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略称一覧 

ABCG 2 ATP-binding cassette transporter subfamily G, member 2 

AhR  aryl hydrocarbon receptor 

ALT  alanine aminotransferase 

APAP  N-acetyl-p-aminophenol 

APS ammonium persulfate 

ARE antioxidant response element 

ARNT  aryl hydrocarbon nuclear translocator 

AST  aspartate aminotransferase 

BSA bovine serum albumin 

BHT  butylated hydroxytoluene 

CAR constitutive androstane receptor 

CYP  cytochrome P450 

DAVID  Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO dimethyl sulfoxide 

FARMS Factor Analysis for Robust Microarray Summarization 

FBS  fetal bovine serum 

FDR  false discovery rate 

FICZ  6-formylindolo[3.2-b]carbazole 

GCLC   glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 

GO   gene ontology 

GST   glutathione S-transferase 

HAH  halogenated aromatic hydrocarbon 

IgG-HRP immunoglobulin G-horseradish peroxidase 

IPA Ingenuity Pathway Analysis 

ITE 2-(1'H-indole-3'-carbonyl)-thiazole- 4-carboxylic acid methyl ester 

IVT  in vitro transcription 

Keap1 Kelch-like ECH-associated protein1 
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KEGG  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LXR  liver X receptor 

3MC  3-methylcholanthrene 

MOE  Molecular Operating Environment 

NAH   N-acetyl-L-histidine 

Nrf2  nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 

PAH  polycyclic aromatic hydrocarbon 

PBS phosphate buffered saline 

PDB Protein Data Bank 

PLIF protein-ligand interaction fingerprints 

PMSF phenylmethanesulfonyl fluoride 

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor 

PVDF  polyvinylidene difloride 

PXR  pregnane X receptor 

RP  rank products 

RPL  ribosomal protein large-subunit 

RPS  ribosomal protein small-subunit 

SAhRMs selective AhR modulators 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SULT sulfotransferase 

TBARS  thiobarbituric acid-reactive substances 

TCDD  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

TEMED  tetramethylethylenediamine 

TFA  trifluoroacetic acid 

UGT   uridine diphosphate glucuronosyl transferase  

XRE   xenobiotic-responsive element 
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序章 

 

野菜を摂取することの重要性 

野菜を摂取することは、我々の健康を良好に維持するために非常に重要である。野菜に

は、食品の一次機能、即ち栄養機能を担う成分であるビタミン・ミネラル・食物繊維とい

った栄養成分が豊富に含まれている。それらの成分を十分量摂取することによる健康増進

の観点から、厚生労働省の 21世紀における国民健康づくり運動（健康日本 21）においては、

日本人の野菜摂取目標量を 350 gに設定している。一方で、日本では 1980年代半ばに実施

された特定研究「食品機能の系統的解析と展開」 において、食品の一次機能、二次機能（感

覚機能）に加え、三次機能（生体調節機能）の概念が提唱された。また、1990 年に始まっ

た米国国立がん研究所の「デザイナーフーズ・プログラム」においては、植物に多く含ま

れる非栄養素である「ファイトケミカル」によるがんの予防作用の視点が盛り込まれた。

このような食品の機能性研究の発展の中で、ポリフェノールやカロテノイドなどのファイ

トケミカルの様々な生体調節機能が明らかになってきている。上述の通り野菜は、食の一

次機能および三次機能の双方において非常に重要な枠割を担っているにも関わらず、平成

29年国民健康栄養調査における日本人の 1日当たりの平均野菜摂取量は約 288 gであり、

目標に遠く届いていない状況である。低迷する野菜の摂取量を増やすために、野菜に含ま

れるファイトケミカルを初めとした成分の生体調節機能を明らかにするとともに、それを

正しく理解し人々に伝えることで、野菜摂取の意義、動機づけに繋げることが重要である。 

 

野菜の成分による生体異物の解毒排出 

Lampeは、野菜摂取による疾病予防の主要なメカニズムの 1つとして、生体異物の解毒

排出を挙げている。また、生体異物の解毒作用を有する可能性のある野菜の成分として、

クレソンなどのアブラナ科野菜に含まれるイソチオシアネートやインドール化合物、タマ

ネギやニンニクなどのネギ属野菜に含まれる有機硫黄化合物を挙げている[1]。生体内に取

り込まれた外来異物は、主に肝臓や小腸において、薬物代謝酵素により水溶性の物質に代

謝され、その後体外に排出される。外来異物の代謝は、一般的に、第 1 相、第 2 相、第 3

相の 3段階の薬物代謝酵素の反応によって行われる[2, 3]。第 1相反応は、外来異物の酸化

プロセスであり、主に cytochrome P450（CYP）ファミリーの酵素（第 1相薬物代謝酵素）



 

4 

 

が担う。この反応の結果、もとの成分よりも毒性や反応性の高い物質が産生される場合も

ある。第 2 相反応においては、第 1 相反応により産生した反応性の高い物質が、グルクロ

ン酸、硫酸、グルタチオンなどに抱合され、水溶性の低毒性の物質に変換される。第 2 相

反応は、glutathione-S-transferases（GSTs）、  sulfotransferases（SULTs）、uridine 

diphosphate glucuronosyltransferases（UGTs）などの抱合化酵素（第 2相薬物代謝酵素）

によって行われる。第 3相反応は、40種類以上の ATP-binding cassette（ABC）トランス

ポーターファミリー（第 3 相薬物代謝酵素）で構成されており、外来異物やその代謝物の

細胞外への排出に関与している。上述の解毒作用を有する可能性のある野菜の成分は、こ

れらの薬物代謝酵素の発現を亢進することで解毒作用を発揮すると考えられている。 

 

薬物代謝酵素の発現誘導に関与する転写因子 

 薬物代謝酵素の発現制御には、種々の転写因子が関与している。薬物代謝酵素の発現を

誘導する代表的な転写因子として、pregnane X receptor（PXR）、constitutive androstane 

receptor（CAR）などの核内受容体や、リガンド依存性転写因子である aryl hydrocarbon 

receptor（AhR）がある[3]。一般的に、これらの転写因子はリガンドが結合すると活性化

して核内に移行し、標的となる薬物代謝酵素遺伝子のプロモーター領域にある応答配列の

ヒストンに結合する。するとヒストンアセチルトランスフェラーゼがリクルートされ、そ

れまでアセチル化され転写能を持たなかったヘテロクロマチンの構造が変化し、ユークロ

マチンになる。その結果 RNA polymerase IIがプロモーター領域に結合できるようになり、

薬物代謝酵素の mRNAの転写が開始する[3]。 

 上記のリガンドの結合により活性化される転写因子以外に、細胞内のレドックス状態を

感知して活性化する転写因子である nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2（Nrf2）も、

薬物代謝酵素の発現制御に重要な役割を果たしている。Nrf2 は定常状態では細胞内で抑制

性因子である Kelch-like ECH-associated protein1（Keap1）と 2量体を形成している。求

電子や酸化によるストレスが細胞内に加わると、Keap1 の Cys 残基のチオール基が修飾さ

れる。その結果、Nrf2 と Keap1 の 2 量体が解除され、遊離した Nrf2 が核内に移行し、

Mafなどのタンパク質と 2量体を形成して antioxidant response element（ARE）に結合

し、薬物代謝酵素の発現を制御する[3]。 
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AhR 

AhRは、生体内の多くの組織に分布するリガンド依存性転写因子であり、薬物代謝のキ

ーレギュレーターの１つである[4]。リガンドの結合により活性化すると、AhRは核内に移

行し、aryl hydrocarbon nuclear translocator（ARNT）と2量体を形成する[5]。この

AhR/ARNT複合体は、薬物代謝酵素の遺伝子上流のプロモーター領域に存在するxenobiotic 

responsive element（XRE）に結合し、第1相薬物代謝酵素であるCYP1A1、CYP1A2、第

2相薬物代謝酵素であるUGT1A1、UGT1A6、第3相薬物代謝酵素であるATP-binding 

cassette transporter subfamily G, member 2（ABCG 2）などの遺伝子発現を誘導する[3, 

6-10]。 

一方で、AhRは薬物代謝の制御以外の生体調節にも関与していることが報告されてきて

いる。免疫細胞の多くにはAhRが発現しており、免疫応答に関連する多くの遺伝子のプロ

モーター領域にはXRE配列が存在しているため、AhRは免疫調節においても重要な役割を

果たしている[11]。マクロファージの生存を促進することによる細菌感染からの防御[12]、

制御性T細胞（Treg）と炎症促進性T helper 17細胞（Th17）の分化制御[13]、腸管上皮細

胞間リンパ球数の維持[14]など、自然免疫系、獲得免疫系、腸管免疫系といった多岐にわた

る免疫調節への関与が報告されている。また、XREを介さないAhRの生体調節として、リ

ガンド依存性E3ユビキチンリガーゼ活性が知られている[15]。 AhRはこのメカニズムによ

り、大腸がんなどの腫瘍組織に蓄積するタンパク質であるβ-cateninを分解し、腸管腫瘍の

抑制に重要な枠割を果たしていることが報告されている。天然のAhRリガンドであるイン

ドール-3-カルビノールや3,3-ジインドリルメタンなどのインドール化合物には、腸管腫瘍を

抑制する作用があることが報告されている[16]。以上を踏まえると、AhRは、薬物代謝の制

御以外の生体調節機能を発揮することで、生体防御やホメオスタシスの維持においても重

要な枠割を果たしていると考えられる。 

 

AhRのリガンド 

典型的なAhRリガンドとしては、2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）を初め

としたハロゲン化芳香族炭化水素（halogenated aromatic hydrocarbons、HAHs）や、

3-methylcholanthrene（3MC）等の多環芳香族炭化水素（polycyclic aromatic hydrocarbons、

PAHs）といった環境汚染物質が知られている[17, 18]。これらの物質は、AhRを強力に活
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性化し、内分泌を攪乱したり、第1相薬物代謝酵素の発現を顕著に誘導して発がん性の代謝

中間体を産生することで、生体に有害な影響を与えることが知られている[19]。 

上述のような環境汚染物質とは異なり、食品由来の天然のAhRリガンドも数多く存在す

る。トリプトファンの代謝物である6-formylindolo[3.2-b]carbazole（FICZ）や、ブロッコ

リーなどのアブラナ科野菜に豊富に含まれるインドール-3-カルビノールやその代謝物であ

る3,3-ジインドリルメタンなど、食品成分の代謝物がAhRリガンドであることが分かってい

る[20-22]。また、ケルセチン、ケンフェロール、ナリンゲニンなどのフラボノイド[23-26]、

クルクミン[27]など、野菜に含まれる成分そのものが天然のAhRリガンドとなることも示さ

れている。これらの食品由来のAhRリガンドに関しては、上述のインドール化合物による

腸管腫瘍の抑制作用[16]の他、ケルセチンによるベンゾ[a]ピレンの排出[10]、ナリンゲニン

によるTregの誘導[25]など、AhRを介して生体に対して有益な作用をもたらす可能性も示さ

れている。 

 

本研究の目的 

 本研究では、野菜由来の成分による薬物代謝への影響を明らかにすることを目的とした。

中でも AhRについては、薬物代謝の調節にとどまらない多様な生体調節機能への関与が明

らかになってきており、野菜由来の成分による AhRの活性化を評価することで、野菜成分

による新たな生体調節機能の発見や、生体調節機能の新たなメカニズムの発見に繋がるこ

とが期待される。一方で、AhRは TCDDや 3MCなどの毒性発現のメカニズムにも関与し

ているため、それらの成分と野菜成分の AhRリガンドとしての特性の違いを把握すること

も必要である。 

そこで本研究では、まず第一章において、含硫化合物やインドール化合物、ポリフェノ

ールなどを含む野菜であるブロッコリースプラウトを対象に、その熱水抽出物が肝臓の薬

物代謝に与える影響を動物試験により詳細に解析した。第二章では、野菜の成分による AhR

の活性化作用を詳細に解析するため、AhR 依存的転写活性を評価する細胞評価系を構築し

た。第三章では、第二章において確立した AhR依存的転写活性の評価系を用い、各種野菜

抽出物による AhR活性化への影響を評価するとともに、その活性成分の同定を行った。第

四章では、第三章で見出された AhR 活性化物質である 6-ショウガオールの AhR 活性化の

メカニズムなど、AhRリガンドとしての特性を解析した。 
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第一章：ブロッコリースプラウトの熱水抽出物がラット肝臓の薬物

代謝に及ぼす影響   

 

第一節 緒言 

 

上述の通り、アブラナ科野菜はインドール化合物やイソチオシアネートを豊富に含んで

おり、解毒作用を有すると考えられている。中でもブロッコリーの新芽であるブロッコリ

ースプラウトは、抗腫瘍作用を有することが知られており[28, 29]、その抗腫瘍作用には、

ブロッコリースプラウトの主要成分であるスルフォラファンによるNrf2の活性化を介した

薬物代謝酵素の誘導が関与していると考えられている[30]。さらに、ブロッコリースプラウ

トは、ブロッコリーやカリフラワーなど他のアブラナ科野菜と同程度にインドール化合物

を含んでおり[31, 32]、ケルセチンやケンフェロール等のフラボノイドも含まれている[32]。

これらの成分は AhR リガンドとして働くことが報告されているため[20, 21, 23-25]、ブロ

ッコリースプラウトによる薬物代謝の亢進には AhRも関与している可能性がある。しかし、

ブロッコリースプラウトが AhRの活性化に与える影響はほとんど評価されていない。 

そこで本研究では、DNAマイクロアレイ解析を用いて、ブロッコリースプラウトの経口

摂取が、薬物代謝に関連するどのシグナルに影響を与えているか詳細に解析することとし

た。DNAマイクロアレイは、細胞や組織における遺伝子の発現変化を網羅的に解析するこ

とが可能な実験手法である[33]。近年、DNA マイクロアレイを用いて、食品成分が細胞や

様々な組織における遺伝子発現に及ぼす影響を網羅的に解析することで、食品の機能性の

立証やそのメカニズムを解明する試みがなされるようになってきた。ブロッコリースプラ

ウトに関しては、その主要成分であるスルフォラファンが肝臓の遺伝子発現に与える影響

を DNAマイクロアレイにより解析した研究はあるものの[34, 35]、ブロッコリースプラウ

トそのものを摂取した際の影響を DNAマイクロアレイで解析した報告は無い。 

本章では、DNA マイクロアレイを用いて、ブロッコリースプラウト熱水抽出物（broccoli 

sprout extract：BSEx）の摂取がラット肝臓の遺伝子発現に与える影響を詳細に解析する

とともに、肝臓の解毒作用に与える影響を把握するため、薬物誘導性肝障害の誘導物質と

して知られているアセトアミノフェン（N-acetyl-p-aminophenol：APAP）[36]誘導性肝障

害に与える影響を調べた。 
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第二節：実験方法  

 

1. 試験飼料の調製 

(1)試薬 

 カゼイン、コーンスターチ、スクロース、コーン油、ミネラル混合、ビタミン混合、セ

ルロースはオリエンタル酵母より、重酒石酸コリンは Sigmaより購入した。 

 

(2) BSExの調製 

 村上農園より購入したブロッコリー種子を水で 2 時間浸漬した後、温度 20-25°C、湿度

80%の育苗室で 18時間発芽させたブロッコリースプラウトを熱水抽出に用いた。ブロッコ

リースプラウトを 95ºCの熱湯中で 1時間抽出し、不織布でろ過して残渣を取り除き、BSEx

を得た。BSExを真空エバポレーターで濃縮し、MF-ミリポアフィルターでろ過後、アルミ

パウチに密封し、飼料調製時まで-20°Cで保存した。濃縮後の BSEx中に含まれるグルコラ

ファニン（スルフォラファン配糖体）濃度は 54.45 mg/gであった。 

 

(3) 試験飼料の調製 

 AIN-76飼料に準じて作製した飼料（通常飼料）及び BSExを混餌した飼料（BSEx飼料）

は、Table 1-1に示した組成で調製した。予備検討の結果より、340 mg/100 gのグルコラフ

ァニンを含む飼料を用いることで、肝臓における薬物代謝酵素の活性が亢進することが示

唆されていたため、BSEx飼料中のグルコラファニン濃度が 340 mg/100 gとなるようBSEx

を混餌した。 

Table 1-1 試験飼料の組成（単位は g/100 g） 

 通常飼料 BSEx飼料 

カゼイン 25.00 25.00 

コーンスターチ 40.10 33.86 

スクロース 20.00 20.00 

コーン油 5.00 5.00 

ミネラル配合 3.50 3.50 

ビタミン配合 1.00 1.00 

重酒石酸コリン 0.40 0.40 

セルロース 5.00 5.00 

BSEx - 6.24 
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2. DNAマイクロアレイ 

(1) 試薬 

TRIzolは Invitrogenより、Nuclease-Free Water、Magnetic Standは Ambionより、

RNeasy Plus Mini Kitは Qiagenより購入した。GeneChip 3’ IVT Express Kit、GeneChip 

rat genome 230 2.0 array、GeneChip Hybridization, Wash, and Stain Kit、GeneChip 

Scanner 3000、GeneChip Command Console software は Affymetrixより購入した。 

 

(2) 動物飼育 

SPF 環境で飼育された 7 週齢雄の Wistar ラット 12 匹を日本 SLC より購入し、動物試

験に用いた。動物試験は、「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」に基

づき、カゴメ株式会社の動物・生体試料実験施設管理運営委員会の承認を得て実施した。

Wistarラットは、温度 20 - 24°C、湿度 45 - 65%、明暗サイクル 12時間周期（7:00 - 19:00

明期）の環境下で飼育した。水及び飼料の摂取は自由とした。CE-2固形飼料（日本クレア）

による 5日間の馴化の後、各群の体重がほぼ同等となるよう、6匹ずつ Control群と BSEx

群の 2 群に分け、Control 群に通常飼料を、BSEx 群には BSEx 飼料を 10日間自由摂取さ

せた。摂取期間終了後、ネンブタール麻酔下で肝臓を摘出し、液体窒素にて急速凍結後、

-80°Cで保存した。 

 

(3) 肝臓からの Total RNA の抽出 

各群 6 匹のうち、体重および摂食量が平均値に近い 4 匹ずつから採取した肝臓を用い、

マイクロアレイ用の Total RNAを抽出した。凍結保存した肝臓から切り出した約 50 mgの

肝臓塊に、2 mL の TRIzol を加えた。氷上でポリトロンホモジナイザーを用いてホモジナ

イズし、ホモジネートのうち 1 mLを 1.5 mLエッペンチューブに取り、そこに 200 µLの

クロロホルムを加え、激しく攪拌した。室温で 2-3分間静置後、4°C、15,000 × gで 15分

間遠心し、水層（最上層）を 400 µL回収した。そこに同量の 2-プロパノールを混合して軽

く攪拌した後 10分間静置し、4°C、15,000 × gで 10分間遠心して RNA の沈殿を得た。上

清を除去し、70%エタノール 1 mLを加えた後、4°C、15,000 × gで 5分間遠心し、すぐに

上清を除いた。この操作をもう一度繰り返した後、エタノールを蒸発させ、Nuclease-Free 

Water 100 µL に沈殿を溶解し、Total RNA 溶液を得た。Total RNA の DNase 処理は、
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RNeasy Plus Mini Kitを用いて行った。 

 

