前の濃度に回復したが、アルドステロン濃度は減少したままであった。 

デオキシコルチコステロンおよびデオキシコルチゾール濃度は、90 または 180 mg/kg のメチ

ラポン投与後 1 時間以降有意に増加した。増加の程度は投与後 3 または 7 時間で最も大きく、

それぞれ投与前に比較して 1000 倍および 100 倍を超えていた。その後、増加は投与後 24 時間

までに収束する傾向を示したが、濃度は投与前と比較して依然として高かった。 

プロゲステロンおよび 17-OH プロゲステロンの濃度は、90 または 180 mg/kg のメチラポン

投与後 3 時間以降投与前より有意に増加した。また、アンドロステンジオン濃度は 90 mg/kg の

メチラポン投与後 3 時間で有意に増加した。 
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考察 

本章ではカニクイザルを用いて、副腎ステロイドとその前駆体の血中濃度について、生理学

的変化および薬物誘発性の変化を調べた。 

まず、雌雄のカニクイザルにおける血中ステロイド濃度の日内変動を調べたところ、概して、

コルチコステロン、コルチゾール、およびそれらの前駆体の濃度は、午前遅くにピークに達し、

午後には減少し、夕方まで低い濃度に留まるか、または再び増加した。ヒトやサルなどの昼行性

の動物種では、血中の糖質コルチコイド濃度は活動期間の始め、すなわち朝にピークに達するこ

とが知られている（Umberkoman-Wiita et al., 1981; Chung et al., 2011）。これに対し、アルドステ

ロン濃度は概して早朝に最も高く、正午まで減少し、夕方まで減少しつづけるかまたは再び増加

した。ヒトでは、血中のアルドステロン濃度はコルチゾール濃度と同様の日内変動を示すが、前

者は後者と異なり、主にレニン-アンジオテンシン系によって制御されることから、それらの間

には時間的なずれがあることが知られている（Cooke et al., 1979）。このように、カニクイザルは、

ヒトと同様の血中ステロイド濃度の日内変化を示した。 

副腎でも合成されるアンドロゲンである DHEA およびアンドロステンジオンの血中濃度は、

副腎ステロイドの血中濃度と同様の日内変動傾向を示したが、テストステロンの血中濃度には

同様の傾向は認められなかった。主に性腺で合成されるテストステロンと異なり、DEHA および

アンドロステンジオンの濃度には明らかな性差がなく、またテストステロン濃度がコルチゾー

ル濃度よりも明らかに低かったことを考慮すると、カニクイザルでは DHEA およびアンドロス

テンジオンの血中濃度は、性腺ではなく、主に副腎での合成を反映していると考えられた。 

次いで、血中ステロイド濃度の日間変化を雌雄で調べたところ、雄では日内変化ほど動的で

はなかったが、雌では雄に比較して変化が大きかった。雌におけるこれらの日間変化は、発情周

期の影響である可能性が考えられたが、エストロンまたはエストラジオール濃度との相関は明

らかではなかった（データは示していない）。したがって、薬物投与による血中ステロイド濃度

の変化を雌のカニクイザルを用いて評価する場合には、これらの日間変化を考慮する必要があ
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ると考えられた。 

さらに、雄を使用して、ケトコナゾールによって誘発される血中ステロイド濃度および他の

検査項目の変化を調べた。ケトコナゾールは、CYP11A、CYP17、CYP21 および CYP11B1/2 を含

む複数の CYP 酵素を非特異的に阻害する薬物である（Engelhard et al., 1991; Johansson et al., 2002; 