(4) cDNAの合成 

DNA マイクロアレイ用の cDNA の合成、及びビオチン標識増幅 RNA（aRNA）の合成

と断片化には、GeneChip 3’ IVT Express Kitを用いた。Nuclease-Free Water で 20 ng/µL

の濃度に希釈した RNA水溶液 5 µL（RNA 100 ng）に、First-Strand Buffer Mix 4 µLと

First-Strand Enzyme Mix 1 µLを加えた。混合液を 42°Cで 2時間インキュベートし、10 µL

の First-Strand cDNA を得た。さらに、Nuclease-free Water 13 µL、Second-Strand Buffer 

Mix 5 µL、Second-Strand Enzyme Mix 2 µLを加え、16°Cで 1時間インキュベートし、

その後 65°Cで 10分間さらにインキュベートすることで、30 µLの Second-Strand cDNA

を得た。 

  

(5) in vitro transcription（IVT）反応による aRNA 合成と断片化 

30 µLの Second-Strand cDNA に、IVT Biotin Label 4 µL、IVT Labeling Buffer 20 µL、

IVT Enzyme Mix 6 µL を加え、40°Cで 16時間インキュベートすることで、60 µLの aRNA

を得た。60 µLの aRNAに、RNA Binding Beads 10 µL、aRNA Binding Buffer Concentrate 

50 µLを加えた。混合液をキットに付属のU-Bottom Plateのウェルに入れ、120 µLのエ

タノールを加え、ピペッティングで軽く攪拌した。プレートシェイカーで 500 rpm程度の

強度で 2分間穏やかに攪拌することで、aRNA を RNA Binding Beads に吸着させた。その

後、U-Bottom PlateをMagnetic Stand の上に 5分間置くことで、RNA Binding Beads

を U-Bottom Plate の底に凝集させた。RNA Binding Beads を乱さずに上清を除去し、

U-Bottom PlateをMagnetic Standから下ろし、100 µLの aRNA Wash Solutionをウェル

に加え、プレートシェイカーで 900 rpm、1分間攪拌し、上記と同様に RNA Binding Beads

を凝集させた後、上清を除去した。同様の洗浄作業をもう 1 度繰り返した後、U-Bottom 

Plateをプレートシェイカーで 1,200 rpm、1分間攪拌し、エタノールを完全に蒸発させた。

予め 55°Cに加熱しておいた aRNA Elution Solutionを 50 µL加え、プレートシェイカー

で 1,200 rpm、3分間攪拌し、RNA Binding Beadsを完全に分散させた。さらに、上記と

同様に RNA Binding Beadsを凝集させた後、上清を回収し、精製 aRNA を得た。15 µg分

の精製 aRNAに、5 × Array Fragmentation Bufferを 8 µL加え、さらにNuclease-free 
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Waterを加えて 40 µLにメスアップした。混合液を 94°Cで 35分間インキュベートするこ

とで、断片化 aRNA を得た。 

 

(6) ハイブリダイゼーション 

ハイブリダイゼーションには GeneChip Hybridization, Wash, and Stain Kit を用いた。

断片化された aRNA 33.3 µL（12.5 µg）に 3 nM Control Oligonucleotide B2 を 4.2 µL、

20 × Eukaryotic Hybridization Controls (bio B, bio C, bio D, cre)を 12.5 µL、2 × 

Hybridization Bufferを 125 µL、dimethyl sulfoxide（DMSO）を 25 µL、Nuclease-free 

Water を 50 µL 混合し、250 µL の Hybridization cocktail を調製した。GeneChip rat 

genome 230 2.0 arrayにHybridization Bufferを 200 µL注入し、45°C、60 rpmで 10分

間回転させ、Genechip を平衡化した。Hybridization cocktailを 99ºCで 5分間静置し、引

き続き 45°C で 5 分間静置した後、13,000 rpm で 5 分間遠心した。GeneChip から

Hybridization Bufferを抜き、Hybridization cocktailの遠心上清 200 µLを GeneChipに

注入し、45°C、60 rpmで 16時間ハイブリダイズさせた。 

 

(7) 洗浄、染色、スキャニング 

ハイブリダイゼーション終了後のプローブアレイの洗浄と染色は、GeneChip 

Hybridization, Wash, and Stain Kit の洗浄液、染色液と GeneChip Fluidics Station 450

を用い、付属のプロトコールに従って行った。その後、GeneChip Scanner 3000 によりス

キャニングを行い、GeneChip Command Console softwareを用いてプローブセットごと

の発現データ（CELファイル）に変換した。 

 

(8) データ解析 

スキャンして得られたマイクロアレイデータ（CEL ファイル）は、統計解析言語「R」

[37]（フリーソフトウェア）および Bioconductor[38] （http://www.bioconductor.org/より

ダウンロード）によるマイクロアレイデータ解析用パッケージ群を用いて解析を行った。

データの正規化は、Factor Analysis for Robust Microarray Summarization（FARMS）ア

ルゴリズム[39]により行った。また、Control群と BSEx群間で発現が異なる遺伝子を選抜

するための方法としては、FARMS と相性が良いとされている rank products（RP）法を



 

12 

 

採用した[40-42]。BSEx 群で有意に発現が変動した遺伝子の機能分類は、Database for 

Annotation, Visualization, and Integrated Discovery （ DAVID ） [43] 

（http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp）を用いて、Gene Ontology（GO）解析と Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathway解析により行った。発現変動遺

伝子に関連する機能を抽出するためのエンリッチメント解析には、Benjamini and 

Hochberg false discovery rate（FDR）[44]で多重比較補正された EASE score[45]を用い

た。 

さらに、BSEx 群において発現が有意に増加した遺伝子に関連した既知のシグナル経路、

生物学的機能を探索するため、Ingenuity Pathway Analysis（IPA）[46]を用いた解析を行

った。 IPA は、Ingenuity 社によりライセンスされているソフトウェアであり、論文情報

から構築されたデータベースに基づき、遺伝子発現変化と関連するシグナル経路、生物学

的機能の検出が可能なツールである。遺伝子発現変化と関連するシグナル経路や生物学的

機能の順位付けにおいては、right-tailed Fisher’s exact testにより算出したP値を用いた。 

 

3. Real-time RT-PCR 

(1)試薬 

PrimeScript® RT Master Mix（Perfect Real Time）、SYBR Premix Ex Taq II はタカラ

バイオより購入した。MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate、7900HT Fast Real-Time 

PCR Systemは、 Applied Biosystems より購入した。 

 

(2) Total RNAの抽出 

マイクロアレイ解析に用いたものと同じ各群 6匹のラットの肝臓を用いて、2.と同様の方

法で total RNAを抽出した。 

 

(3) cDNAの合成 

cDNAの合成には PrimeScript® RT Master Mix（Perfect Real Time）を使用し、全て

氷上で行った。Total RNA 2 μgに相当する液量に、Nuclease-Free Waterを加え、32 μL

にメスアップした。その後、5 × PrimeScript® RT Master Mix 8 μLを加え、静かに混合し

た。遠心機で軽く遠心してスピンダウンした後、37°C のヒートブロックの上で 15 分間イ

http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
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ンキュベートした。その後、85°Cで 5秒間加熱することで逆転写酵素を失活させ、氷上に

回収して反応を停止させた。合成した cDNAは-30°Cで保存した。 

 

(4) Real-time RT-PCR 

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plateの各ウェルに、2 × SYBR Premix Ex Taq II 

10 μL、Forward プライマー 0.8 μL、Reverse プライマー0.8 μL、50 × ROX Reference Dye 

0.4 μL、Nuclease-Free Water 6 μL、cDNA 2 μL を混合し、プレートを遠心機で約 10秒

間フラッシュし、混合液をプレートの底に落とした。PCR に用いたプライマーの配列は、

Table 1-2に示した。PCR反応には、7900HT Fast Real-Time PCR Systemを用いた。プ

レートを機器に入れ、95°C で 30 秒間熱変性させた後、「熱変性 を 95°C で 5 秒間、アニ

ーリングと伸長反応を 60°Cで 30秒間」の PCR反応を 40サイクルと、「95°Cで 15 秒間、

60°C で 60秒間、95°Cで 15 秒間」の解離反応を行った。各遺伝子の発現量は、ハウスキ

ーピング遺伝子である Actb（β-actin） の発現量に対する相対値を算出し、Control群の発

現量を 1として算出した。 

 

(5) 統計解析 

結果は平均値±標準偏差で表した。Control 群と BSEx 群との間の有意差検定には

Student’s t-testを用い、有意水準 P < 0.05を有意差ありとした。 
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Table 1-2  Real-time RT-PCR で用いたプライマー 

 

4. APAP誘導性急性肝障害モデル 

(1) 試薬  

 APAPは Sigmaより購入した。トランスアミナーゼCΙΙ-テストワコーは、和光純薬工業

より購入した。Total Glutathione Quantification Kitは、同仁化学研究所から購入した。 

 

(2) 動物実験  

 34匹の 6週齢雄Wistarラットを日本 SLC社より購入し、試験に用いた。試験飼料には、

1.で調製した通常飼料及び BSEx飼料を用いた。動物飼育条件及び馴化の方法は、DNAマ

イクロアレイの方法に準じた。馴化後、ラットは Control群 （n = 6）、BSEx群 （n = 8）、 

Gene Sequence (5'→3') 

Actb (β-actin) Forward GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA 

Reverse GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG 

Rpl10a Forward GAAGAAGGTGCTGTGTTTGGC 

Reverse TCGGTCATCTTCACGTGGC 

Arbp Forward GGCGACCTGGAAGTCCAACTA 

Reverse CATTGTCTGCTCCCACAATGAA 

Rpl15 Forward GCTTTAGTAGCAGCTGGTGTGTGA 

Reverse ACCCAAGACGAATTGATTGGAA 

Rps16 Forward TCCAAGGGTCCGCTGCAGTC 

Reverse CGTTCACCTTGATGAGCCCATT 

Rpl3 Forward TGTATTGGAGCTTGGCATCCTG 

Reverse ACCATCCTTGATGAGGTAGCCTTG 

Rps18 Forward AAGTTTCAGCACATCCAGCGAGTA 

Reverse TTGGTGAGGTCAATGTCTGCTTTC 

Rps3 Forward GATCATGTGAGCATTGTGGAACCTA 

Reverse CTCCAGATGCAGCTGCCAAG 

Cyp1a2 Forward TCAACCTCGTGAAGAGCAGCA 

Reverse GTCCTGGATACTGTTCTTGTTGAAGTC 

Gstm3 Forward TTCGTGCAGACATTGTGGAGA 

Reverse CTTGCCCAGGAACTCAGAGTAGA 

Gclc Forward GTGGACACCCGATGCAGTATTC 

Reverse CATCCACCTGGCAACAGTCATTAG 

Gsta3 Forward AATAGGCTGAGCAGGGCTGATG 

Reverse GGTTGCTGACTCTGGTTCTCAGG 

Gstt3 Forward ATGCCTTTGCCCAGGTGAAC 

Reverse GTGTGCTGCCAAGCCAGGTA 

Gstp1 Forward GAGGACCTTCGATGCAAATATGGTA 

Reverse CTGGGACAGCAGGGTCTCAA 
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APAP群（n = 10）、APAP+BSEx群（n = 10）の 4群に分け、Control群と APAP群には

通常飼料を、BSEx群と APAP+BSEx群には BSEx飼料を 10日間給餌した。10日後、APAP

群と APAP+BSEx 群には、1%メチルセルロースに溶解した APAP を 1000 mg/kg 経口投

与することで肝障害を誘導した。Control 群と BSEx 群には、1%メチルセルロースのみを

経口投与した。APAP または 1%メチルセルロース投与 24 時間後に、ラットを麻酔し、血

液及び肝臓を採取した。血液を 2,000 × g で 10 分間遠心することで血清を調製し、

aspartate transaminase（AST）と alanine transaminase（ALT）の測定に用いた。肝臓

は生理食塩水で洗浄し、速やかに液体窒素で凍結後、その後の解析まで-80ºCにて凍結保存

した。 

 

(3) 血清及び肝臓マーカーの解析 

血清ASTおよびALTレベルは、トランスアミナーゼCΙΙ-テストワコーを用いて測定した。

肝臓中グルタチオン（GSH）濃度は、約100 mgの肝臓に1.0 mLの5% 5-スルフォサリチル

酸を加えて氷上でホモジナイズし、遠心分離（8,000 × g、10分、4°C）により得られた上清

を用いて、Total Glutathione Quantification Kitにより測定した。肝臓のGST活性は、Habig

らの方法により測定した[47]。約0.5 gの肝臓を、10倍量の100 mMリン酸カリウム水溶液

（pH7.4）でホモジナイズし、遠心分離（12,000 × g、20分、4°C）により得られた上清を

回収した。上清100 μLに、500 μLの200 mMリン酸カリウム、100 μLの10 mM GSH、100 

μLの10 mM 1-chloro- 2,4-dinitrobenzeneを加え、340 nmの吸光度を3分間モニターするこ

とで、GST活性を測定した。肝臓のthiobarbituric acid-reactive substances（TBARS）濃

度は、Kikugawaらの方法[48]により測定した。約0.5 gの肝臓に9倍量の10 mM Tris-HCl 

(pH7.4)を加えてホモジナイズし、遠心分離（12,000 × g、20分、4°C）により得られた上清

0.2 mLに、0.65 mLの反応溶液（0.04 mLの5.2% sodium dodecyl sulfate（SDS）、0.01 mL

の0.8% butylated hydroxytoluene氷酢酸溶液、0.28 mLの0.8% TBA、0.32 mLの超純水）、

0.15 mLの20% 酢酸を加え、全量を1.0 mLとした。混合液を100°Cで60分間加温し、 室温

まで冷却した後、1.0 mLの1-ブタノール/ピリジン（15:1）混合液で抽出した。抽出液の532 

nmにおける吸光度を測定することで、TBARS濃度を算出した。 
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第三節：結果  

 

1. BSExにより発現が変動した遺伝子の GO解析 

Control 群と BSEx 群間の FDR が 0.05 以下であったものを、群間の発現量に差がある

ものと定義した。RP法とFARMSの組合せにより、BSEx群で発現が増加した 403遺伝子、

発現が減少した 515 遺伝子が見出された。それらのうち、重複が見られたプローブセット

や遺伝子が定義されていないプローブセットを除いたところ、BSEx群で発現が増加した遺

伝子は 356 遺伝子、発現が減少した遺伝子は 426 遺伝子となった。さらに、DAVID を用

いて、BSEx群で発現が増加または減少した遺伝子を、GO解析により機能カテゴリーに分

類した。発現が増加または減少した遺伝子の GO解析の結果、P < 0.05であった GO term

を、ぞれぞれ Table 1-3と 1-4に示した。BSEx群で発現が増加した遺伝子の GO termを P

値が低い順に並べると、‘翻訳伸長（translation elongation）’、‘有機物への応答（response 

to organic substance）’、‘傷害への応答（response to wounding）’、‘無機物への応答

（ response to inorganic substance）’、‘外的刺激への応答（ response to external 

stimulus）’、‘リボソーム発生（ribosome biogenesis）’ であった（Table 1-3）。 同様に、

BSEx群で発現が減少した遺伝子のGO termは、‘カルボン酸代謝プロセス（carboxylic acid 

metabolic process）’、‘脂質代謝プロセス（lipid metabolic process）’、‘アルコール代謝プ

ロセス（alcohol metabolic process’、‘有機物への応答（response to organic substance）’、

‘補酵素代謝プロセス（coenzyme metabolic process）’、‘グルコース代謝プロセス（glucose 

metabolic process）’ であった（Table 1-4）。 

 

2. BSExにより発現が変動した遺伝子の KEGG pathway解析 

KEGG pathway解析により、発現変動した遺伝子の機能分類を行った。発現が増加した

遺伝子については 3つの pathwayが、発現が減少した遺伝子については 18の pathwayが

見出された（Table 1-5）。 発現が増加した遺伝子に関連する pathway は、‘リボソーム

（Ribosome）’、‘cytochrome P450 による生体異物の代謝（Metabolism of xenobiotics by 

cytochrome P450）’、‘薬物代謝（Drug metabolism）’であった。“Ribosome”には、リボ

ソームタンパク質をコードする約 40 種類の遺伝子が含まれており、“Metabolism of 

xenobiotics by cytochrome P450”と“Drug metabolism”には、Cyp、Gst、Ugtなどの第 1
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相及び第 2 相薬物代謝酵素をコードする遺伝子が含まれていた。発現が減少した KEGG 

pathwayは、脂質及び糖の代謝に関連するものが中心であった。 

 

3. BSExにより発現が増加した遺伝子の IPA解析 

発現が増加した 356遺伝子を IPA解析に供したところ、P < 0.05を示す 15のパスウェ

イが見出された。Table 1-6に示すように、‘EIF2シグナル（EIF2 signaling）’、‘eIF4及

び p70S6Kシグナルの制御（regulation of eIF4 and p70S6K signaling）’、‘mTORシグナ

ル（mTOR signaling）’が特に P値の低いパスウェイとして見出され、これらにはリボソ

ームタンパク質をコードする遺伝子が含まれていた。一方、15 のパスウェイのうち 6 つ、

すなわち、‘NRF2 を介した酸化ストレス応答（NRF2-mediated oxidative stress 

response）’、‘cytochrome P450 による生体異物の代謝（metabolism of xenobiotics by 

cytochrome P450）’、‘グルタチオン代謝（glutathione metabolism）’、‘アリル炭化水素受

容体シグナル（aryl hydrocarbon receptor signaling）’、‘生体異物代謝シグナル（xenobiotic 

metabolism signaling）’、‘ペントースとグルクロン酸の相互変換（ pentose and 

glucuronate interconversions）’は、薬物代謝と関連するものであった。これらには、Cyp、

Gst、Ugt、glutamate-cysteine ligase catalytic subunit （Gclc）といった、第 1相や第 2

相薬物代謝酵素やグルタチオン合成酵素をコードする遺伝子が含まれていた。 

 

4. Real-time RT-PCR による DNAマイクロアレイの再現性 

DNA マイクロアレイ解析により、BSEx 群ではタンパク質合成や薬物代謝、グルタチオ

ン代謝に関連する遺伝子の発現が増加していることが明らかとなった。そこで、これらの

遺伝子の発現が実際に増加しているか否かを明らかにするため、より定量性の高い

Real-time RT-PCRによりmRNA発現量の定量を行った。なお、BSEx群の 1個体につい

ては、内部標準である β-actinの発現量が異常値を示したため、解析から除外した。Table 1-7

に、DNA マイクロアレイ解析における各遺伝子の FDR 値、及び、Real-time RT-PCR に

よる相対発現量の変化を示した。DNA マイクロアレイ解析で FDR < 0.01 であった

Ribosomeに関連する 7つの遺伝子のうち、ribosomal protein small-subunit（Rps）3の

発現量のみが BSEx群で有意に増加（P < 0.05）しており、その他の遺伝子の発現量は増加

していなかった。一方、薬物代謝またはグルタチオン代謝に関連する 6 つの遺伝子のうち、
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Cyp1a2、Gclc、Gsta3の 3つの遺伝子の発現量が BSEx群で有意に増加していた。  

 