Hille et al., 2011）。 

病理組織学的には、ケトコナゾールの反復投与により、網状帯細胞の空胞化（脂肪化）が認

められた。束状帯/網状帯細胞の空胞化は、ケトコナゾールを投与したラットにおいても認めら

れた変化であり、CYP11A の阻害に起因すると考えられた。 

デオキシコルチコステロンおよびデオキシコルチゾールの血中濃度の増加または増加傾向が、

ケトコナゾール投与１日目から認められた。一方、コルチゾール血中濃度の減少は投与 7 日目ま

で明らかではなく、変動幅もデオキシコルチコステロンより小さかった。第一章から第三章のラ

ットを用いた研究では、ケトコナゾールは CYP11B1 阻害を介してデオキシコルチコステロン濃

度を増加させたが、コルチコステロン濃度に対する影響は有意ではなかった。またヒトでは、ケ

トコナゾールの投与がデオキシコルチコステロンとデオキシコルチゾールの血中濃度を増加さ

せる一方で、コルチゾールの血中濃度に対する影響は一貫しないことが報告されている

（Engelhardt et al., 1985）。このように、ケトコナゾール投与ラットにおける副腎の病理組織学的

変化および血中ステロイド濃度の変化はカニクイザルにおいても再現され、とくに血中ステロ

イド濃度の変化はケトコナゾールを投与したヒトにおける変化と類似していた。これらの結果

は、デオキシコルチコステロンおよびデオキシコルチゾールの血中濃度が、動物種にかかわらず、

ケトコナゾール投与による副腎ステロイド合成阻害の鋭敏なマーカーであることを示唆してい

る。 

アルドステロンの血中濃度は、ケトコナゾール投与 7 日目の投与後 24 時間に減少した。今回

血中濃度の増加が認められたデオキシコルチコステロンは、鉱質コルチコイド活性を有してお

り、負のフィードバックを介してレニン合成を抑制し、二次的にアルドステロン合成を抑制する
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ことが知られている（Nimkarn and New, 2008）。今回認められたアルドステロンの血中濃度の減

少は、ケトコナゾールの CYP11B1/2 阻害作用による直接的なアルドステロン合成阻害、ならび

にデオキシコルチコステロンの増加による二次的なアルドステロン合成抑制に起因した可能性

が考えられた。 

プレグネノロンの血中濃度はケトコナゾール投与 7 日目に増加した。これは、ケトコナゾー

ルの CYP に対する影響が可逆的であること（Yan et al., 2002）、CYP11A に対する影響が CYP11B1

に対する影響よりも弱いこと、およびプレグネノロン合成が副腎ステロイド合成の律速段階で

あり、ACTH によって急速に促進されること（Rosol et al., 2001; Miller and Bose, 2011）を考慮す

ると、コルチゾール濃度の減少に対する代償性変化と考えられた。なお、コルチコステロン濃度

も投与 7 日目の投与後 3 時間で増加した。ケトコナゾール投与によるコルチコステロン血中濃

度の増加はヒトでも報告されているが（Engelhardt et al., 1985）、その機序は不明である。 

メチラポンは、ケトコナゾールよりも特異的に CYP11B1 を阻害する薬物である（Johansson et 

al., 2002; Hille et al., 2011）。ケトコナゾールと同様、メチラポンの投与はデオキシコルチコステ

ロンおよびデオキシコルチゾールの血中濃度を増加させたが、コルチコステロンとコルチゾー

ルの濃度は減少させた。メチラポン投与によるデオキシコルチコステロンおよびデオキシコル

チゾール濃度の増加は、ラットおよびヒトでも報告されている（Schöneshöfer et al., 1980; Koal et 

al., 2012）。したがって、デオキシコルチコステロンおよびデオキシコルチゾール濃度は、カニク

イザル、ラットおよびヒトで、CYP11B1 阻害の鋭敏なマーカーとなることが示唆された。 

アルドステロン濃度は、おそらくはケトコナゾールと同じ機序により、メチラポン投与 1 日

目から減少した。これに対し、プロゲステロン、17-OH プロゲステロン、およびアンドロステン

ジオンの濃度は、メチラポン投与後に有意に増加した。メチラポン投与によるプロゲステロンお

よび 17-OH プロゲステロン濃度の増加は、コルチゾール濃度の減少に対する代償性変化と考え

られた。なお、CYP11B1 欠損症の患者では、コルチゾールによる負のフィードバックの減少に

より、下垂体からの ACTH 分泌が増加し、17-OH プロゲステロンを含むステロイド前駆体が増
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加すること、増加した前駆体の一部がアンドロゲン合成経路に流入し、男性化を引き起こすこと