5. BSExが APAP誘導性急性肝障害に与える影響 

Control群と BSEx群の間には、いずれの指標においても有意な差はなく、摂食量にも群

間で差は見られなかった（データは示していない）。一方、肝臓の GST活性や GSH濃度に

ついては、有意な差はないものの、Control群と比較し BSEx群で平均値が高い値を示した

（Table 1-8）。APAP群においては、体重、肝重量、肝重量/体重、肝臓の GSH濃度が Control

群に比べて有意に低下したが、それらの低下は、APAP+BSEx 群においては有意に抑制さ

れた。また、APAP群の AST、ALT、TBARSは Control群比とべて有意に上昇したが、そ

れらの上昇は、APAP+BSEx群においては有意に抑制された（Table 1-8）。 
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Table 1-3 BSExの摂取で発現が有意に増加した遺伝子の GO解析の結果（P < 0.05の中で

P値が低いカテゴリーを選抜）。†は P 値が 0.05以上の GO termを、*はツリーの最下層に

位置する GO termを示す。 

 

  

GO ID No. of genes FDR-corrected P value

0008152 Metabolic process 176 2.44×10-7

0051186 Cofactor metabolic process* 13 4.54×10-2

0042180 Cellular ketone metabolic process* 26 1.66×10-2

0019752 Carboxylic acid metabolic process 25 2.65×10
-2

0006575 cellular amino acid derivative metabolic process* 12 3.49×10-2

0006807 Nitrogen compound metabolic process 67 2.91×10-
2

0019538 Protein metabolic process 81 6.40×10-3

0006412 Translation 45 6.25×10-15

0006414 Translation elongation* 38 9.81×10-34

0071840 Cellular component organization or biogenesis†

0042254 Ribosome biogenesis 13 7.21×10-5

0042273 Ribosomal large subunit biogenesis* 4 2.12×10-2

0042274 Ribosomal small subunit biogenesis* 7 2.15×10-5

0006364 rRNA processing* 10 6.95×10-4

0032502 Developmental process 84 8.83×10-3

0048513 Organ development 63 7.72×10-4

0001889 Liver development* 8 2.82×10
-2

0030323 Respiratory tube development* 10 2.81×10-2

0009888 Tissue development 33 7.37×10
-4

0030855 Epithelial cell differentiation* 10 2.51×10-2

0042692 Muscle cell differentiation 11 1.30×10
-2

0055002 Striated muscle cell development* 7 3.47×10-2

0050896 Response to stimulus 110 3.65×10-2

0009628 Response to abiotic stimulus* 21 2.14×10-2

0042221 Response to chemical stimulus†

0010035 Response to inorganic substance 23 1.72×10-5

0010038 Response to metal ion* 16 7.65×10-4

0042493 Response to drug* 18 3.01×10-2

0010033 Response to organic substance 52 2.39×10-7

0009725 Response to hormone stimulus 26 8.85×10-3

0048545 Response to steroid hormone stimulus 20 2.00×10-3

0051384 Response to glucocorticoid stimulus* 11 1.66×10
-2

0009605 Response to external stimulus* 42 6.71×10-5

0006950 Response to stress 61 2.11×10
-5

0009611 Response to wounding 32 9.51×10-7

0042060 Wound healing* 12 4.39×10-2

0006954 Inflammatory response 19 1.62×10-4

0002526 Acute inflammatory response* 15 1.72×10-6

0002376 Immune system process†

0019724 B cell mediated immunity 8 6.61×10-3

0006958 Complement activation, classical pathway* 5 2.83×10-2

0019882 Antigen processing and presentation†

0002495 antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class II* 5 1.03×10-2

0002682 Regulation of immune system process 25 3.31×10-4

0050776 Regulation of immune response* 15 1.56×10
-2

0065007 Biological regulation†

0051726 Regulation of cell cycle* 15 3.46×10
-2

0048518 Positive regulation of biological process 64 1.33×10-2

0010942 Positive regulation of cell death 18 3.55×10-2

0043065 positive regulation of apoptosis* 18 3.22×10-2

0045639 Positive regulation of myeloid cell differentiation 6 2.98×10-2

0002763 positive regulation of myeloid leukocyte differentiation* 5 2.83×10-2

0065008 Regulation of biological quality 50 1.28×10-2

0034101 Erythrocyte homeostasis* 7 2.76×10-2

0048519 Negative regulation of biological process* 54 3.61×10-2

GO term
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Table 1-4 BSExの摂取で発現が有意に減少した遺伝子の GO解析の結果（P < 0.05の中で

P値が低いカテゴリーを選抜）。†は P 値が 0.05以上の GO termを、*はツリーの最下層に

位置する GO termを示す。 

 

 

  

GO ID No. of genes FDR-corrected P value

0008152 Metabolic process 219 2.82×10-14

0044238 Primary metabolic process 177 1.12×10-6

0006629 Lipid metabolic process 79 1.78×10-28

0008202 Steroid metabolic process 24 7.11×10-9

0006694 Steroid biosynthetic process* 10 5.09×10-3

0008610 Lipid biosynthetic process 26 4.24×10-6

0044255 Cellular lipid metabolic process 58 1.33×10
-20

0006641 Triglyceride metabolic process* 12 3.02×10-6

0006631 Fatty acid metabolic process 40 3.39×10-22

0019395 Fatty acid oxidation 15 1.39×10-10

0006635 Fatty acid beta-oxidation* 11 8.03×10-8

0009062 Fatty acid catabolic process* 14 3.77×10-10

0001676 Long-chain fatty acid metabolic process* 7 2.18×10-4

0005975 Carbohydrate metabolic process 29 1.37×10
-3

0006006 Glucose metabolic process* 19 3.62×10-5

0044281 Small molecule metabolic process†

0006766 Vitamin metabolic process* 10 6.41×10-3

0006066 Alcohol metabolic process* 41 2.28×10-11

0044237 Cellular metabolic process 179 1.73×10-9

0019752 Carboxylic acid metabolic process 75 3.78×10-31

0043648 Dicarboxylic acid metabolic process* 10 2.86×10
-5

0046394 Carboxylic acid biosynthetic process* 19 3.78×10-6

0051186 Cofactor metabolic process 20 6.22×10-5

0051187 Cofactor catabolic process* 7 5.33×10-3

0006732 Coenzyme metabolic process 19 9.64×10-6

0006084 Acetyl-CoA metabolic process* 10 2.32×10-5

0034754 Cellular hormone metabolic process* 10 1.49×10-3

0006091 Generation of precursor metabolites and energy* 18 5.98×10
-3

0050896 Response to stimulus
† 113

0031667 Response to nutrient levels* 20 5.39×10-3

0010033 Response to organic substance 56 3.22×10-7

0009725 Response to hormone stimulus 32 3.99×10-4

0043434 Response to peptide hormone stimulus* 17 8.14×10-3

0042493 Response to drug* 24 6.31×10-4

GO terms
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Table 1-5 BSExの摂取により発現が変動した遺伝子の KEGG pathway解析の結果（P < 

0.05）。 

 

 

  

KEGG ID Pathway P value

rno03010 Ribosome 3.97×10-43

rno00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 1.19×10-3

rno00982 Drug metabolism 4.01×10-3

rno00071 Fatty acid metabolism 2.42×10-17

rno03320 PPAR signaling pathway 2.42×10-12

rno00280 Valine, leucine and isoleucine degradation 5.75×10-8

rno00620 Pyruvate metabolism 8.79×10
-7

rno01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 8.34×10-7

rno00650 Butanoate metabolism 1.21×10-6

rno00830 Retinol metabolism 5.97×10
-6

rno00982 Drug metabolism 7.15×10-6

rno00640 Propanoate metabolism 1.06×10-5

rno00020 Citrate cycle (TCA cycle) 4.94×10
-5

rno00120 Primary bile acid biosynthesis 5.63×10-5

rno00140 Steroid hormone biosynthesis 7.09×10-4

rno00561 Glycerolipid metabolism 7.78×10
-4

rno00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 3.66×10-3

rno00380 Tryptophan metabolism 3.95×10-3

rno00983 Drug metabolism 4.29×10
-3

rno00500 Starch and sucrose metabolism 9.28×10-3

rno00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 2.46×10-2

Up-regulated

Down-regulated
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Table 1-6 BSExの摂取により発現が増加した遺伝子の IPA解析の結果、P < 0.05を示した

pathway  

  

  

Ingenuity Canonical Pathways  P-value

EIF2 Signaling 3.16×10-23

Regulation of eIF4 and p70S6K Signaling 2.69×10-8

mTOR Signaling 3.24×10-7

NRF2-mediated Oxidative Stress Response 1.41×10-4

Metabolism of Xenobiotics by Cytochrome P450 1.45×10-4

Glutathione Metabolism 1.32×10-3

Arachidonic Acid Metabolism 8.13×10-3

Acute Phase Response Signaling 1.00×10-2

B Cell Development 1.66×10-2

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 1.91×10-2

ERK/MAPK Signaling 2.75×10-2

Xenobiotic Metabolism Signaling 2.75×10-2

Eicosanoid Signaling 2.75×10
-2

Complement System 2.75×10
-2

Pentose and Glucuronate Interconversions 2.75×10
-2
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Table 1-7 BSExの摂取により発現が変化した遺伝子の Real-time RT-PCR の結果 

 

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. Control（Student’s t-test） 

  

Mean SD Mean SD

Ribosome

Rpl10a 0.0018 1.00 0.06 0.82** 0.05

Arbp 0.0056 1.00 0.13 0.86** 0.24

Rpl15 0.0058 1.00 0.14 0.80** 0.23

Rps16 0.0058 1.00 0.11 0.75** 0.18

Rpl3 0.0068 1.00 0.12 1.07** 0.20

Rps18 0.0086 1.00 0.06 1.00** 0.17

Rps3 0.0096 1.00 0.05 1.34** 0.27

Xenobiotic/glutathione metabolism

Cyp1a2 0.0001> 1.00 0.32 2.43** 0.66

Gstm1 0.0001> 1.00 0.13 1.23** 0.30

Gclc 0.0014 1.00 0.06 1.32** 0.23

Gsta3 0.0018 1.00 0.13 1.58** 0.43

Gstt3 0.0018 1.00 0.19 1.03** 0.05

Gstp1 0.0287 1.00 0.14 0.94** 0.30

Gene Symbol FDR-corrected P value
Control BSEx 
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Table 1-8 BSEx摂取が APAP誘導性肝障害モデルラットの生体マーカーに与える影響 

 

異符号間に有意差あり（P < 0.05）。 

  

Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

Body Weight (g) 188.45a  a 10.38 190.90a a 11.36 172.39   a 9.91 183.63a a 8.87

Body weight gain after i.p (g) 3.88a aa 1.77 3.59a a 1.53 −11.21b b 3.3    −1.05c c 2.84

Liver Weight (g) 8.46ac a 0.44 9.13a a 0.69 6.90b b 0.58 8.11c c 0.85

Liver /Body 0.045ac 0.001 0.048a 0.002 0.040b 0.002 0.044c 0.003

AST (IU/L) 71.41a aa 6.99 59.98a a 8.46 5614.41b b 1997.83 70.91a a 15.74

ALT (IU/L) 12.51aa a 0.57 9.81a a 1.84 1297.71b b 447.33 11.78a a 2.08

GST activity (U/g tissue) 61.78abb 4.95 77.89a a 4.62 51.90bbb 16.85 93.19c c 16.55

TBARS（μmol/g tissue） 462.68a aa 36.57 420.95a a 23.66 751.12b b 220.87 496.63a a 37.21

GSH（nmol/g tissue） 2.73a aa 0.26 2.99a a 0.29 1.66b b 0.59 2.61a a 0.75

Marker
Control BSEx APAP APAP+BSEx
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第四節：考察 

 

動物試験における BSExの投与方法について 

本試験では、BSExがラット肝臓の薬物代謝に与える影響を解析するために、BSEx飼料

を 10日間ラットに継続摂取させた。その結果、BSExを摂取することによる体重への有意

な影響は見られず（Table 1-8）、摂食量も通常飼料を摂取した群と差が無かった（データは

示していない）。一方で既報においては、ブロッコリースプラウト抽出物を含有する飼料を

摂取したマウスは、通常飼料を摂取するマウスよりも体重が増加しにくく、その理由とし

て、ブロッコリースプラウトの苦い香味により、摂食量が減少することが挙げられていた

[49]。既報と異なる本試験の結果に関しては、2 つの要因が関与していると考えている。1

つは、ブロッコリースプラウトの熱水抽出時の温度の影響である。既報においては、ブロ

ッコリースプラウトを 60°Cで緩やかに加熱するか、または 5分間スチームすることで抽出

物を得ていた[49]。 そのような加工条件ではミロシナーゼは失活しないため、グルコシノ

レートが辛味を呈するイソチオシアネートに変換されたものと考えられる。2つ目の要因は、

ブロッコリースプラウトの発芽日数である。我々は、発芽 1 日後のブロッコリースプラウ

トを用いて抽出物を調製したが、既報においては、発芽 6 日後のブロッコリースプラウト

を用いていた[49]。ブロッコリースプラウトに含まれるフェノール性化合物の含量は、その

発芽段階に応じて増加することが報告されており[50]、発芽 6日後のブロッコリースプラウ

トは、苦味成分であるフェノール性化合物の含量が、発芽 1 日後のものより多いと考えら

れる。以上より、既報の試験においては、イソチオシアネートやフェノール性化合物の香

味により、ラットがブロッコリースプラウト抽出物を含有する飼料を摂取するのを避けた

が、今回の試験ではそれらの成分による香味への影響が少なく、摂食量や体重に影響を与

えなかったと推測される。 

BSExの投与量に関しては、予備検討の結果も踏まえ、100 g飼料当たり 340 mgのグル

コラファニンを含むように BSEx を混餌し試験に用いた。ラットの 1 日当たりの摂餌量が

15 g程度であること、及びラットの体重が 200 g程度であることを考えると、ラットは約

200-300 mg/kg体重のグルコラファニンを毎日摂取していたと推測される。既報において、

30-60 mg/kg体重のグルコラファニンの投与は、臓器にダメージを与えることなく第 2相薬

物代謝酵素であるNQO1の発現を増加させるが、120-240 mg/kg体重のグルコラファニン
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の投与はラットの肝臓において酸化ストレスを引き起こす可能性が報告されている[51, 52]。

しかし本試験においては、BSExの投与により AST、ALT、TBARSの増加や GSHの減少

は見られなかった（Tables 1-8）ことから、本試験における BSExの投与量は妥当であった

と考えられた。 

 

BSExによる肝臓の遺伝子発現変化について 

DNAマイクロアレイ及び Real-time RT-PCR 解析の結果、BSEx飼料の摂取により、ラ

ット肝臓の第 1相及び第 2相薬物代謝酵素の遺伝子発現が亢進することが示された（Table 

1-3、Table 1-5、Table 1-7）。また、IPA解析の結果より、Nrf2や AhRが、BSExによる

薬物代謝酵素関連遺伝子の発現誘導に寄与していることが示唆された（Table 1-6）。Nrf2

と AhRは薬物代謝酵素の発現誘導に関与する代表的な転写因子である[3]。BSExの摂取に

より、Nrf2の活性化と AhRの活性化が共に起こり、その結果、薬物代謝酵素の発現が誘導

されたと考えられる。 

BSExの摂取により発現量が減少した遺伝子として、脂質代謝に関連する遺伝子が多く見

出された（Table 1-4、Table 1-5）。Nrf2欠損マウスのプロテオミクス解析により、Nrf2の

欠損により脂質代謝に関連する多くのタンパク質の発現が増加することが示されており

[53]、脂質代謝関連の遺伝子発現は Nrf2 によりネガティブな制御を受けることが示唆され

ている。この報告を踏まえると、BSExによる Nrf2の活性化が脂質代謝関連遺伝子の発現

減少に寄与している可能性があるが、本試験の結果からはその関連性については解析でき

なかった。 

 

ブロッコリースプラウト中の AhR活性化物質について 

本試験に用いた BSEx に含まれるグルコシノレートのプロファイルは完全に明らかに出

来ていないが、既報[28, 30, 54, 55]によってそれを推測することは可能である。既報におい

ては、ブロッコリースプラウトに含まれるグルコシノレートのうち約 70%はグルコラファ

ニンであり、本試験の BSEx 中の主要なグルコシノレートもグルコラファニンであると考

えられる。グルコラファニンは、生体内で配糖体が切れてスルフォラファンに変換される。

スルフォラファンは、Nrf2 を介して第 2 相薬物代謝酵素の発現を誘導することが知られて

おり[28, 32, 56, 57]、BSEx投与による肝臓でのNrf2シグナルの誘導には、体内において
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グルコラファニンから産生されたスルフォラファンが関与している可能性がある。 

一方、スルフォラファンによる AhR の活性化については、報告はあるものの[58]、その

数は非常に少なく、BSEx による AhR の活性化にはスルフォラファン以外の成分が関与し

ている可能性がある。ブロッコリースプラウトには、グルコラファニンに比べると少ない

割合ではあるが、グルコイベリン、グルコエルシン、4-メチルチオブチルイソチオシアネー

ト及び複数のインドールグルコシノレートが含まれており[28, 30, 54, 55]、それらが本試験

で用いた BSEx にも含まれていた可能性がある。上記のうち、インドールグルコシノレー

トやその変換体は AhR を活性化することが知られている[59, 60]。また、ブロッコリース

プラウトには、ケルセチンやケンフェロールなどのフラボノイドも含まれており[32]、それ

らの成分は AhR を活性化するという報告がある[26, 61]。以上より、インドールグルコシ

ノレートやケルセチン、ケンフェロール等が、BSEx に含まれる AhR 活性化物質の有力な

候補であると考えられる。 

 

BSExによる APAP誘導性肝障害の抑制について 

APAPは肝臓中の GSHの減少と酸化ストレスの亢進を介して、肝障害を誘導することが

知られている[62]。さらに APAP誘導性肝障害においては、肝臓の GST活性が減少するこ

とが報告されている[63]。本試験において、APAP 摂取により、肝臓中の TBARS の増加、

GSH 量と GST 活性の低下が確認されており（Table 1-8）、これらは APAP 誘導性肝障害

の特徴を示す結果であると考えられる。一方、BSEx は APAP 誘導性肝障害を抑制し、肝

臓中の TBARS濃度、GST活性、GSH濃度を改善させた（Table 1-8）。遺伝子発現解析に

より、グルタチオン合成の律速酵素の一つである Gclcの遺伝子発現が BSExの摂取により

増加していた。この Gclc の発現増加が、抗酸化作用を有する GSH 濃度の低下を抑制し、

酸化ストレス（TBARS）の改善に寄与していると考えられる。また、APAP の反応中間体

である高毒性の N-acetyl-p-benzoquinoneimineは、GSTにより、グルタチオンで抱合され

無毒化されることが知られている[64]。BSExの摂取により肝臓の Gst遺伝子発現量が増加

していたことから、BSExの摂取は肝臓の Gst遺伝子の発現を増加させるとともに GST活

性を亢進させ、APAP誘導性肝障害を抑制したことが示唆された。 

 

第一章では、薬物代謝を亢進する代表的な野菜であるブロッコリースプラウトの熱水抽
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出物の摂取により、ラット肝臓の薬物代謝が亢進することを示した。さらに、そのメカニ

ズムとして、これまでにブロッコリースプラウトの作用メカニズムとして知られていた

Nrf2 の他、AhR が関与していることが示唆された。ブロッコリースプラウトに含まれる

AhR 活性化物質であると考えられるインドール化合物やフラボノイドは、野菜に広く含ま

れる成分であるため、他の野菜においても、AhR を活性化させる作用が見られる可能性が

あると考えられた。一方で、AhR を活性化する野菜素材や成分を見出すためには、多数の

野菜抽出物や野菜由来成分の AhRへの影響を効率的に評価する必要がある。そこで第二章

では、AhRを活性化する素材や成分を効率的に探索するため、AhR依存的転写活性の評価

系を確立することとした。 
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第二章： AhR依存的転写活性評価系の確立 

 

第一節：緒言  

 

第一章において、スルフォラファンやインドール化合物、フラボノイドを含む野菜であ

るブロッコリースプラウトの熱水抽出物を動物に経口投与することにより、Nrf2やAhRの

標的となる薬物代謝関連遺伝子の発現が肝臓において亢進することが明らかとなり、ブロ

ッコリースプラウトによる肝臓での薬物代謝の亢進において、AhRも重要な役割を果たし

ている可能性が考えられた。一方、ブロッコリースプラウト中のAhR活性化物質であると

考えられるインドール化合物やフラボノイドは、ブロッコリースプラウト以外の野菜にも

広く含まれる成分である。従って、他の野菜を摂取することで、AhRの活性化を介した効

果が見られる可能性がある。AhRの活性化が種々の生理作用と関連していることを考える

と、野菜素材や野菜由来の成分によるAhR活性化を研究することは、野菜摂取による生体

調節機能を解明する上で重要であると考えられる。 

AhRを活性化する野菜やその成分を見出すには、AhRの活性化を効率的に評価する必要

がある。これまで、AhRの活性化の評価には、プロモーター配列に複数のXREを含む

CYP1A1の転写活性を指標とした系が用いられてきた[65-67]。しかし、AhRの活性化は、

必ずしもCYP1A1の転写活性と一致しないことが分かっている[68, 69]。 

そこで本章では、AhR依存的な転写活性をより特異的かつ安定に評価するため、ルシフ

ェラーゼ遺伝子の上流にXRE配列をタンデムに導入したAhR応答性ベクターと、ヒトAhR

のオープンリーディングフレームを導入したAhR発現ベクターを、ヒト肝がん由来細胞株

HepG2に安定的に共トランスフェクションしたAhR応答性安定HepG2細胞株を樹立する

こととした。また、樹立した細胞株を用い、各種のAhRリガンドに対する応答性を確認し

た。 
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第二節：実験方法  

 

1. AhR応答性安定HepG2細胞株の構築 

(1) ベクター（Figure 2-1） 

 ベクターは、東京大学食糧化学研究室で作製されたものを用いた。pcDNA-hAhR（AhR

発 現 ベ ク タ ー ） は 、 Eco RV サ イ ト を 導 入 し た プ ラ イ マ ー

（5-ATAAGCTTTGGGCACCATGAACAGC-3）と、Hind IIIサイトを導入したプライマー

（5-CCGATATCTCAGGAATCCACTGGATGTC-3）を用いて、HepG2細胞からPCRで増

幅したヒトAhRオープンリーディングフレームを、 pcDNA3.1/myc-Hisベクター

（Invitrogen）にライゲーションしたものを用いた（Figure 2-1 A）。pGL3-XRE（AhR応

答ベクター）は、XRE配列（GCGTG）をタンデムに3つアレンジしたオリゴDNAをアニー

リングさせ、Kpn I、Xho IによるDigestion を行ったpGL3プロモーターベクター（Promega）

にライゲーションすることで構築した（Figure 2-1 B）。 

 

 

Fig. 2-1 （A）pcDNA-hAHR（AhR発現ベクター）、（B）pGL3-XRE（AhR応答ベクター） 

 

(2) 細胞 

ヒト肝臓癌由来株化細胞であるHepG2細胞はAmerican Type Culture Collectionより購
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入した。 

 

(3) 器具、試薬 

ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s Modified Eagle Medium、DMEM）高グルコ

ースは和光純薬工業より購入した。ウシ胎児血清（fetal bovine serum、FBS）は旭テクノ

グラスより購入した。Phosphate buffered saline（PBS）（-）粉末は日水製薬より購入した。

G418 disulfate はナカライテスクより購入した。Lipofectamine、PLUS reagent、0.25% 

Trypsin-EDTA、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液は Gibco より購入した。コラーゲン

type Ι-C は、新田ゼラチンより購入した。24 ウェルプレートは Corning-Costar より購入

した。 

 

(4) 試薬類の調製 

PBS（-）は、PBS（-）粉末 4.8 gを超純水 500 mLに溶かし、オートクレーブ（121°C、

20分）することで調製した。HepG2細胞用培地は、FBS（56°Cで 30分間不活化処理した

もの）56 mL、ペニシリン-ストレプトマイシン溶液（ペニシリン濃度 10,000 U/mL、スト

レプトマイシン濃度 10 mg/mL）2 mLを、500 mLの DMEM高グルコースに混合するこ

とで調製した。 

 

(5) プレートのコラーゲンコーティング 

 コラーゲンtype Ι-C溶液を0.02 N HClで15倍希釈したものを、24ウェルプレートに250 

µLずつ加え、30分静置した。その後、コラーゲンを取り除き、PBS(-) 500 µLで2回洗浄し

た。 

 

(6) 細胞培養 

 培養には100 mmディッシュを用い、HepG2細胞用培地にて、5% CO2、37°Cの環境下に

て培養を行った。培地は1日ないし2日おきに新しいものと交換し、細胞が80%コンフルエ

ントに達したら、以下の通り継代を行った。 

 100 mmディッシュより培地を除いて10 mLのPBS（ -）で細胞を洗浄後、0.25% 

Trypsin-EDTAを2 mL加え、37°Cインキュベーター内で3分程度放置した。細胞が完全にデ
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ィッシュから剥がれたら、培地を9 mL加えて細胞を50 mL遠沈管に回収した。十分にピペ

ッティングした後、40 µLを細胞数計測用に分け、トリパンブルー溶液で5倍希釈し、細胞

数の計測を行った。残りの細胞懸濁液を300 × gで3分間遠心し細胞を沈殿させた。上清を除

去後、新しい培地を加えて2.0 × 105 cells/mLの細胞懸濁液を作製し、100 mmディッシュに、

4.0 × 105 - 1.0 × 106 cells/wellになるよう細胞を播種した。 

 

(7) 遺伝子導入 

AhR 発現ベクターと AhR 応答ベクターは、既報[66]の方法に準じ、Lipofectamine と

PLUS reagentを用いたリポフェクタミン法により、HepG2細胞に遺伝子導入した。遺伝

子導入の前日に、2 × 105 cellsの細胞を 60 mmディッシュに播種し、50-60%コンフルエン

トに達したら、ディッシュ中の培地を無血清培地に交換した。1時間後、プラスミド DNA 2 

µLと PLUS reagent 8 µLを 250 µLの無血清培地で希釈し、軽くボルテックスした後、室

温で 15分間インキュベートした（溶液 A）。次に、Lipofectamine 12 µLを 250 µLの無

血清培地で希釈し、溶液 Aと混合した後軽くボルテックスし、室温で 15分間インキュベー

トした（溶液 B）。HepG2細胞のディッシュ中の培地を 2 mLの無血清培地に交換した後、

500 µL の溶液 Bをディッシュに加えてインキュベートし、3 時間後に通常の HepG2 細胞

用培地に交換した。 

 

(8) 発現株の選択とコロニーの単離 

遺伝子導入に引き続き、プラスミド DNAが安定的に導入されたコロニーを選抜するため、

ネオマイシン選択を行った。遺伝子導入後の細胞がコンフルエントになるのを待って継代

し、遠心後に得られた細胞を通常のHepG2細胞用培地 1 mLに懸濁して、あらかじめ 10 mL

の培地を入れておいた 100 mmディッシュ 5枚に細胞懸濁液をそれぞれ 200 μl加え、コン

フルエントになるまで培養した。その後、ネオマイシンアナログである G418を 500 µg/mL

の濃度で含む HepG2細胞用培地（選択培地）に交換し、コロニーが現れるまで 2週間培養

した。 

選択培地で培養を続けたディッシュのうち、各コロニーが充分に離れているものを選ん

でペニシリンキャップ法によりコロニーを単離した。まずディッシュに培養した細胞を

PBS（-）で洗浄し、グリースをつけた金属キャップを単離するコロニーに被せて固定した。
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次にキャップ内にトリプシンを適量滴下し、細胞が剥離するまでインキュベートした。続

いてキャップ内に選択培地を適量滴下し、あらかじめ 500 μlの選択培地を入れておいたコ

ラーゲンコート済みの24ウェルプレートに細胞懸濁液を回収（1ウェルあたり1コロニー）

して培養し、コンフルエントになったら 48ウェルプレートに継代した。48ウェルに培養し

た際に、ルシフェラーゼアッセイを行うのに十分な細胞数（50%コンフルエント/well以上）

を示したコロニーを用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った。 

 

2. ルシフェラーゼアッセイ 

(1) 器具、試薬 

Dual-luciferase reporter assay system は Promega より購入した。ルミノメーターは

Berthold Technologies 製のもの（LB9507 Lumetルミノメーター）を用いた。ルミノメー

ターチューブはアシストより購入した。 

3MC は Sigma より購入した。ベンゾ[a]ピレン（BEN）、インディゴ（IND）、2-(1H-

インドール-3- ylカルボニル)-4-チアゾールカルボキシ酸メチルエステル (ITE)、FICZは和

光純薬工業より購入した。各化合物は、DMSO に 10 mM の濃度で溶解し、試験に用いる

まで冷凍保存した。 

 

(2) 細胞へのサンプル処理 

AhR応答性安定HepG2細胞の培養は、HepG2細胞用培地に 500 µg/mLの G418を混合

したものを用い、HepG2細胞と同様の方法で培養した。細胞をコラーゲンコート済みの 24

ウェルプレートに 1 × 105 cells/ウェルの密度で播種して一晩培養後、試験サンプルを含む

培地に交換した。試験サンプルは、培地中の DMSO の終濃度が 0.1%を超えないよう、目

的のサンプル濃度、処理時間で培養した。 

 

(3) ルシフェラーゼ活性の測定 

細胞を 500 µLの PBSで 2回洗浄し、100 µLの 1 × lysis bufferを加え、15分間室温に

てシェイカーで振盪した。細胞懸濁液を 1.5 mLエッペンチューブに回収し、15,000 × g、

4ºCで 5分間遠心し、上清を回収してルシフェラーゼ活性の測定に供した。ルシフェラーゼ

活性の測定には、dual-luciferase reporter assayを用い、蛍光強度の測定は LB9507 Lumet 
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ルミノメーターで行った。50 μLの Luciferase Assay Reagent II に、各ウェルより 10 μL

の細胞懸濁液上清を混合し、測定時間を 10秒に設定して蛍光強度を測定することで、ルシ

フェラーゼ活性を測定した。 

 

3. Real-time RT-PCR 

ルシフェラーゼアッセイと同様の方法でAhR応答性安定HepG2細胞へサンプルを処理し、

24時間培養した。Total RNAの抽出、cDNAの合成は、第一章の方法に準じ、以下の方法で

行った。500 μLのPBS（-）で細胞を2回洗浄し、500 μLのTRIzol Reagentを用いて細胞を

懸濁、回収し、total RNAを抽出した。さらに、1 µgのRNAに相当する水溶液をNuclease-Free 

Waterで16 μLにメスアップし、5 × PrimeSxript RT Master Mix 4 μLを加え、cDNAを合

成した。Real-time RT-PCRは、第一章と同じ方法で行った。各遺伝子のプライマーの配列

は、Table 2-1に示した。各遺伝子のmRNA発現量は、β-actinのmRNA発現量で標準化した。 

 

Table 2-1 Real-time RT-PCRに用いたプライマーの配列 

Gene Sequence（5'→3'） 

β-actin Forward TGGCACCCAGCACAATGAA 

Reverse CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA 

CYP1A1 Forward AGATGGTCAAGGAGCACTACA 

Reverse CTGGACATTGGCGTTCTCAT 

UGT1A1 Forward TGGCTGTTCCCACTTACTGCAC 

Reverse AGGGTCCGTCAGCATGACATC 

ABCG2 Forward TGCCCAGGACTCAATGCAAC 

Reverse TCGATGCCCTGCTTTACCAAATA 

 

4. 統計解析 

 データは平均値±標準偏差で表した。時間依存性と濃度依存性の検定は、one-way ANOVA

後にポストホック検定としてTukey-Kramer検定を用いた。コントロール群と化合物処理群

との多重比較検定はDunnett検定により行った。AhR依存的転写活性とAhR標的遺伝子発

現の相関解析は、ピアソンの積率相関係数により解析した。いずれの解析においても、P < 

0.05を有意差ありとした。 
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第三節：結果 

 

1. AhR応答性安定HepG2細胞株の構築 

G418抵抗性を示す 48のコロニー（コロニー No. 1-48）を選択し、十分な細胞成長を示

す 24のコロニーを用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った。24のコロニーのうち、3つ

のコロニー（コロニー No. 5、13、37）において、3MC処理によってルシフェラーゼ活性

が 1.5倍以上に亢進された（Figure 2-2）。これら 3つのコロニーのうち、コロニーNo. 13

のみが 3MC の濃度依存的なルシフェラーゼ活性の亢進を認め、その強度も最も強かった

（Figure 2-3）。このことから、コロニーNo. 13を AhR応答性安定 HepG2細胞株として選

択した。 

 

2. AhR応答性安定HepG2細胞への 3MC処理が AhR依存的転写活性に与える影響 

ルシフェラーゼ活性は、3MC 処理後 24 時間まで時間依存的に亢進され、その後徐々に

減衰した（Figure 2-4 A）。従って、その後の反応時間は 24時間に設定した。また、0-10 µM

の濃度で 3MCを処理したところ、2.5 µMまでは、3MCの濃度依存的にルシフェラーゼ活

性が亢進され、それ以上の濃度（~ 10 µM）では、活性強度は同等であった（Figure 2-4 B）。 

 

3. AhR応答性安定HepG2細胞への 3MC処理が AhR標的遺伝子の発現に与える影響 

CYP1A1 mRNA発現量は、1 µMで飽和に達し（Figure 2-5 A, B）、10 µMまで発現量が

維持された。UGT1A1 mRNA量は、2.5 µMで飽和に達し、10 µMまで発現量が維持され

た（Figure 2-5 C）。ABCG2 mRNA量は、2.5 µMで飽和に達し、10 µMまで発現量が維

持された（Figure 2-5 D）。 

 

4. AhR 応答性安定 HepG2 細胞への各種 AhR リガンドの処理が AhR 依存的転写活性と

AhR標的遺伝子の発現に与える影響 

本試験では、3MC、BEN、IND、ITE、FICZを代表的な AhRリガンドとして評価に供

した[70]。AhR応答性安定 HepG2細胞を、それらの AhRリガンドで 24時間処理したとこ

ろ、ルシフェラーゼ活性の亢進が見られた（Figure 2-6）。3MC、BEN、FICZは、IND や

ITEよりも顕著にルシフェラーゼ活性を亢進した。特に、FICZは、3MCや BENよりも低
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濃度でルシフェラーゼ活性が飽和に達した。 

3MC、BEN、FICZ は、AhR 応答性安定 HepG2 細胞の AhR 標的遺伝子の発現を IND

や ITEよりも強く亢進していた（Figure 2-7）。この結果は、ルシフェラーゼ活性の結果と

同じ傾向であった。相関解析の結果より、種々の AhR リガンドを添加した際の AhR 依存

的転写活性と AhR標的遺伝子の発現量の間には、正の相関関係が確認された（Figrue 2-8）。 
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Figure 2-2 G418耐性コロニーへの 3MC処理が AhR依存的転写活性に与える影響 

各コロニーを、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 cells/wellの密度で

播種した。一晩培養後、細胞を 5 µMの 3MCまたは 0.05% の DMSOで 24時間処理し、

実験方法に記載の方法でルシフェラーゼ活性を測定した。データは DMSO処理時の値を 1

とした時の相対値で表した。各コロニーにつき、n=2の平均値を示した。 
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Figure 2-3 3MC処理がコロニーNo. 5（A）、No. 13（B）、No. 37（C）における AhR依存

的転写活性に与える影響 

各コロニーを、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 cells/wellの密度で

播種した。 一晩培養後、細胞を 1、3、5 µMの 3MCまたは 0.05% の DMSO（3MC 0 µM）

で 24時間処理し、実験方法に記載の方法でルシフェラーゼ活性を測定した。データは 0 µM

の値を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、異符号間に有意差あり（P < 0.05 by Tukey-Kramer test） 
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Figure 2-4 AhR応答性安定 HepG2細胞への 3MC処理が AhR依存的転写活性に与える影

響（A）時間依存性、（B）濃度依存性 

AhR応答性安定HepG2細胞を、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 

cells/well の密度で播種した。一晩培養後、（A）2.5 µM の 3MC または 0.025%の DMSO

を 0-48時間処理、（B）0.1-10 µMの 3MCまたは 0.1%の DMSO（3MC 0 µM）を 24時間

処理し、実験方法に記載の方法でルシフェラーゼ活性を測定した。データは DMSO処理時

の値を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、異符号間に有意差あり（P < 0.05 by Tukey-Kramer test） 
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Figure 2-5 AhR応答性安定 HepG2細胞への 3MC処理が AhR標的遺伝子の発現に与える

影響 

AhR応答性安定HepG2細胞を、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 

cells/wellの密度で播種した。一晩培養後、0.1-10 µMの 3MCまたは 0.1%の DMSO（3MC 

0 µM）を 24時間処理し、実験方法に記載の方法で（A）CYP1A1（3MC 0-10 µM）、（B）

CYP1A1（3MC 0-1 µM)、（C）UGT1A1（3MC 0-10 µM)、（D）ABCG2（3MC 0-10 µM) の

mRNA発現量を測定した。各遺伝子の発現量は、β-actinのmRNA発現量で補正し、0 µM

における発現量を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、異符号間に有意差あり（P < 0.05 by Tukey-Kramer test） 
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Figure 2-6 AhR応答性安定 HepG2細胞への各種 AhRリガンドの処理が AhR依存的転写

活性に与える影響 

AhR応答性安定HepG2細胞を、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 

cells/wellの密度で播種した。一晩培養後、0.1-10 µMの各種 AhRリガンドまたは 0.1%の

DMSO（0 µM）を 24 時間処理し、実験方法に記載の方法でルシフェラーゼ活性を測定し

た。データは 0 µMのルシフェラーゼ活性の値を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3。 
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Figure 2-7 AhR応答性安定 HepG2細胞への各種 AhRリガンドの処理が AhR標的遺伝子

の発現に与える影響 

AhR応答性安定HepG2細胞を、コラーゲンコート済みの 24ウェルプレートに 1 × 105 

cells/wellの密度で播種した。一晩培養後、5 µMの各 AhRリガンドまたは 0.05% DMSO

（コントロール）を 24時間処理し、実験方法に記載の方法で（A）CYP1A1 、（B）UGT1A1 、

（C）ABCG2 mRNAの発現量を測定した。各遺伝子の発現量は、β-actinのmRNA発現量

で補正し、コントロールの発現量を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群n = 3、*P < 0.05, **P < 0.01 vs. コントロール by Dunnett’s test。 
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Figure 2-8 各種 AhR リガンドの処理による AhR依存的転写活性と（A）CYP1A1、（B）

UGT1A1、（C）ABCG2 mRNA発現量の相関 
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第四節：考察 