が知られている（White et al., 1994; Nimkarn and New, 2008）。 

カニクイザル、ラットおよびヒトにおける、ケトコナゾールおよびメチラポン投与による血

中ステロイド濃度の変化を Table 4-4 に要約した。カニクイザルの変化パターンは、ヒトの変化

パターンと概ね一致していたが、ラットの変化パターンとは異なっていた。一方、CYP11B1 阻

害の結果と考えられるデオキシコルチコステロンの増加はカニクイザルとラットで共通してい

た。これらの結果は、本研究で用いた手法が、副腎ステロイド合成に対する薬物投与の影響を鋭

敏に検出し、その機序を検討するために、動物種によらず使用できることを示唆する。 

本章では、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃度の一括測定は、ラットと同様カニクイザ

ルにおいても、副腎ステロイド合成に対する薬物の影響を鋭敏に評価し、薬物の作用機序を検討

する上で、有用な方法となることが示された。 



 
 

Table 4-1. Experimental schedule in Experiment 2 

Day -1 1 2 3 4 5-6 7 8 

Before or after the dosing (BD/AD)   BD AD BD AD BD AD BD AD BD AD BD AD   

Ketoconazole dosing           

Clinical sign     

(0, 1-

2h) 

  

(0, 1-

2h) 

  

(0, 1-

2h) 

  

(0, 1-

2h) 

  

(0, 1-

2h) 

  

(0, 1-

2h) 

  

Body weight                

Blood sampling    

(1, 3, 

6h) 

 

(24h) 

         

(1, 3, 

6h) 

 

(24h) 

Necropsy   
            

 

(24h) 

                 

: Conducted; Numbers in parenthesis mean hours after last dosing. 



 
 

Table 4-2. Experimental schedule in Experiment 3 

Day -1 1 2 3 

Before or after the dosing (BD/AD)   BD AD BD AD   

Metyrapone dosing       

Clinical sign     

(0, 1, 3, 7h) 

  

(0, 1, 3, 7h) 

 

(24h) 

 

Body weight         

Blood sampling    

(1, 3, 7h) 

 

(24h) 

 

(1, 3, 7h) 

 

(24h) 

 

         

: Conducted; Numbers in parenthesis mean hours after last dosing. 
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Table 4-3. Blood biochemistry before and after 7-day repeated dosing of ketoconazole 

Test item Unit Day -1 Day 8 

Glucose  mg/dL 50 ±  8 60 ± 9 

Total cholesterol mg/dL 103 ±  20 96 ± 24 

Triglyceride mg/dL 30  ±  10 33 ± 13 

Phospholipid mg/dL 144 ±  29 145 ± 37 

Sodium (Na) mEq/L 149 ±  2 149 ± 1 

Potassium (K) mEq/L 4.4 ± 0.6 4.2 ± 0.2 

Values are shown as the mean ± standard deviation (N = 4). 



86 
 

Table 4-4. Drug-induced changes in blood steroid levels observed in cynomolgus monkeys, rats and humans 

Drug Cynomolgus monkey Rat Human* 

Ketoconazole Deoxycorticosterone↑ 

Deoxycortisol↑ 

Pregnenolone↑ 

Corticosterone↑ 

Cortisol↓ 

Aldosterone↓ 

Deoxycorticosterone↑ Deoxycorticosterone↑ 

Deoxycortisol↑ 

 

Corticosterone↑ 

Cortisol↓ 

Metyrapone Deoxycorticosterone↑ 

Deoxycortisol↑ 

Progesterone↑ 

17-OH progesterone↑ 

Androstenedione↑ 

Corticosterone↓ 

Cortisol↓ 

Aldosterone↓ 

Deoxycorticosterone↑ 

 

Progesterone↑ 

Deoxycorticosterone↑ 

Deoxycortisol↑ 

Progesterone↑ 

17-OH progesterone↑ 

 

Corticosterone↓ 

Cortisol↓ 

Aldosterone↓ 

↑ = Increase; ↓ = Decrease; Note that steroids measured are not consistent among species. 

*: Engelhardt et al., 1985; Schöneshöfer et al., 1980; Koal et al., 2012 
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Figure 4-1. Steroidogenic pathway in the monkey adrenal gland. 

Enzymes are in italics, hormones are in bold, and arrows indicate the direction of metabolism. HSD = hydroxysteroid dehydrogenase. 
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Figure 4-2. Blood steroid levels in male and female monkeys at different time points within a day. 