 

本章では、AhR応答性ベクターと AhR発現ベクターを HepG2細胞に安定的に共トラン

スフェクションすることで、AhR 応答性安定 HepG2 細胞株を樹立した。また、AhR の代

表的リガンドである 3MCを用いて、AhR依存的転写活性への影響を評価したところ、3MC

を AhR応答性安定HepG2細胞に処理することにより、時間及び濃度依存的な AhR依存的

転写活性の亢進が見られた（Figure 2-4）。なお、予備実験では HepG2 細胞の他に、ヒト

結腸癌由来株化細胞 LS180も用いてベクターの導入のしやすさ、応答の良さを検討したが、

LS180細胞では、3MC を同じ条件で添加しても HepG2細胞ほど応答がみられず、ばらつ

きも大きかった（データは示していない）。よって、評価系の構築には HepG2 細胞を用い

ることとした。 

本試験で見られた 3MCによる AhR依存的転写活性の亢進は、CYP1A1 の転写活性を評

価した既存の評価系[65, 71]の結果と同様の傾向であった。従って、既存の CYP1A1の転写

活性に基づいた評価系と本評価系の違いは、3MC のような AhR を強く活性化する単一の

成分を処理した際には、あまり問題にならないと考えられる。しかし、CYP1A1の発現は、

AhR以外の転写因子、例えば、CAR、peroxisome proliferator-activated receptor（PPAR）

-α、liver X receptor（LXR）などの転写因子によっても制御されうる[72-75]。従って、例

えば食品の租抽出物など、AhR 以外の上述の転写因子を活性化するような物質を含む可能

性のあるサンプルを評価に供した場合は、CYP1A1 の転写活性に基づいた評価系と本評価

系の違いは無視できないものになる恐れがあるため、AhR を介した効果を評価するために

は、本試験で確立した評価系を用いることが有効であると考えられる。 

本試験で確立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞株は、3MC および他の既知の AhR リガ

ンドに対して応答し、ルシフェラーゼ活性を亢進した（Figure 2-4、Figure 2-6）。このこ

とは、本試験で樹立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞株は、様々な AhR リガンドの AhR

依存的転写活性を評価しうる系であることを示唆している。AhR リガンドの中で、FICZ

による AhR依存的転写活性は、他の AhRリガンドよりも低濃度（1 µM）で飽和に達して

いた (Figure 2-6)。FICZの AhRへの親和性は、本試験で用いた他の AhRリガンドよりも

高く、低濃度で AhR を強く活性化することが報告されており[70]、本評価系でもその傾向

が確認された。また、3MC や他の AhR リガンドは、AhR の標的遺伝子である CYP1A1、
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UGT1A1、ABCG2の発現を亢進した（Figure 2-5、Figure 2-7）。さらに、種々の AhRリ

ガンドによるAhR依存的転写活性の亢進とAhR標的遺伝子のmRNA発現の亢進との間に

は、有意な正の相関が確認された (Figure 2-8)。このことは、本試験で樹立した AhR応答

性安定HepG2細胞株が、AhRリガンドによる AhR標的遺伝子発現への影響も予測できる

ことを示唆している。一方、遺伝子の種類によって AhRリガンドによる発現亢進の程度や

相関の強さが異なる傾向が見られた。CYP1A1プロモーターの 892-1,252 bp 上流には、複

数のXRE配列が存在しており、CYP1A1の発現制御において重要な役割を果たしている[65, 

71, 76]。一方、UGT1A1に関しては、プロモーター配列の 3,299-3,424 bp上流に、ABCG2

に関しては、プロモーターの 2,333-2,357 bp上流に、それぞれ XRE配列が存在している [7, 

77]。この XRE配列の存在部位や数の違いが、上記の違いの理由と推察される。 

 

 第二章では、AhR応答性ベクターと AhR発現ベクターを HepG2細胞に安定的に共トラ

ンスフェクションすることで、AhR の活性化を既存の評価系よりも特異的に評価可能な評

価系を確立した。本評価系は、食品の租抽出物のような、多種類の成分を含む素材による

AhRの活性化を評価し、その関与成分を探索するのに有用なツールであると考えられる。 

 第三章では、本章で確立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞株を用いて、種々の野菜の抽

出物が AhR依存的転写活性に与える影響を評価するとともに、その活性成分の同定を行っ

た。 
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第三章：AhR依存的転写活性を有する野菜由来成分の探索 

 

第一節：緒言 

  

 第一章において、インドール化合物やフラボノイドを豊富に含む野菜であるブロッコリ

ースプラウトの熱水抽出物の摂取により、肝臓において AhRを介した薬物代謝の亢進が起

こることを見出した。第二章では、野菜素材や野菜由来成分による AhR活性化をより特異

的に、かつ効率的に評価するため、AhR発現ベクターと AhR応答性ベクターを HepG2細

胞に安定的に共トランスフェクションした、AhR応答性安定HepG2細胞株を樹立した。 

AhR リガンド活性を有するインドール化合物やフラボノイドは、ブロッコリースプラウ

ト以外の野菜にも広く含まれる。また野菜には、これまでに AhRを活性化することが知ら

れていない、新規の AhR活性化物質が含まれる可能性もある。そこで第三章では、ブロッ

コリースプラウトを初めとする 23 種類の野菜を対象に、各種野菜抽出物の AhR 依存的転

写活性を評価し、野菜に含まれる AhR活性化物質を見出すことを目的とした。 
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第二節：実験方法  

 

1. 野菜抽出物の調製 

野菜からの抽出物の調製は、Figure 3-1に示した方法で行った。試験には、栃木県那須塩

原市のスーパーより購入した23種類の生鮮野菜を用いた（Table 3-1）。各野菜は、ブラン

チング後破砕し、4倍量の熱水中で1時間煮沸した。得られた熱水抽出液を、室温で8,000 × g、

10分間遠心し、残渣を取り除いた遠心上清のうち40 mLを凍結乾燥し、得られた粉末を熱

水抽出物（HWE）とした。HWEは粉末の状態で-30°Cで保管した。余った上清のうち約100 

mLを、2M塩酸を用いてpH3.0に調製し、等量の酢酸エチルを加えた。混合液を分液漏斗の

中で激しく攪拌後に静置し、酢酸エチル層と水層に分離した。この抽出操作を4回繰り返し

た。酢酸エチル層は全て回収し、真空エバポレーターで酢酸エチルを蒸発乾固させた。こ

の乾固物を、酢酸エチル抽出物（EAF）とした。EAFは100 mg/mL の濃度でDMSOに溶

解させ、-30°Cで保管した。水層は、全量を2 M水酸化ナトリウム水溶液を加えてpH5.5に

調製し、凍結乾燥させた。この凍結乾燥粉末を、水抽出物（WF）とした。WFは粉末の状

態で-30°Cで保管した。 

 

Figure 3-1 野菜抽出物の調製方法. 
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Table 3-1. 試験に用いた野菜のリスト 

野菜 学名 産地 

アシタバ Angelica keiskei 茨城 

アスパラガス Asparagus officinalis L. 栃木 

ビーツ Beta vulgaris L. ssp. vulgaris var. vulgaris 長野 

ブロッコリー Brassica oleracea var. italica L. 長野 

ブロッコリースプラウト Brassica oleracea var. italica L. 静岡 

ゴボウ Arctium lappa L.  栃木 

キャベツ Brassica oleracea var. capitata L. 群馬 

ニンジン Daucus carota L. 千葉 

セロリ Apium graveolens L. 長野 

ハクサイ Brassica rapa L. ssp. Pekinensis 茨城 

ナス Solanum melongena L. 高知 

ショウガ Zingiber officinale  宮崎 

コマツナ Brassica rapa var. perviridis 栃木 

レタス Lactuca sativa L. 長野 

モロヘイヤ Corchorus olitorius L. 栃木 

タマネギ Allium cepa L. 佐賀 

赤ピーマン Capsicum annuum cv. 千葉 

パセリ Petroselium crispum Nym. 長野 

カボチャ Cucurbita maxima L. 栃木 

ホウレンソウ Spinacia oleracea L. 栃木 

トマト Solanum lycopersicum L. 栃木 

クレソン Nasturtium officinale R. Br. 栃木 

ダイコン Raphanus sativus L. 北海道 

 

2. ルシフェラーゼアッセイ 

(1) 細胞培養 

第二章で確立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞、および、空ベクターを HepG2 細胞株

に安定的に導入した HepG2/mock細胞を試験に用いた。細胞培養用培地は、HepG2細胞培

養用培地にネオマイシンアナログであるG418を 500 µg/mLの濃度で加えたものを用いた。

その他の培養方法は、第二章の HepG2細胞の培養方法と同様とした。 

 

(2) 試薬 

3MCはSigmaより購入した。6-ショウガオール、6-ジンゲロール、8-ジンゲロール、10-
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ジンゲロールは和光純薬工業より購入した。8-ショウガオール、10-ショウガオールは

ChromaDexより購入した。3MCは10 mM、それ以外の化合物は、50 mMの濃度でDMSO

に溶解させ、-30°Cで保管した。 

 

(3) 細胞へのサンプル処理 

 AhR 応答性安定 HepG2 細胞または HepG2/mock 細胞を、コラーゲンコート済みの 24

ウェルプレートに 1 × 105 cells/wellの密度で播種して一晩培養後、サンプル処理を行った。

HWE及びWFは培地に各濃度で溶解し、0.20 µmのフィルターでろ過し、細胞に処理した。

EAFは、100 mg/mLの DMSO溶液を培地で各濃度まで希釈して細胞に処理した。DMSO

に溶解した各種化合物は、培地で各濃度まで希釈し、細胞に処理した。なお、全ての試験

サンプルの処理において、培地中の DMSOの終濃度は 0.1%を超えないようにした。 

 

(4) ルシフェラーゼ活性の測定 

 試験サンプル処理の24時間後に、第二章と同様の方法でルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

3. ショウガEAFのHPLC解析 

ショウガEAFは10 mg/mLの濃度で、6-ショウガオール、6-ジンゲロールは、5 mMの濃

度で、それぞれメタノールに溶解させた。HPLC解析は、フォトダイオードアレイ検出器

L- 2455（HITACH)、PEGASIL-B ODS C18カラム（250 mm × 4.6 mm、4.6 μm、センシ

ュー科学）を用いて行った。移動相は、0.1%トリフルオロ酢酸（TFA）を含むメタノール

（A液）及び、0.1% TFAを含む超純水（B液）とした。カラム温度は35°C、流速は0.5 mL/min

とし、グラジエント条件は、20% A液（0分）→80% A液（50分）→100% A液（55分）→

0% A液（60分）とした。 

 

4. Real-time RT-PCR 

 ルシフェラーゼアッセイと同様の方法で6-ショウガオールを処理し、24時間培養後、第

二章と同様の方法でReal-time RT-PCRを行った。 

 

5. ウェスタンブロット解析  
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(1) 器具、試薬 

phenylmethanesulfonyl fluoride（PMSF）、sodium orthovanadate、protease inhibitor 

cocktail、ammonium persulfate（APS）、tetramethylethylenediamine（TEMED）は

Sigmaより購入した。BIO-RAD Protein Assay反応液はBIO-RADより購入した。RIPA lysis 

buffer、electrophoresis sample bufferは、Santa Cruz Biotechnologyより購入した。ECL 

Prime Western Blotting Detection Reagentは、GE Healthcareより購入した。Can Get 

Signal 1、Can Get Signal 2は、Toyoboより購入した。 

 

(2) 抗体 

 マウスモノクローナルCYP1A1抗体（sc-25304）、マウスモノクローナルβ-actin抗体

（sc-47778）はSanta Cruz Biotechnologyより購入した。抗マウス immunoglobulin 

G-horseradish peroxidase（IgG-HRP）抗体（NA931）は、GE Healthcareより購入した。 

 

(3) 器具、機器 

 Immobilon polyvinylidene difloride（PVDF）膜は、Milliporeより購入した。電源装置

には、CROSS POWER 1000（ATTO）を用いた。画像解析ソフトには、LAS-1000 mini image 

analyzer、Multi Gauge Ver2.0（富士フィルム）を用いた。 

 

(4) HepG2細胞へのサンプル処理 

Type I-Cコラーゲンでコラーゲンコート済みの6ウェルプレートに、HepG2細胞を1 × 106 

cells/ wellの密度で播種した。一晩培養後、培地を6-ショウガオールを含む培地に交換し、

24時間培養後、タンパク質抽出を行った。培地中のDMSOの終濃度は0.1%を超えないよう

にした。 

 

(5) HepG2細胞からのタンパク質抽出 

細胞を2 mLの冷PBSで2回洗浄後、細胞をセルスクレイパーで回収し、1 mLの冷PBSに

懸濁した。1,000 × g、4°C、5分間遠心し、得られた沈殿物に、0.1 mLのRIPA lysis buffer

（0.1 mM PMSF、0.1 mM sodium orthovanadate、0.1% protease inhibitor cocktailを含

む）を加え、氷上で25 Gニードルでホモジナイズし、20分間静置した。ホモジネートを18,000 



 

51 

 

× g、4°C、5分間遠心して上清を回収し、そのうち5 µLをタンパク質量の定量に用いた。残

りの上清に等量のelectrophoresis sample bufferを加え、95°Cで5分間加熱、変性させ、ウ

ェスタンブロッティング用のサンプルとした 

 

(6) タンパク質量の定量 

 タンパク質抽出物5 µLに超純水45 µLを加えることにより10倍希釈し、希釈液を96ウェル

プレートに10 µLずつ入れた。また、検量線用に、標準タンパク質として牛血清アルブミン

（bovine serum albumin、BSA）を0-500 µg/mLの濃度で超純水に溶解したものを10 µLず

つ入れた。5倍希釈したBIO-RAD Protein Assay反応液を各ウェルに200 µLずつ加え、室温

で5分間反応させた後、吸光光度計で595 nmの吸光度を測定した。 

 

(7) SDS-PAGE 

 ゲル調製用に、A溶液（29.2%アクリルアミド＋0.8% N,N’-メチレン-ビスアクリルアミド）、

B溶液（1.5 M Tris-HCl、pH8.8、0.4% SDS）、C溶液（0.5 M Tris-HCl、pH6.8、0.4% SDS）、

10% APSをあらかじめ調製した。 

ゲルの作製及びSDS-PAGEは、BIO-RADのミニプロティアン3システムを用いた。0.75 

mmスペーサー付ガラスプレートとショートガラスプレートをキャスティングフレームで

挟み、キャスティングスタンドにセットした。蒸留水2 mL、A溶液2.5 mL、B溶液1.5 mL、

10% APS 50 µL、TEMED 10 µLを混合し、分離ゲル溶液（12.5%アクリルアミド）を調製

し、速やかにガラス板の間に流し込んだ。その上から超純水を流し込み、ゲルが固まるま

で15分程度静置した。ゲルが固まったら、超純水を除いた。続いて、蒸留水2.4 mL、A溶

液0.6 mL、C溶液1.0 mL、10% APS 25 µL、TEMED 10 µLを混合し、濃縮ゲル（4.5%ア

クリルアミド）を調製し、分離ゲルの上から速やかに流し込み、気泡を取り除いてコーム

をさした。15分程度静置し、ゲルが固まったらコームを抜き、泳動漕にセットした。泳動

バッファー（25 mM Tris、192 mMグリシン、0.1% SDS）を泳動漕に注いでゲルを完全に

満たした後、30 μgのタンパク質を含むサンプルを各レーンに添加した。CROSS POWER 

1000を用いて、ゲル1枚当たり20 mAの電流を流し、約90分間泳動を行った。  

 

(8) ブロッティング 
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PVDF膜を適当な大きさに切り、メタノールに20秒程度浸した後、ブロッティングバッフ

ァー（100 mM Tris、192 mM glycine、20% methanol）に15-20分程度浸した。ゲルから

PVDF膜への転写は、BIO-RADのタンク式ブロッティング装置を用い、CROSS POWER 

1000を用いて、200 mA の定電流で120分間行った。 

 

(9) ブロッキング 

ブロッティング後、PVDF膜を、0.1%のTween-20を含むPBS（-）（PBS-T）で一度洗浄

し、ブロッキングバッファー（5%のスキムミルクを含むPBS-T）に浸し、4°C で一晩静置

した。 

 

(10) 抗体反応 

ブロッキングをしたPVDF膜をPBS-Tで5分間×3回洗浄後、一次抗体反応を行った。

CYP1A1は、マウスモノクローナルCYP1A1抗体をCan Get Signal 1で100倍希釈したもの、

β-actinは、マウスモノクローナルβ-actin抗体をCan Get Signal 1で200倍希釈したものを反

応溶液とし、洗浄したPVDF膜を浸して室温で2時間インキュベートした。一次抗体反応後、

PVDF膜をPBS-Tで5分間、3回洗浄した後、抗マウスIgG-HRP抗体をCan Get Signal 2で

2,000倍希釈したものを反応溶液とし、室温で1時間インキュベートすることで二次抗体反

応を行った。 

 

(11) ECL反応 

二次抗体反応を終えたPVDF膜を、PBS-Tで5分間、3回洗浄した後、ECL Prime Western 

Blotting Detection Reagentに5分間浸した。その後、余分な反応液を除き、LAS-1000 mini 

image analyzerとMulti Gauge Ver2.0でタンパク質のバンドを検出し、解析を行った。 
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第三節：結果 

 

1. 各種野菜抽出物が AhR依存的転写活性に与える影響  

11種類のHWEがルシフェラーゼ活性を有意に亢進させた（Figure 3-2 A）。そのうち、

コントロールと比較してルシフェラーゼ活性を 2倍以上亢進したHWE は、ショウガ（2.68

倍）、モロヘイヤ（2.30倍）、パセリ（2.34倍）、ホウレンソウ（2.27倍）、アシタバ（2.01

倍）の 5種類であった（Figure 3-2 A）。さらに、上記 5種類のHWEによる AhR依存的転

写活性の亢進を裏付けるため、各 HWEのルシフェラーゼ活性を HepG2/mock細胞でも評

価し、AhR非特異的なルシフェラーゼ活性の亢進を検出した。各 HWEによる AhR応答性

安定HepG2細胞株におけるルシフェラーゼ活性を、HepG2/mock細胞におけるルシフェラ

ーゼ活性で割った値を算出したところ、5種類のHWEは、いずれもルシフェラーゼ活性を

有意に亢進していた（Figure 3-2 B）。 

さらに、Figure 3-2 Cに示すように、ショウガの EAFがルシフェラーゼ活性を顕著に亢

進し（5.07 倍）、モロヘイヤ及びアシタバの EAF も、ルシフェラーゼ活性を有意に亢進し

た（それぞれ 1.56倍、1.52倍）。 WFに関しては、ショウガのWFのみがルシフェラーゼ

活性を有意に亢進した（1.69倍）。 

 

2. ショウガ EAFの HPLC解析 

ショウガ EAF の HPLC 解析の結果、保持時間約 38 分と 46 分の 2 つの特徴的なピーク

（peak 1、peak 2）が検出され（Figure 3-3 A）、その保持時間は 6-ショウガオールと 6-ジ

ンゲロールの保持時間と同じであった（Figure 3-3 B）。さらに、peak 1、peak 2のUVス

ペクトル（Figure 3-3 C）は、6-ジンゲロール、6-ショウガオールのUV スペクトルと、そ

れぞれ一致した（Figure 3-3 D）。 

 

3. ショウガオール類と-ジンゲロール類が AhR 依存的転写活性に与える影響  

AhR応答性安定HepG2細胞を 6-ショウガオールで 24時間処理したところ、ルシフェラ

ーゼ活性が有意に亢進し、その活性は 50 μM まで濃度依存的に上昇した（Figure 3-4 A）。

一方、6-ジンゲロールは、50 μM の濃度までルシフェラーゼ活性に影響を与えなかった

（Figure 3-4 B）。 
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AhR応答性安定HepG2細胞を 6-ショウガオール、8-ショウガオール、10-ショウガオー

ルで 24時間処理したところ、ルシフェラーゼ活性を有意に亢進し、特に 6-ショウガオール

と 8-ショウガオールがルシフェラーゼ活性を強く亢進した（Figure 3-4 C）。一方、6-ジン

ゲロール、8-ジンゲロール、10-ジンゲロールは、いずれもルシフェラーゼ活性を亢進しな

かった。  

 

5. 6-ショウガオールが AhRの標的遺伝子およびタンパク質の発現に与える影響 

6-ショウガオールは、50 μM の濃度まで濃度依存的に CYP1A1のmRNA発現量を増加

させた（Figure 3-5 A）。また、50 μMの 6-ショウガオール処理においては、UGT1A1、ABCG 

2のmRNA発現量も有意に増加した（Figure 3-5 B, C）。さらに、25及び 50 μMの 6-ショ

ウガオール処理によって、CYP1A1 のタンパク質発現量が 2 倍以上まで亢進した（Figure 

3-5 D）。 
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Figure 3-2  

（A）各野菜の熱水抽出物（HWE）が AhR 依存的転写活性に与える影響。AhR 応答性安

定HepG2細胞を0.5 mg/mLのHWEで24時間処理後、ルシフェラーゼアッセイを行った。

コントロールは未処理の培地を処理した。 

（B）ショウガ、モロヘイヤ、パセリ、ホウレンソウ、アシタバの HWE の AhR 依存的転

写活性を、AhR 非特異的な転写活性で補正した結果。AhR 応答性安定 HepG2 細胞または

HepG2/mock細胞を 0.25 mg/mLの各 HWEで 24時間処理し、ルシフェラーゼアッセイを

行った。AhR応答性安定細胞におけるルシフェラーゼ活性を、HepG2/mock細胞における

ルシフェラーゼ活性で割った値を算出し、活性値とした。コントロールは未処理の培地を

処理した。 

（C）ショウガ、モロヘイヤ、パセリ、ホウレンソウ、アシタバの水抽出物（WF）、酢酸エ

チル抽出物（EAF）が AhR依存的転写活性に与える影響。AhR応答性安定HepG2細胞を

100 μg/mLの WFまたは EAFで 24 時間処理後、ルシフェラーゼアッセイを行った。WF

のコントロールは未処理の培地、EAF のコントロールは DMSO 0.1%を含む培地を処理し

た。 

データはコントロールのルシフェラーゼ活性の値を 1 とした時の相対値で表した。3MC

（5 μM）はポジティブコントロールとして用いた。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、*P < 0.05; **P < 0.01 vs. コントロール by Dunnet’s test 
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Figure 3-3（A）ショウガ EAFの HPLC分析結果、（B）6-ジンゲロールと 6-ショウガオー

ルの構造及びHPLC分析結果、（C）Peak1（左）と Peak 2（右）のUV スペクトル、（D）

6-ジンゲロール（左）と 6-ショウガオール（右）のHPLCスペクトル。 

  



 

57 

 

 

Figure 3-4（A）6-ショウガオールと（B）6-ジンゲロールが AhR依存的転写活性に与える

影響。AhR 応答性安定 HepG2 細胞に 6-ショウガオールまたは 6-ジンゲロールを各濃度で

24 時間処理し、ルシフェラーゼ活性を測定した。0.1%の DMSO を処理した場合をコント

ロールとした。（C）ジンゲロール類とショウガオール類が AhR依存的転写活性に与える影

響。AhR 応答性安定 HepG2 細胞に各成分を 25 μM の濃度で 24 時間処理し、ルシフェラ

ーゼ活性を測定した。 0.05%の DMSOを処理した場合をコントロールとした。 

 

データはコントロールのルシフェラーゼ活性値を 1とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、**P < 0.01 vs. コントロール by Dunnet’s test 
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Figure 3-5 6-ショウガオールが CYP1A1（A）、UGT1A1（B）、ABCG 2（C）のmRNA発

現量および CYP1A1のタンパク質量（D）に与える影響。 

（A）（B）（C）HepG2細胞を、6-ショウガオールで 24時間処理後、Real-time RT-PCR

により、各遺伝子のmRNA発現量を測定した。0.1%の DMSOを処理した場合を 0 µMと

した。各遺伝子の発現量は、β-actin mRNAの発現量で補正し、0 µMのmRNA発現量を 1

とした時の相対値で表した。 

各値は平均値± SD、各群 n = 3、**P < 0.01 vs. 0 µM by Dunnet’s test。  

（D）6-ショウガオールが HepG2 細胞の CYP1A1 タンパク質量の発現に与える影響。

HepG2細胞を、6-ショウガオールで 24時間処理後、タンパク質を抽出し、ウェスタンブロ

ッティングにより CYP1A1 タンパク質量を測定した。0.1%の DMSO を処理した場合を 0 

µMとした。CYP1A1タンパク質量は、β-actinのタンパク質量で補正し、0 µMの CYP1A1

タンパク質量を 1とした時の相対値で表した。 
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第四節：考察 

 

各種野菜抽出物が AhRの活性化に与える影響について 

既報において、緑茶や紅茶、プロポリスなどの租抽出物が AhRの天然のアンタゴニスト

として働くことが報告されている[78-80]。さらに、非細胞系において、モロヘイヤなどの

野菜のアルコール抽出物が、AhR のトランスフォーメーションを抑制することが報告され

ている[81]。しかしこれらの報告は、食品の抽出物が AhR に対して抑制的に働くことを報

告したものである。De Waardらの報告では、柑橘パルプやグレープフルーツジュースの抽

出物が天然の AhR アゴニストを含むことを示唆している[82]。しかし、野菜の抽出物によ

る AhR活性化作用を詳細に評価した例はこれまでに報告されていない。我々は、AhR応答

性安定HepG2細胞株とHepG2/mock細胞株を用いて、様々な野菜のHWEが AhR依存的

転写活性に与える影響を評価した。その結果、ショウガ、モロヘイヤ、パセリ、ホウレン

ソウ、アシタバの HWEが AhR依存的転写活性を有意に亢進した（Figure 3-2 A, B）。さ

らに、これらのHWE は、第一章で AhRを活性化することが示唆されたブロッコリースプ

ラウトのHWEよりも強く AhR依存的転写活性を亢進した。上記 5種類の野菜のうち、モ

ロヘイヤのアルコール抽出物は AhR アンタゴニストであることが示唆されている[81]にも

関わらず、本試験においては、モロヘイヤのHWEは AhR依存的転写活性を亢進した。モ

ロヘイヤはケルセチンを豊富に含んでいる[83]が、ケルセチンはAhRのアンタゴニスト[24]、

アゴニスト[25, 26]両方に働くという報告がある。既報[81]では TCDDとモロヘイヤ抽出物

が共存した場合のアンタゴニスト作用を評価しており、ケルセチンのような両方の作用を

持つ成分の影響により、アンタゴニスト作用を示したと考えられる。 

続いて、EAF及びWFの AhR依存的転写活性を評価した。なお、HWEの活性評価にお

いては、夾雑物による AhR非特異的なルシフェラーゼ活性の影響を排除するために、空ベ

クターを導入したHepG2/MOCK細胞を並行して用いたが、Figure 3-2 Bの結果より、非

特異的なルシフェラーゼ活性の影響は小さかった。従って、EAFとWFの活性評価以降に

おいては、HepG2/MOCK細胞は用いなかった。EAFとWFを用いた活性評価においては、

ショウガの EAFが顕著に AhR依存的転写活性を亢進した。モロヘイヤとアシタバの EAF

も AhR 依存的転写活性を有意に亢進したが、ショウガの EAF と比較するとその程度はか

なり小さく、パセリとホウレンソウは、いずれの抽出物も AhR依存的転写活性を亢進しな
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かった（Figure 3-2 C）。従って、ショウガ EAFに、AhR依存的転写活性を強く亢進する

成分が含まれると考えられた。 

 

ショウガ EAFの分析結果について 

ショウガオール類とジンゲロール類は、ショウガやショウガ加工品に含まれる主要な成

分であり、その中でも 6-ショウガオールと 6-ジンゲロールの含量が多いことが知られてい

る[84-87]。そこで、HPLCを用いてショウガ EAF、6-ショウガオール、6-ジンゲロールの

分析を行った。ショウガ EAF には、保持時間 38 分と 46 分に主要なピークが確認され

（Figure 3-3 A）、それらのピークが、それぞれ 6-ジンゲロールと 6-ショウガオールと一致

することが示された（Figure 3-3 B, C, D）。ショウガオール類は、ジンゲロール類の加水分

解によって生じる成分であり、生のショウガの塊茎にはほとんど存在しないとされている

[84, 85]。また、生のショウガの主要成分であるジンゲロール類は不安定であり、保管や加

熱過程においてショウガオール類が生成することが知られている[84, 85]。従って、ショウ

ガ EAF中に検出された 6-ショウガオールは、熱水や酢酸エチルによる抽出の過程で 6-ジン

ゲロールより変換されたものであると推測される。 

 

ショウガオール類とジンゲロール類が AhR依存的転写活性に与える影響 

AhR応答性安定HepG2細胞を 6-ショウガオールで 24時間処理することで、濃度依存的

な AhR依存的転写活性の亢進が見られた（Figure 3-4 A）。6-ショウガオールが AhRを介

した転写活性を亢進するという報告は過去にはなく、本試験において新たに確認された知

見である。さらに興味深いことに、6-ショウガオールと非常に近い構造を有する 6-ジンゲ

ロールは、AhR依存的転写活性を亢進しなかった（Figure 3-4 B）。6-ショウガオールと 6-

ジンゲロールとの間で生理作用が異なる例として、6-ショウガオールは 6-ジンゲロールよ

りもがん細胞の成長を阻害する作用が強いとの報告がある[88-90]。AhR のアゴニストがが

ん細胞の成長を阻害するという報告[91, 92] を踏まえると、6-ショウガオールと 6-ジンゲロ

ールのがん細胞の成長抑制作用の違いは、AhR 活性化作用の違いに起因する可能性も考え

られる。 

ショウガには、6-ショウガオールや 6-ジンゲロール以外のショウガオール類、ジンゲロ

ール類も含まれる。そこで、8-ショウガオール、10-ショウガオール、8-ジンゲロール、10-
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ジンゲロールが AhR 依存的転写活性に与える影響も評価した。その結果、8-ショウガオー

ルは 6-ショウガオールと同程度の AhR依存的転写活性を示した（Figure 3-4 C）。しかし、

8-ショウガオールは、Figure 3-3 Aに示したショウガ EAFの HPLC分析では検出されなか

ったため、ショウガオール類、ジンゲロール類の中では、6-ショウガオールが最も主要な

AhR活性化物質であることが示された。 

 

6-ショウガオールによる薬物代謝酵素の発現亢進について 

6-ショウガオールは、AhRの標的である CYP1A1、UGT1A1、ABCG2のmRNA発現及

び CYP1A1のタンパク質発現を亢進した（Figure 3-5）。近年、6-ショウガオールが薬物代

謝の亢進に関与している報告が複数なされてきているが、それらはいずれも転写因子であ

る Nrf2 の活性化を介した作用であるとされており[93-95]、AhR の標的遺伝子となる薬物

代謝酵素の発現亢進に関しては、本試験が初めての報告となる。AhRとNrf2をともに活性

化するような、第 1 相と第 2 相の薬物代謝酵素を両方誘導する性質を有する成分は、

bi-functional inducerと呼ばれており[96, 97]、異物からの生体防御に対して効果的に働く

可能性も示唆されている[97]。本試験の結果や近年の報告を踏まえると、6-ショウガオール

も bi-functional inducerの 1つであると考えられ、生体異物に対する防御作用についても、

今後検証の必要があると考えられる。 

 

第三章では、第二章において確立した評価系を用い、各種野菜抽出物による AhR依存的

転写活性への影響を評価した。その結果、ショウガ EAFに強い活性亢進が見られた。さら

に、ショウガ EAF に含まれる主要な AhR 活性化物質の 1 つとして、6-ショウガオールを

見出した。また、6-ショウガオールは、HepG2細胞において、AhRの標的である CYP1A1、

UGT1A1、ABCG 2の遺伝子発現及び CYP1A1のタンパク質発現を亢進した。 

以上の結果は、6-ショウガオールによる AhR の活性化を明らかにした初めての結果であ

る。今後、6-ショウガオールが in vivo においても AhR を活性化させるかどうかの検討は

必要だが、本研究の結果より、6-ショウガオールによる AhR を介した生理作用が期待され

る。一方で、AhRのリガンドは極めて多様であり、中には TCDDや 3MCのように、AhR

を活性化することで毒性を発揮する化合物も存在している。従って、6-ショウガオールの

AhRリガンドとしての特性をより詳細に解析し、毒性化合物との違いを見出す必要がある。
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そこで第四章では、6-ショウガオールの AhRへの親和性の強さや、代表的な第 1相酵素で

ある CYP1A1遺伝子への影響を毒性化合物と比較するとともに、AhRの活性化メカニズム

を明らかにすることで、6-ショウガオールのリガンドとしての特性を解明することとした。 

 

  



 

63 

 

第四章：6-ショウガオールの AhRリガンド特性の解明 

 

第一節：緒言 

 

 第三章において、23種類の野菜抽出物を用いたスクリーニングにより、ショウガ熱水抽

出物の酢酸エチル抽出物に強い AhR活性化作用が確認された。また、ショウガに含まれる

主要な AhR活性化物質は 6-ショウガオールであることが明らかとなった。 

 AhRはリガンドの種類により異なる制御を受け、リガンド特異的な生理作用を発揮する

例が報告されている[19]。AhRの典型的なリガンドとして、TCDDや 3MC などの毒性化

合物が知られており、AhRを強力に活性化し、内分泌の攪乱や第 1相薬物代謝酵素の顕著

な発現誘導により、生体に有害な影響を与えることが報告されている[19]。従って、これら

の環境汚染物質と 6-ショウガオールのAhRリガンド特性の違いを明らかにする必要がある。 

本章では、6-ショウガオールのリガンド特性を明らかにするため、6-ショウガオールの

AhR依存的転写活性や CYP1A1遺伝子発現への影響を、3MCなどの毒性化合物と比較す

ることとした。また、リガンド特異的に AhRが制御される理由として、リガンドと AhR

のリガンド結合部位（Ligand Binding Domain、LBD）との相互作用の違いが考えられて

おり[19]、6-ショウガオールの AhRリガンド特性を明らかにするためには、AhRとの相互

作用も詳細に解析する必要がある。そこで本章では、in silicoによるシミュレーションなど

により、6-ショウガオールと、AhR-LBDに含まれるアミノ酸残基との相互作用を解析した。 
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第二節：実験方法 

 

1. ルシフェラーゼアッセイ 

(1) 試薬 

6-ショウガオールは和光純薬工業より購入し、DMSOに50 mMの濃度で溶解させ、-30°C

で保管した。3MCはSigmaより購入し、DMSOに10 mMの濃度で溶解させ、-30°Cで保管

した。 

 

(2) 細胞培養 

第二章で確立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞を試験に用いた。細胞培養の方法は、第

三章と同様とした。 

 

(3) 細胞へのサンプル処理 

 第三章と同様とし、DMSO に溶解した各種化合物を培地で各濃度まで希釈し、細胞に処

理した。全ての試験サンプルの処理において、培地中の DMSO の終濃度は 0.1%を超えな

いようにした。 

 

(4) ルシフェラーゼ活性の測定 

 試験サンプル処理の24時間後に、第二章と同様の方法でルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

2. Real-time RT-PCR 

 ルシフェラーゼアッセイと同様の方法で6-ショウガオールまたは3MCを処理し、24時間

培養後、第二章と同様の方法でReal-time RT-PCRを行い、CYP1A1 mRNAの発現量を測定

した。 

 

3. in silico解析  

(1) ホモロジーモデリング 

第二章で確立した AhR依存的転写活性の評価系には、ヒト肝がん由来細胞株 HepG2を

用いているため、in silicoではヒト AhR-LBDの立体構造を用いて相互作用解析を行うこと
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が望ましいが、ヒト AhR-LBDの立体構造は現時点で明らかになっていない。そのため、

ヒト AhR-LBDとリガンドとの相互作用解析においては、相同性の高いタンパク質を雛型

としたホモロジーモデリングにより立体構造を構築する方法が一般的に用いられている

[98-100]。本章では、ホモロジーモデリングにより AhRの立体構造を構築し、6-ショウガ

オールとの相互作用解析を行った。 

ホモロジーモデリングは、MOLSIS社のMolecular Operating Environment（MOE）

を用いて行った。既報[98]に基づき、AhRの配列にはUniProt Knowledgebase (UniProtKB) 

ID P35869、雛型タンパク質には、Protein Data Bank（PDB）ID 4F3LA（Chain A, Crystal 

Structure Of The Heterodimeric Clock:bmal1 Transcriptional Activator Complex、以下

CLOCK/BMAL dimer）の Per-Arnt-Sim（PAS）-Bドメインを用いた。 

 

(2) ドッキングシミュレーション 

 (1)で構築した AhRの立体構造を用いて、ドッキングシミュレーションを行った。評価に

用いたリガンドは、細胞試験で AhR依存的転写活性を評価した 3MC、6-ショウガオール、

6-ジンゲロールとし、各成分の構造をあらかじめリガンドデータベースに登録しておいた。

MOEの Site Finderを用いて、AhR-LBDのリガンド結合部位を予測、検出した後、リガ

ンドデータベースの情報を読み込み、ドッキングシミュレーションを行った。ドッキング

の方法としては、AhR-LBDのアミノ酸側鎖のフレキシビリティーを考慮する Induced Fit

を採用した。リガンドと AhR-LBDの結合親和性の評価においては、リガンドと受容体と

の相互作用エネルギー値を示す S値を指標とした。 

 

(3) protein-ligand interaction fingerprints（PLIF）解析 

 各リガンドと AhR-LBDとの結合に重要なアミノ酸残基を抽出するため、PLIF解析を行

った。AhR-LBDの構造とドッキングシミュレーションの結果を読み込み、各リガンドと

AhR-LBDの各アミノ酸残基の相互作用の有無及びその状態を検出した。また、相互作用の

中から活性に重要な相互作用を検出するため、S値が-8以下の場合を活性状態、-8より大

きい場合を不活性状態として、活性状態の解析を行った。 

 

(4) π-π相互作用の解析 
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π-π相互作用については、MOEで相互作用を直接解析することが困難であるため、π電

子をもつ sp2性の原子に限定した接触表面積として評価した。なお、π-π相互作用の解析に

おいては、 計算の精度を高めるため、(2)と同様の方法でドッキングシミュレーションを行

った後にエネルギーの極小化計算を行った。 

 