Each dot shows an individual value at a time point (N = 5/sex). The Y-axis is logarithmic. 17-OH PREG = 17-OH pregnenolone; 17-OH PROG = 17-OH 

progesterone.



 
 

 

Figure 4-3. Blood steroid levels in male and female monkeys at the same time point (9 a.m.) on different days within a week. 

Each dot shows an individual value on a given day (N = 5/sex). The Y-axis is logarithmic. 
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Figure 4-4. Histopathology of the adrenal gland in a ketoconazole-treated male (A) and an age-matched normal male (B) monkeys. 

The medulla and zona reticularis are shown in the lower left and upper right, respectively. Cells in the zona reticularis are minimally vacuolated in the 

ketoconazole-treated animal, compared to those in the normal animal. 

B A 
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Figure 4-5. Blood steroid levels in male monkeys after a single or 7-day repeated dosing of ketoconazole. 

Each dot shows an individual value at a time point on a given day (N = 4). The Y-axis is logarithmic. (*) indicates statistically significant difference from the 

values on Day -1 of dosing (p < 0.05). Note that animal No. 1 vomited test compound-like substance just after the dosing on Day 1, and the values for this animal on 

Day 1 were excluded from the statistical analysis. 
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Figure 4-6. Blood steroid levels in male monkeys after a single dosing of metyrapone at 90 and 180 mg/kg. 

Each dot shows an individual value at a time point on a given day (N = 3). The Y-axis is logarithmic. (*) indicates statistically significant difference from the pre-

dosing values (p < 0.05). 
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総括 

本研究では、質量分析を用いた血中ステロイド濃度の一括測定について、薬物投与による副

腎ステロイド合成への影響の評価法としての有用性を検討した。 

第一章では、CYP 酵素の非特異的阻害により副腎ステロイド合成を阻害するケトコナゾール

をラットに投与した後、ラットの主要な糖質コルチコイドであるコルチコステロン、およびその

前駆体であるデオキシコルチコステロン、プロゲステロン、プレグネノロンの血中濃度を質量分

析法で一括測定し、それらの血中濃度変化と副腎の病理組織学的変化、ならびにステロイド合成

酵素の遺伝子発現変化との関連性を調べた。ケトコナゾール投与ラットでは、対照群と比較して

副腎重量は増加し、病理組織学的には副腎束状帯/網状帯の細胞肥大および脂肪滴の蓄積が認め

られた。また、副腎ステロイド合成の律速酵素である CYP11A1 の副腎 mRNA 量は、対照群と比

較してわずかに増加した。血中のデオキシコルチコステロン濃度は顕著に増加したが、コルチコ

ステロン、プロゲステロン、およびプレグネノロン濃度に明らかな変化は認められなかった。こ

れらの変化は、ケトコナゾール投与による CYP11B1 阻害を介した、デオキシコルチコステロン

からコルチコステロンへの代謝の抑制、ならびにその代償性変化を反映したものと考えられた。

以上の結果から、前駆体を含む血中副腎ステロイドの一括測定は、薬物投与による副腎ステロイ

ド合成への影響を鋭敏に反映し、その作用機序を検討する上で、有用な手法となることが示され

た。 

第二章では、種々の機序により副腎ステロイド合成に影響する複数の薬物をそれぞれラット

に投与し、前駆体を含む副腎ステロイド（コルチコステロン、デオキシコルチコステロン、プロ

ゲステロンおよびプレグネノロン）の血中濃度の変化と血液生化学的変化、副腎の病理組織学的

変化を調べた。投与薬物として、リン酸トリクレジル（中性コレステロールエステラーゼ阻害薬）、

アミノグルテチミド（CYP11A 阻害薬）、トリロスタン（HSD3B 阻害薬）、メチラポン（CYP11B1

阻害薬）、ケトコナゾール（CYP11B1 を含む CYP 阻害薬）、ミフェプリストン（グルココルチコ

イド受容体阻害薬）を用いた。トリロスタン、メチラポン、ケトコナゾール投与群では、血中の
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前駆体ステロイドの濃度が対照群と比較して顕著に増加し、一方でコルチコステロンの濃度に

有意な変化は認められなかった。したがって、前駆体ステロイドの血中濃度変化は副腎ステロイ

ド合成に対する影響を評価する上で、最終産物であるコルチコステロンよりも鋭敏なマーカー

となることが示された。また各薬物の投与により血中濃度が増加した前駆体ステロイドは、投与

薬物の標的となる酵素によって代謝されるものであり、血中ステロイド濃度の増加は投与薬物

の作用機序を反映していた。さらに、血液生化学的変化および副腎の病理組織学的変化も、投与

薬物の作用機序ごとに異なるパターンを示した。これらの結果から、前駆体を含む血中副腎ステ

ロイドの一括測定は、薬物投与による副腎ステロイド合成への影響を鋭敏に反映し、またその作

用機序を検討する上で、有用な手法となることを示すことができた。 

第三章では、ケトコナゾール投与ラットにおいて、前駆体を含む副腎ステロイド（コルチコ

ステロン、デオキシコルチコステロン、プロゲステロンおよびプレグネノロン）の血中濃度につ

いて、ケトコナゾールの用量依存的および経時的な変化、並びに副腎の病理学的変化との関連を

調べた。また、ケトコナゾールの単独投与では、デオキシコルチコステロン以外のステロイドの

血中濃度の変化が検出できなかったことから、副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）投与と併用する

ことで血中濃度変化を検出できるか否かを調べた。さらに、ステロイドの血中濃度と副腎濃度と

の相関も調べた。その結果、ケトコナゾールの投与は、副腎の病理組織学的変化（束状帯/網状

帯の細胞肥大および脂肪滴蓄積）が明らかではない用量、時点においても、デオキシコルチコス

テロンの血中濃度を増加させた。さらに、ACTH の併用投与により、ケトコナゾール投与による

コルチコステロン、プロゲステロンおよびプレグネノロンの血中濃度の変化が明瞭となった。ま

た、ステロイドの血中濃度は、副腎濃度とほぼ相関した。以上のことから、前駆体を含む副腎ス

テロイドの血中濃度変化の観察は、ケトコナゾール投与の際の副腎ステロイド合成への影響を、

鋭敏かつ早期に検出し、かつステロイドの副腎濃度変化を反映することが示された。加えて、上

述した血中ステロイド一括測定の有用性は、ACTH の併用投与によりさらに高められることも

示された。 
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第四章では、非臨床安全性試験で非げっ歯類として頻用されるカニクイザルを用いて、コル

チゾール、アルドステロン、アンドロゲンおよびそれらの前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃

度について、生理学的変化、およびケトコナゾール（CYP11B1 を含む CYP 阻害薬）ならびにメ

チラポン（CYP11B1 阻害薬）投与による変化を調べた。カニクイザルの血中ステロイド濃度は

ヒトと同様の日内変動を示し、コルチゾールおよびその前駆体の血中濃度は、午前遅くにピーク

に達した後、午後には減少した。一方、日間変動は、とくに雄で日内変動に比較して小さかった。

ケトコナゾールとメチラポン投与はいずれも、ラット、ヒトと同様カニクイザルでも、副腎ステ

ロイドの前駆体であるデオキシコルチコステロンおよびデオキシコルチゾールの血中濃度を顕

著に増加させた。その増加は、最終産物であるコルチゾール濃度の減少よりも早期に生じ、かつ

変動幅はより大きかった。この変化は CYP11B1 の阻害によるものと考えられた。また、アルド

ステロンやアンドロゲンなどのコルチゾール以外のステロイドの血中濃度にも、投与薬物の作

用機序を反映した変化が認められた。これらの結果から、前駆体を含む副腎ステロイドの血中濃

度一括測定は、カニクイザルにおいてもラットと同様に薬物投与の副腎ステロイド合成への影

響を鋭敏に評価し、薬物の作用機序を検討する上で、有用な手法となることが示された。 

一連の実験において、今回用いた測定法では、血漿として 50 μL程度と少量の試料であ

っても、前駆体を含む複数のステロイドの濃度を特異的に、かつ感度よく測定することが可

能であった。非臨床安全性試験で最も頻用される動物種であるラットでは、24 時間以内の採血

許容量が 1.2~2.4 mL 程度（体重が 250 g の場合）と、採取できる試料の量に限りがある。本測定

法ではラットにおいても、第三章で示されたように、動物への負荷を抑えつつ、同一動物で短期

間のうちに反復的、経時的な測定が可能であり、これによりステロイドの変動プロファイルのよ

り詳細な把握とともに、使用する動物数ならびに動物実験に必要な被験物質量の削減にも寄与

すると考えられる。 

また今回、ステロイドの一括測定により、薬物投与により前駆体ステロイドの血中濃度が顕

著に増加すること、またこの変化が投与薬物の作用機序を反映することが明らかとなった。この
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ことから、未知の作用機序により副腎ステロイド合成に影響する薬物であっても、本手法を用い