4. 6-ショウガオール、6-ジンゲロールと N-Acetyl-L-histidine（NAH）との反応 

(1) 試薬 

 6-ショウガオール、6-ジンゲロール、NAHは和光純薬工業より購入した。6-ショウガオ

ール、6-ジンゲロールは、DMSOに 100 mMの濃度で、NAHは PBS（-）に 100 mMの

濃度で溶解させた。いずれも、-30ºCで使用時まで冷凍保管した。 

 

(2) 反応条件 

 1.5 mLエッペンチューブの中で、PBS（-）に、6-ショウガオール、6-ジンゲロール、NAH

を各濃度で溶解させ、PBS（-）で 200 µLにメスアップした。エッペンチューブをローテ

ータ―（RT-30mini、TAITEC）にセットし、37°C のインキュベーターの中で回転しながら、

インキュベートした。ローテータ―の回転数は約 7～8 r/minに設定した。 

 

(3) HPLC分析 

 (2)で調製した反応物を用い、第三章と同様の方法で HPLC分析を行った。 

 

(4) LC/MS解析 

  (2)で調製したサンプルを用い、LC/MS解析を行った。HPLCの設定パラメーターおよ

びグラジエントの条件は第三章と同様とし、検出器には UV-VIS検出器（島津 CBM-20A）

を用いた。MSシステムは LCQ Fleetイオントラップ型（Thermo scientific）を用い、MS

の設定パラメーターは、次ページの Table 4-1に示した条件とした。 
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Table 4-1. MSの設定パラメーター 

Ion source type ESI 

Ion Polarity Positive 

Scan Range 100 to 1000 m/z 

Capillary Temp. 275
o
C 

Capillary voltage 45 V 

Tube Lens 125 V 

Aux Gas Flow Rate 5 L/min 
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第三節：結果 

 

1. AhR依存的転写活性と CYP1A1 mRNA発現への影響 

6-ショウガオールおよび 3MCが AhR依存的転写活性及び CYP1A1 mRNA発現量に与

える影響を評価した。AhR依存的転写活性については、6-ショウガオールは 3MCに比べて

高い濃度でルシフェラーゼ活性を亢進し（Figure 4-1 A）、6-ショウガオール、3MCの EC50

値はそれぞれ 19.1 μM、0.73 μMであった。CYP1A1 mRNA発現量については、3MCは 1 

μM程度の低濃度においても、0 μM処理時の 60倍程度まで顕著に発現を亢進した。一方、

6-ショウガオールは 25 μMで 2倍程度、50 μMで 4倍程度の亢進であった（Figure 4-1 B）。 

 

2. PLIF解析 

4F3LAを雛型としたホモロジーモデリングにより、AhR-LBDの立体構造を構築した

（Figure 4-2 A）。構築した立体構造を用いてドッキングシミュレーションを行い、PLIF解

析を行ったところ、3MCについては 16パターン、6-ショウガオール、6-ジンゲロールにつ

いてはそれぞれ 30パターンの相互作用が検出された。各リガンドは、アミノ酸残基のうち、

特にHis残基（His291、His337）と相互作用する傾向が見られた。特に、6-ジンゲロール

は His291と相互作用（表面接触）する傾向が強く見られた（Figure 4-2 B）。続いて、各

相互作用の活性/不活性状態を解析し、各アミノ酸残基の活性への寄与を評価した。その結

果、リガンドとHis291との相互作用は、不活性に関与する傾向が見られた（Figure 4-2 C）。 

 

3. π-π相互作用の解析 

 3MCは 22パターン、6-ショウガオールは 31パターン、6-ジンゲロールは 30パターン

の相互作用状態がそれぞれ検出され、各相互作用状態における接触表面積をプロットした。

His291残基のみを対象として接触表面積を評価したところ、3MCと 6-ショウガオールの

接触表面積はほぼ同程度であり、6-ジンゲロールは接触表面積が小さい傾向が見られた

（Figure 4-3 A）。一方、π電子が多く存在する芳香族アミノ酸である His、Phe、Tyrを対

象として接触表面積を評価したところ、3MC、6-ショウガオール、6-ジンゲロールの順に

接触表面積が大きくなる傾向が見られた（Figure 4-3 B）。各成分と AhR-LBDとのドッキ

ング図の例を、Figure 4-3 C、D、Eに示した。 
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4. 6-ショウガオール、6-ジンゲロールと NAHとの反応物の解析 

 6-ジンゲロールとNAHを反応させた場合には、6-ジンゲロール以外の物質は検出されな

かった（Figure 4-4 A）。一方、6-ショウガオールと NAHを反応させた場合には、6-ショウ

ガオール以外の物質（Peak X）が、保持時間 31分付近に新たに検出された（Figure 4-4 B）。

Peak Xは、6-ショウガオールと NAHの反応時間依存的に増加し（Figure 4-4 C）、6-ショ

ウガオールのみをインキュベートした場合には検出されなかった（Figure 4-4 D）。Peak X

の LC/MS解析の結果、m/z=474.30の親ピークが検出された（Figure 4-4 E）。  
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Figure 4-1 6-ショウガオールおよび 3MCが AhR依存的転写活性（A）及び CYP1A1 mRNA

発現（B）に与える影響。 

（A）AhR応答性安定HepG2細胞に、6-ショウガオールまたは 3MCを各濃度で 24時間処

理し、ルシフェラーゼ活性を測定した。0.1%の DMSOを処理した場合を 0 µMとし、0 µM

のルシフェラーゼ活性の値を 1とした相対値で表した。 

（B）HepG2細胞に、6-ショウガオールまたは 3MCを各濃度で 24時間処理し、RNAを抽

出し、Real-time RT-PCRにより、CYP1A1 のmRNA発現量を測定した。0.1%の DMSO

を処理した場合を 0 µMとした。CYP1A1 mRNAの発現量は、β-actin mRNA の発現量で

補正し、0 µMのmRNA発現量を 1とした相対値で表した。 

各値は平均値±SD、各群 n = 3。 
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Figure 4-2 （A）4F3LAを雛型としたホモロジーモデリングにより構築した AhR-LBDの

立体構造。（B）3MC、6-ショウガオール、6-ジンゲロールと AhR-LBD 中のアミノ酸残基

との相互作用解析。（C）各相互作用の活性、不活性への影響の解析。スコア S値が-8以下

のものを活性、-8より大きいものを不活性とした。 
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Figure 4-3 3MC、6-ショウガオール、6-ジンゲロールと（A）His291残基のみ、（B）His、

Phe、Tyr残基との接触表面積の分布。（C）3MC、（D）6-ショウガオール、（E）6-ジンゲ

ロールと AhR-LBDとのドッキング図。 
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Figure 4-4 （A）6-ジンゲロール、（B）6-ショウガオールと NAHとの反応後の HPLC分

析結果。6-ジンゲロールまたは 6-ショウガオール 10 mMとNAH 10 mMを PBS（-）中で

37ºC、24時間反応させ、HPLC分析を行った。反応液中の DMSO濃度は終濃度 10%とし

た。（C）6-ショウガオール 5 mMとNAH 5 mM、（D）6-ショウガオール 5 mMのみを PBS

（-）中で 37ºC、0、3、9、24時間反応させた際のHPLC分析結果。反応液中の DMSO濃

度は終濃度 5%とした。（E）Peak Xの LC/MS解析。 
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第四節：考察 

 

6-ショウガオールの AhRとの親和性および CYP1A1遺伝子発現への影響 

AhRには極めて多種のリガンドが存在することが知られており、その中には、TCDDの

ように AhR に対し非常に親和性が高く極めて強い毒性を示す物質や、3MC のように親和

性は TCDDよりも低いが、CYPによる代謝中間体が毒性を有するような成分も含まれてい

る。従って、第三章で見出された AhR 活性化物質である 6-ショウガオールの AhR との親

和性および CYP1A1 遺伝子発現への影響が、毒性物質と顕著に異なるか否かについて検討

を行った。なお、TCDD については実験室での使用が困難であり、過去に多数の報告があ

るため、既報の値を引用した。 

ルシフェラーゼアッセイによる検討の結果、6-ショウガオールは 3MCに比べて高濃度で

AhR依存的転写活性を亢進しており（Figure 4-1 A）、その EC50値（19.1 μM）は、3MC

の EC50値（0.73 μM）と比較して約 25倍高かった。また、本試験と同様細胞株を用いて

TCDDの AhR依存的転写活性について評価した既報では、TCDDの AhR 依存的転写活性

の EC50値は 6-ショウガオールよりも 10,000倍以上高いとの報告もあった[23]。以上の結

果より、毒性を有する TCDDや 3MCは、6-ショウガオールと比較すると AhRと極めて強

い親和性を有することが示された。 

CYP1A1のmRNA 発現への各物質の影響を評価したところ、6-ショウガオールは 25 μM

で 2倍程度まで CYP1A1 mRNA発現を亢進した一方、3MCは 1 μMで 60倍程度まで顕

著に発現を亢進した（Figure 4-1 B）。また、HepG2細胞株における TCDDによる CYP1A1 

mRNAの発現亢進は、既報の値では 5 nMで 600倍程度となっている[101]。各成分による

CYP1A1 mRNA 発現亢進の違いに関しては、上記の AhR への親和性の違いが関与してい

ると考えられるが、その他に成分の代謝特性の違いが影響している可能性がある[19]。6-

ショウガオールは、種々の培養細胞株において、2-4時間程度で大部分が還元され構造が変

化する[102]ため、6-ショウガオールによる AhR の活性化や CYP1A1 発現への影響は一過

的であると考えられる。3MCは、HepG2細胞において代謝を受け、6時間で半分以上が代

謝物に変化するが、代謝物が AhR非依存的に CYP1A1の発現を誘導することが報告されて

いる[71]。従って、3MC そのものによる AhR を介した経路と、代謝物による AhR 非依存

的な経路の両方が活性化されることで、3MCは CYP1A1を持続的にかつ強力に誘導すると
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考えられる。TCDDは、非常に代謝されにくい特性を持っており、持続的にかつ強力に AhR

を活性化し、CYP1A1の発現を誘導することが知られている[19]。以上のように、6-ショウ

ガオール、3MC、TCDDは、AhRへの親和性や代謝特性が顕著に異なっているため、AhR

依存的転写活性への影響や CYP1A1発現への影響が大きく異なると考えられる。 

 

PLIF解析 

AhR は、準平面構造を持つ多環の脂溶性物質に対する親和性が高く、リガンドの分子サ

イズは、12 Å程度の長さがあり、かつ 14 × 12 × 5 Å以下であることが望ましいとされてい

る [103-105]。例えば、AhRを活性化する TCDDやフラボノイドは、平面構造であり、AhR

のリガンド結合部位に結合しうる分子サイズであることが報告されている[23]。6-ショウガ

オールの安定状態にでの分子サイズを計算したところ、13.7 × 4.9 × 5.1 Åであり、上記

のサイズ条件をほぼ満たしていた。一方、6-ショウガオールは 1つの芳香環しか有しておら

ず、複数の芳香環を有している TCDD やフラボノイドとは立体構造が異なると考えられる

ため、AhR-LBD と実際に相互作用するか否かを詳細に解析する必要があると考えられた。

従って、6-ショウガオールと AhR-LBDとの相互作用の解析を、ホモロジーモデリングを用

いた in silico解析により行った。 

 ヒト AhR-LBD のホモロジーモデリングに用いる雛型タンパク質としては、本試験で用

いたCLOCK/BMAL dimerに含まれるPAS-Bドメインの他、hypoxia inducible factor（HIF）

-2α（PDB ID: 1P97）や ARNT（PDB ID: 2B02）の PAS-B ドメインが用いられている

[98-100]。本試験では、まずは ARNT の PAS-B ドメイン[100]を用いてホモロジーモデリ

ングを行い、ドッキングシミュレーションを行った。しかし、ポジティブコントロールで

ある 3MCが AhR-LBDに収まり切らず、評価をすることが困難であった（データは示して

いない）。理由として、当手法を用いていた既報では、AhR リガンドとして Flavipin を用

いていたが、3MCはそれと比較して分子サイズがかなり大きいことが考えられた。そこで、

3MCをリガンドとして用いた既報[98]に準じ、CLOCK/BMAL dimerの PAS-Bをに雛型タ

ンパク質として用いてホモロジーモデリングを行い、ヒト AhR-LBD の立体構造を構築し

た（Figure 4-2 A）。 

 PLIF 解析の結果、3MC、6-ショウガオール、6-ジンゲロールは、AhR-LBD の His291

などの His 残基と相互作用しやすいことが示され、特に 6-ジンゲロールが His291 残基と
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相互作用する傾向が見られた（Figure 4-2 B）。また、活性化状態の解析より、His291残基

と相互作用した場合は不活性状態となる傾向が強かった（Figure 4-2 C）。従って、3MCや

6-ショウガオールは、6-ジンゲロールと比べて、不活性に関与するHis291残基と相互作用

しにくいことで、AhR を活性化している可能性が見出された。一方、これまでに、ヒト

AhR-LBD中の His291（またはそれに相当するマウス AhR-LBDの His285）を他のアミノ

酸に置換する評価系において、His291 は AhR の活性化に重要であることが複数報告され

ている[106-109]が、His291 が AhR の不活性化に関与するという報告は見られていない。

上記の報告の中には、今回の試験と同様、3MCをリガンドとした試験も存在することから、

本試験の PLIF解析で見出された結果はそれと矛盾するものであり、in silicoの評価方法の

妥当性を改めて検証する必要があると考えられた。 

 

π-π相互作用の解析 

 PLIF解析の結果が既報と矛盾したことから、in silico解析の方法の見直しを行った。こ

れまでの細胞試験の結果より、AhR活性化の強さは、3MC > 6-ショウガオール > 6-ジンゲ

ロール（≒0）であり、二重結合の数に依存していることから、AhRの活性化に π電子数が

関与している可能性が考えられた。環状構造を有し、π電子を豊富に含むHisは、同じく環

状構造を有する物質と π-π 相互作用しやすく、それがタンパク質-リガンド複合体の安定化

に寄与しているとされている[110]。AhR リガンドの 1 つである indirubin は、AhR-LBD

の His291 残基と π-π 相互作用することで AhR を活性化しているという報告もあり[109]、

AhRリガンドによる AhRの活性化には、AhR-LBDの His残基などとの π-π相互作用が重

要な役割を果たしている可能性がある。そこで、π電子を豊富に含む芳香族アミノ酸として

His、Tyr、Phe 残基を対象とし、3MC、6-ショウガオール、6-ジンゲロールと AhR-LBD

中のそれらアミノ酸残基との π-π相互作用の解析を行った。 

 His291 のみを対象とした解析の結果、π-π 相互作用の代替指標である接触表面積は、細

胞試験における活性の順番通りではなかった（Figure 4-3 A）ことから、3MCや 6-ショウ

ガオールによる AhR の活性化は、His291残基との π-π相互作用のみでは説明できないと考

えられた。一方、芳香族アミノ酸残基全て（His、Phe、Tyr）を対象とした解析の結果では、

接触表面積と細胞試験における活性で矛盾のない結果となった（Figure 4-3 B）。従って、

6-ショウガオールによる AhR の活性化には、His291 だけではなく、Phe や Tyr 残基も含
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む芳香族アミノ酸残基との π-π 相互作用が重要であると考えられた。なお、同様に π-H 相

互作用についても解析を行ったが、細胞試験における活性を再現できなかったため（デー

タは示していない）、AhRの活性化における π-H相互作用の寄与は大きくないものと考えら

れた。 

 AhRの活性化における AhR-LBD中の Tyr残基や Phe残基の重要性については、マウス

のAhR-LBDのTyrまたはPhe残基を他のアミノ酸に置換することで、リガンドによるAhR

の活性化が消失する例が複数報告されている。具体的には、Phe289（ヒトでは Phe295 に

相当）[108, 111]、Tyr316（ヒトでは Tyr322に相当）[111, 112]、Phe318（ヒトでは Phe324

に相当）[108, 113]、Phe345（ヒトでは Phe351 に相当）[111]といったアミノ酸残基が、

AhRの活性化に重要であることが報告されている。本試験においては、Phe295、Tyr322、

Phe324、Phe351といったアミノ酸残基が、3MCや 6-ショウガオールの近傍に存在するこ

とが示されている（Figure 4-3 C, D）。これらのアミノ酸残基とリガンドが実際に π-π相互

作用をしているかは今後の検討が望まれるが、6-ショウガオールがこれらアミノ酸残基との

π-π相互作用を介して AhRを活性化している可能性はあると考えられる。 

 

6-ショウガオールによる AhR活性化における共有結合の寄与の可能性の検討 

 1,2-Naphthoquinone（1,2-NQ）や tert-butyl-1,4-benzoquinone（tBQ）などの α-β不飽

和カルボニル構造を有する親電子性の高い化合物は、チオール基を有するタンパク質と反

応しやすく、Keap1/Nrf2パスウェイのような親電子性シグナルを誘導しやすいことが知ら

れている[114]。近年、これら親電子性の化合物は、AhR の代表的な標的遺伝子である

Cyp1a1の遺伝子発現を誘導することが示された[115]。さらに、1,2-NQは、AhRを共有結

合的に修飾するとともに、Cys327 を Ser に置換することで、1,2-NQ による Cyp1a1 の発

現誘導が減衰することが示された[115]。このことは、Cys327残基に 1,2-NQのような親電

子性化合物が共有結合することで影響を受けることを示唆するものである。以上の結果よ

り、AhR の活性化は、非共有結合的な相互作用のみでなく、アミノ酸残基に親電子性の化

合物が共有結合することも関与している可能性が考えられた。 

本研究で見出されたAhR活性化物質である 6-ショウガオールを初めとしたショウガオー

ル類は、上述の親電子性化合物と同様、α,β-不飽和ケトン構造を有する親電子性の高い物質

である[116]。一方、AhR 活性化作用が見られなかったジンゲロール類は、α,β-不飽和ケト
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ン構造を持たず、親電子性は低い。6-ショウガオール、6-ジンゲロールによる AhR の活性

化の違いと親電子性の違いが関連していると考え、それぞれの物質が AhRの活性化に関与

する主要なアミノ酸である Hisと反応性を有するか検討を行った。 

Hisの誘導体である NAHと、6-ショウガオールまたは 6-ジンゲロールとの反応性を検討

した結果、6-ショウガオールと NAHを反応させた場合のみ、別の物質による Peax Xが確

認された（Figure 4-4 A, B）。また、Peak XはNAHとの反応時間依存的に増加し、6-ショ

ウガオールのみの存在下では生成しなかった（Figure 4-4 C, D）。さらに、Peak Xの LC/MS

分析の結果、親ピークの z/mが 474.30となった（Figure 4-4 E）。LC/MSの結果を踏まえ

た構造解析までは至っていないが、6-ショウガオールの分子量が 276.37、NAHの分子量が

197.19 であることを踏まえると、親ピークは 6-ショウガオールと NAH が結合した物質で

ある可能性が高いと考えられた。以上の結果より、6-ジンゲロールはNAHと共有結合しな

いが、6-ショウガオールは NAHと共有結合することが示唆され、6-ジンゲロールと 6-ショ

ウガオールは His との反応性に違いがあると考えられた。AhR-LBD 中の His 残基に共有

結合して AhR を活性化する物質は今のところ報告が無い。しかし、例えば vitamin D 

receptor のように、親電子性化合物が His 残基に共有結合してタンパク質の活性を制御し

ている例もあり[117]、AhRの活性制御にリガンドによるHis残基への共有結合が関与して

いる可能性はあると考えられる。現時点では、6-ショウガオールと His との反応性と AhR

の活性化との関連は不明であるため、6-ショウガオールと AhRとの共有結合の解析や、His

残基の AhR活性化における寄与などを明らかにしていく必要がある。 

 