てステロイド濃度の変動プロファイルを把握することで、その機序についての推測が可能にな

ると考えられる。機序解明により薬物の標的分子が明らかとなることで、in silico、in vitro な

どのより簡便な副腎毒性スクリーニング評価系の探索・構築や、認められた変化のヒトへの

外挿性の考察にも寄与すると考えられる。さらに今回、血液生化学的検査や病理組織学的検

査などの標準的な毒性評価項目においても、CYP11A 阻害に伴う血中コレステロール濃度の

高値や副腎皮質の脂肪化、CYP11B1 阻害に伴う血中デオキシコルチコステロン濃度の高値

とこれに起因すると考えられる血中カリウム濃度の低値など、投与薬物の作用機序を反映し

た変化パターンがみられたことは興味深い。コルチコステロン、コルチゾールなどの最終産物の

低下だけでなく、それらの前駆体の過剰が及ぼす影響についても考察することが可能となり、非

臨床安全性試験で認められた変化について、リスクをより正確に評価することにつながる

と考えられる。 

なお本研究では、ラットおよびサルのいずれにおいても、薬物の影響は雄の動物を用いて評

価したが、副腎ステロイド合成の経路は雌雄で共通であることから、雌動物でも評価は可能と考

えられる。しかしながら、第四章で示されたように、雌動物では雄に比較して、発情周期の影響

と考えられる血中ステロイド濃度の生理学的変化が大きい。このことから、薬物の影響を雌動物

で評価する場合には、ステロイド濃度の測定時点の設定や結果の考察にあたって、生理学的変化

の影響を考慮する必要がある。 

また、今回研究に用いた動物種はラットおよびサルであるが、非臨床安全性試験で他に用い

られる動物種であるイヌや、さらにはヒトにおいても、副腎ステロイドの合成経路はサルと共通

しており、ラットとも一部共通している。このことから、本手法により非臨床安全性試験で見出

した安全性バイオマーカー候補は、ヒトを含めて広く利用できる可能性が示唆される。実際、第

四章で示されたように、薬物投与後の血中ステロイド濃度には、ラット、サル、およびヒトで共

通する変化が認められた。従来、コルチコステロンやコルチゾール単体の測定では、副腎におけ
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るステロイド合成の変化を検出することは困難であったが、今回示されたように、前駆体ステ

ロイドは、副腎ステロイド合成への影響を鋭敏かつ早期に反映するバイオマーカーとなり

うる。臨床試験で安全性バイオマーカーとして用いるにあたっては、当該バイオマーカーの

ヒトにおける正常範囲の把握やカットオフ値の設定、試料中安定性の確認を含む分析バリ

デーションなど、さらなるデータの蓄積が必要ではあるものの、副腎ステロイド合成に影響す

る可能性のある薬物について、薬物の影響を非侵襲的かつ感度よくモニターし、リスクを管理し

て臨床試験を安全に進める上で、有用な手段となることが示唆される。 

以上のように、質量分析を用いた血中ステロイド濃度の一括測定は、薬物の非臨床安全性試

験で頻繁に用いられる動物種である、ラットおよびカニクイザルのいずれにおいても、薬物投与

の副腎ステロイド合成への影響を鋭敏に評価し、またその作用機序を検討する上で、有用な手法

となることが示された。本手法を、薬物による副腎への影響に関する機序検討や、非臨床お

よび臨床試験における安全性バイオマーカー探索に応用することで、確実・効率的なスクリ

ーニング法、またはリスク管理法の確立を実現し、薬物開発の加速、ひいては新たな疾患治

療の一助となることが期待される。 
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