第四章の結果より、6-ショウガオールは TCDD や 3MC などの毒性を有するリガンドと

比較し、AhR依存的転写活性やCYP1A1遺伝子の発現を緩やかに亢進することが示された。

また、in silico 解析により、6-ショウガオールによる AhR の活性化メカニズムとして、

AhR-LBD 中の芳香族アミノ酸である His、Tyr、Phe との π-π 相互作用が関与している可

能性が考えられ、その相互作用の強さの違いが、リガンド間の活性の違いに繋がっている

可能性が考えられた。一方、6-ショウガオールの構造的特徴より、AhR-LBD中の Hisなど

のアミノ酸残基と共有結合することで AhR を活性化している可能性も見出された。3MC

は、構造上これらのアミノ酸残基と共有結合する可能性は低いため、この場合は成分間で

AhR 活性化のメカニズムが異なると考えられる。第四章の結果より、6-ショウガオールに
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よる AhR活性化のメカニズムとして複数の可能性が示された。今後は、それぞれの可能性

をより詳細に検討し、メカニズムを解明していく必要があると考えられる。 

 

 



 

80 

 

総合討論 

 

野菜に含まれるファイトケミカルを初めとした成分の生体調節機能を明らかにするとと

もに、それを正しく理解し、人々に伝えることは、野菜摂取の意義、動機づけにおいて重

要である。野菜の主要な生体調節作用の 1 つとして生体異物の解毒作用があり、それには

多くの薬物代謝関連転写因子が関わっている。その中で、AhR は、薬物代謝の制御に深く

関連するとともに、免疫調節など、他の生体調節機能にも深く関わっており、生体防御や

ホメオスタシスの維持において重要な枠割を果たしている転写因子である。AhR のリガン

ドとしては TCDD や 3MC といった毒性物質が古くから知られており、それらの成分の毒

性発現に関与するとされてきた。一方で近年は、食品由来の天然リガンドも多く報告され

てきており、それらのリガンドにより生体に有益な作用をもたらすことも分かってきた。

AhR の天然リガンドとして、野菜に含まれるフラボノイドやインドール化合物などが知ら

れているため、野菜には AhRを介した生体調節機能が期待される。そこで本研究では、野

菜由来の成分が AhR を初めとした薬物代謝関連転写因子に与える影響に着目した。 

第一章では、薬物代謝に影響を与える成分を豊富に含むブロッコリースプラウトを対象

とし、その熱水抽出物が肝臓の遺伝子発現や解毒作用に与える影響について、動物試験に

より解析した。ブロッコリースプラウトの熱水抽出物を含む飼料をラットに 10日間自由摂

取させ、肝臓の遺伝子を抽出し、DNAマイクロアレイによる解析を行った結果、薬物代謝

に関連する遺伝子の発現が亢進しており、それに関連するシグナルとして転写因子である

AhRとNrf2が見出された。また、ブロッコリースプラウトの熱水抽出物は薬物誘導性の肝

障害を抑制し、それには上記で見られた薬物代謝の亢進が関与していると考えられた。以

上より、ブロッコリースプラウトの熱水抽出物の摂取により、ラット肝臓の薬物代謝が亢

進することが示され、そのメカニズムとして、これまでに知られていたNrf2を介したもの

だけではなく、AhR を介した経路も存在することが明らかとなった。一方、ブロッコリー

スプラウトに含まれる AhR活性化物質であると考えられるインドール化合物やフラボノイ

ドは、野菜に広く含まれる成分であるため、他の野菜においても、AhR を活性化させる作

用が見られる可能性があると考えられた。 

第二章では、野菜や野菜由来の成分の AhR活性化作用をより詳細に検討するためのルシ

フェラーゼアッセイ系の確立を行った。これまで、AhR の活性化を評価する評価系として
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は、プロモーター配列に XRE を含む CYP1A1 の転写活性を指標に、AhR 依存的な転写活

性が評価されていたが、AhR依存的な転写活性は必ずしも CYP1A1の転写活性と一致しな

いことが分かっていた。そこで、AhR 依存的な転写活性をより特異的かつ安定に評価可能

な評価系として、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に XRE 配列をタンデムに導入した AhR 応

答性ベクターと、ヒト AhR のオープンリーディングフレームを導入した AhR 発現ベクタ

ーを、ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 に安定的に共トランスフェクションした AhR 応答性

安定HepG2細胞株を樹立した。また、当細胞株において、3MCを初めとした AhRリガン

ドに対する応答性を確認した。本評価系は AhR 以外の転写因子の影響を受けにくいと考え

られるため、食品の粗抽出物のような、多種類の成分を含む素材の AhR 活性化を評価し、

AhR活性化物質を探索するのに有用なツールであると考えられた。 

第三章では、第二章において確立した AhR依存的転写活性の評価系を用い、ブロッコリ

ースプラウトを初めとする 23種類の野菜の抽出物によるAhR活性化への影響を評価した。

野菜の熱水抽出物を用いた評価により、ショウガ、モロヘイヤ、パセリ、ホウレンソウ、

アシタバの 5 種類の野菜の熱水抽出物に特に強い AhR 依存的転写活性の亢進が確認され、

その強さはブロッコリースプラウトの熱水抽出物よりも強いものであった。さらに、それ

らの熱水抽出物から酢酸エチル抽出物と水抽出物を抽出し、評価を行ったところ、ショウ

ガの酢酸エチル抽出物に、顕著に強い AhR依存的転写活性の亢進作用が見られた。ショウ

ガの酢酸エチル抽出物を HPLC で分析したところ、6-ショウガオールと 6-ジンゲロールが

その主要成分として見出された。さらに、それぞれの成分の AhR依存的転写活性を評価し

た結果、6-ショウガオールのみに AhR 依存的転写活性の亢進が確認されたことから、6-シ

ョウガオールが、ショウガの主要な AhR活性化物質であると考えられた。 

第四章では、6-ショウガオールの AhR リガンドとしての特性を詳細に評価した。6-ショ

ウガオールは、TCDDや 3MCなどの毒性物質と比べると、AhRへの親和性や CYP1A1の

遺伝子発現への影響は小さいことが明らかとなった。また、6-ショウガオールによる AhR

活性化のメカニズムを in silicoでのシミュレーションにより解析したところ、AhR-LBD中

の芳香族アミノ酸である His、Tyr、Phe との π-π相互作用が関与している可能性が考えら

れ、その相互作用の強さの違いが、リガンド間の活性の違いに繋がっている可能性が考え

られた。一方、6-ショウガオールの構造的特徴より、AhR-LBD中の Hisなどのアミノ酸残

基と共有結合することで AhR を活性化している可能性も見出され、3MC のような芳香族
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炭化水素とは異なるメカニズムで AhRを活性化している可能性も示された。 

本研究を総括した上で、総合討論では、①ブロッコリースプラウト中の AhR活性化物質、

②6-ショウガオールによる AhR 活性化を介した生理作用の可能性、③6-ショウガオールに

よる AhR 活性化のメカニズム、④野菜の成分が AhR を活性化することの意義についてそ

れぞれ考察を進める。 

  

ブロッコリースプラウト中の AhR活性化物質 

 第一章において、ブロッコリースプラウトの熱水抽出物が AhR関連シグナルを活性化す

ることを明らかにした。また、その活性成分として、インドール化合物やフラボノイドの

関与が考えられた。そこで、第二章において樹立した AhR 応答性安定 HepG2 細胞株を用

いて、ブロッコリースプラウトに含まれる AhR活性化物質の推定を行った。活性成分の同

定に至らなかったため、本論中では紹介していないが、以下に概要を記載する。 

まず、ブロッコリースプラウト熱水抽出物の AhR活性化作用は、スプラウトの発芽日数

依存的に高くなることが分かった（Figure 5-1 A）。ブロッコリースプラウト中のスルフォ

ラファン、インドール化合物、ポリフェノール、カロテノイド、クロロフィルなどの成分

含量は、発芽の過程において変化することが報告されている[50, 55, 118]。このような、発

芽段階に応じて含量が変化する成分がブロッコリースプラウトのAhR依存的転写活性に影

響を与え、発芽段階による活性の変化を引き起こしていることが示唆された。さらに、ブ

ロッコリースプラウト中の AhR活性化物質を同定するために、イソチオシアネートや、ブ

ロッコリースプラウトに含まれる成分が AhR依存的転写活性に与える影響を評価した。そ

の結果、既知の AhR活性化物質であるケルセチン、ケンフェロール、インドール-3-カルビ

ノールが AhR依存的転写活性を亢進した一方、ブロッコリースプラウト中の主要成分であ

るスルフォラファンは、AhR依存的転写活性を亢進しなかった（Figure 5-1 B）。 

さらに、ブロッコリースプラウトの熱水抽出物を Figure 5-2 Aに示したように分画し、

活性画分である Fr. 2（クロロホルム 100%画分）、Fr. 3（クロロホルム：メタノール=80：

20 画分）を得た。各 Fr.の HPLC 解析により、Fr. 3 には、ケルセチン、ケンフェロール、

インドール-3-カルビノールが含まれることが示されたことから（Figure 5-2 C）、ブロッコ

リースプラウトに含まれる AhR活性化物質の一部は、ケルセチン、ケンフェロール、イン

ドール-3-カルビノールであることが示唆された。一方、Fr. 2には、ケルセチン、ケンフェ
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ロール、インドール-3-カルビノール以外の未知の AhR活性化物質が含まれることも示唆さ

れた（Figure 5-2 B）。また、その未知成分の UV極大吸収波長は 270 nm付近であったた

め、未知の活性成分は芳香族化合物であると考えられた。当該成分のブロッコリースプラ

ウト中の含量は非常に微量であり、細胞試験に供するだけの成分の分取が困難であったた

め、成分の同定には至らなかったが、ブロッコリースプラウトには、既知の AhRリガンド

であるケルセチン、ケンフェロール、インドール-3-カルビノール以外の AhR活性化物質が

含まれると考えられた。 

 

6-ショウガオールによる AhRを介した生理作用の可能性 

 第三章では、6-ショウガオールが AhRを活性化すること、第 1相から第 3相の薬物代謝

酵素の発現を誘導することが明らかとなった。この結果より、6-ショウガオールによる AhR

を介した生理作用の可能性として、肝臓などでの解毒作用の亢進が考えられる。6-ショウガ

オールや、6-ショウガオールを含むショウガ抽出物による肝臓での解毒作用に関しては、動

物試験においてアルコール[95]や、APAP[119, 120]による肝障害を抑制するという報告があ

り、これらの in vivoでの効果には、6-ショウガオールによる解毒作用が関わっている可能

性がある。一方で、6-ショウガオールによる解毒作用の亢進は、Nrf2 を介したものである

と報告されており[93, 94]、上述の 6-ショウガオールによる解毒作用においては、AhRのみ

ではなくNrf2の寄与も大きい可能性がある。AhRの寄与が大きいと考えられる解毒作用と

して、AhRの標的遺伝子である ABCG 2の発現亢進によるベンゾピレンの排泄が考えられ

る。ABCG 2は、スルフォラファンなどのNrf2活性化物質の処理下では発現が亢進しない

が、インドール-3-カルビノールやケルセチンなど、AhR、もしくは AhRと Nrf2両方に作

用する成分を処理した際には発現が亢進し、ベンゾピレンの代謝物の排泄が高まるという

報告がある[10]。本試験において、6-ショウガオールは ABCG 2の発現を亢進することが明

らかになっており、ベンゾピレンのように、その代謝物が ABCG 2の基質となっているも

のに対しては、6-ショウガオールによる AhRを介した解毒作用が発揮される可能性がある。 

 AhR を介した薬物代謝以外の主要な生理作用として免疫調節作用があるが、6-ショウガ

オールによる免疫調節作用の報告は、細胞試験でマスト細胞からの脱顆粒を評価した例

[121]、アレルギー性皮膚炎への影響を評価した例[122]など、わずかである。また、AhRを

介した免疫調節の作用機序である Treg の分化に与える影響を評価した例はほとんどない。
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従って、6-ショウガオールが Treg の分化やアレルギーに与える影響を評価すれば、新規性

の高い研究になると考えられる。フラボノイドの一種であるナリンゲニンは、AhR を活性

化して Treg の分化を制御することが報告されている[25]。本試験と同じ評価系でナリンゲ

ニンと AhR依存的転写活性への影響を比較し、同等の活性が見られれば、Tregの分化を制

御する可能性があると考えられる。 

 6-ショウガオールの生体内での機能を考える上で、その作用濃度を考えることは重要であ

る。本試験において、6-ショウガオールによる AhR依存的転写活性亢進作用の EC50値は

19.1 μMであった、一方、既報において、マウスにショウガ抽出物を 250 mg/kg体重の量

で経口投与した際の 6-ショウガオール（抱合体として）の最高血中濃度は、約 0.14 μg/mL

（約 0.52 μM）であると報告されている[123]。また、ヒトがショウガパウダーを 2 g（7.4 mg

の 6-ショウガオールを含む）摂取した際の 6-ショウガオール（抱合体として）の最高血中

濃度は 0.15 μg/mL（約 0.54 μM）であるとされている[124]。従って、マウスやヒトにおけ

る 6-ショウガオールの血中濃度と比較すると、本試験における作用濃度は、非常に高い濃

度である。一方で、既報で 6-ショウガオールを用いて行っている細胞試験においては、が

ん細胞の増殖抑制作用については 5 - 10 μM[88, 90, 125]、抗炎症作用については 20 - 30 

μM[126]、解毒作用については 20 μM[94]程度で有意な効果が見られており、本試験で 6-

ショウガオールによる AhRの活性化が見られた濃度が、他の生理作用を検証した報告と比

較して高いとは言えない。上記の細胞試験の中で、解毒作用のように、動物試験において

も 6-ショウガオールの効果が確認されている例[94]があることを考えると、in vivoにおい

ても、6-shogaolが AhRを介した生理作用を発揮する可能性はあると考えられる。 

 

6-ショウガオールによる AhR活性化のメカニズム 

 第四章において、6-ショウガオールによる AhR 活性化のメカニズムとして、複数の可能

性が提示された。すなわち、In silicoでのシミュレーションにおいては、芳香族アミノ酸（His、

Tyr、Phe）との π-π 相互作用が関与している可能性が見出された。また、親電子性の高い

6-ショウガオールが、His 残基などと共有結合して AhR の活性化に関与している可能性も

示された。今後は、活性化に関与するアミノ酸残基と相互作用をより詳細に決定していく

必要がある。 

 活性化に関与するアミノ酸残基を決定するには、関与の可能性のあるアミノ酸残基を他
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のアミノ酸に置換した際の活性への影響を評価することが有効であると考える。第四章よ

り、π-π 相互作用に関与している可能性のあるアミノ酸残基としては、His291、Phe295、

Tyr322、Phe324、Phe351 が挙げられる。一方、共有結合の関与の可能性を考えた場合に

は、第四章で評価を行った His 残基の他、親電子性化合物との反応性の高い Cys 残基も候

補となる。His残基については上述の His291、Cys残基については Cys333が AhRの活性

化に関与しているとの報告がある[106, 107]。以上に挙げたアミノ酸残基を他のアミノ酸に

置換する評価系を用いることで、6-ショウガオールによる AhR 活性化のメカニズムの詳細

を明らかにしていきたい。 

 

野菜の成分が AhRを活性化することの意義 

 序章でも述べた通り、AhRは生体に様々な影響を与えていることが明らかになっており、

かつ、そのリガンドも非常に多岐に渡っている。TCDDや 3MCのようなリガンドは、AhR

を介して生体に害を与える一方、食品由来の天然リガンドであるインドールやフラボノイ

ドは、生体に対して有益な影響を与えることが報告されている。このような AhRの持つ二

面性を考慮し、本研究では、毒性成分と 6-ショウガオールの AhRリガンドとしての特性の

違いを検討した。 

本研究においては、TCDD、3MC、6-ショウガオールの 3 成分間で、AhR への結合親和

性や代謝特性が顕著に異なり、標的遺伝子である CYP1A1 の遺伝子発現への影響も異なる

ことを示した。6-ショウガオール以外の野菜成分については、本研究では AhR リガンドと

しての特性を評価していないが、各種ポリフェノールの AhR活性化作用をルシフェラーゼ

アッセイにより評価した結果より、ポリフェノールのEC50値は 10-100 µMの間であり[23]、

本研究における 6-ショウガオールの EC50値（19.1 µM）に近いことが推測される。また、

代謝特性に関しても、ポリフェノールは体内で速やかに代謝される[127]ため、6-ショウガ

オールと同様、AhR を一過的に活性化することが推測される。少なくとも、6-ショウガオ

ールやポリフェノールなどの、野菜に含まれる成分に関しては、TCDD や 3MC にように、

AhR を強く持続的に活性化し、内分泌を攪乱したり第 1 相薬物代謝酵素の遺伝子発現を顕

著に亢進する可能性は低いと考えられる。 

 一方で、AhR リガンドとしての特性を考える際には、上記の結合親和性や代謝特性以外

の要因も考慮する必要がある。Naultらは、4種類の AhRリガンドが、Hepa1c1c7細胞お
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よび C57BL/6 マウスの肝臓の遺伝子発現に与える影響を DNA マイクロアレイにより解析

した結果より、各成分の代謝特性以外の要因が遺伝子発現に影響している可能性を示した

[128]。このような、AhRリガンドによる遺伝子発現への影響の違いの理由として、リガン

ドの種類により、コアクチベーターやコリプレッサーなどの転写調節因子への影響が異な

ることが挙げられる。構造や代謝特性が類似している5種類のHAHs間での比較において、

AhRのコアクチベーターヘの影響の違いが見られており[129]、AhRへの結合親和性や代謝

特性が類似していても、コアクチベーターへの影響が異なり、下流のシグナルが異なる可

能性がある。野菜由来の AhRリガンドの 1種であり、抗腫瘍作用が知られている 3,3-ジイ

ンドリルメタンは、他の AhRリガンドである β-naphthoflavoneと同等に CYP1A1の XRE

配列へ AhRをリクルートするが、転写調節因子である RNAポリメラーゼ II（Pol II）のリ

クルートが少ないため、CYP1A1のmRNA発現をほとんど亢進しない[130]。このように、

CYP1A1などの生体に対してネガティブな因子に対して影響を与えずに、AhRを介した免

疫調節作用や腫瘍抑制作用を有する物質は selective AhR modulators（SAhRMs）と呼ば

れ、その生理作用が注目を浴びており[131-133]、ケルセチン、ナリンゲニンなど、野菜に

含まれるフラボノイドが SAhRMsとして働く可能性も示されている[134]。 

 AhR は、結合親和性や代謝特性が顕著に異なる多様なリガンドが存在するだけでなく、

リガンド依存的にその調節が異なる。従って、野菜の成分が AhRを活性化することの意義

を一面的に評価することは困難であり、AhR を活性化させるという事実だけではなく、成

分の代謝特性や、活性化後の調節も含めた多面的な評価が必要である。このような複雑な

AhRの調節機構を理解した上で、今後、野菜の成分による AhRの活性化の解析を進めて行

きたい。 

 

総括 

 本研究では、野菜成分による生体調節機能の新たなメカニズムの発見や、新たな生体調

節機能の発見に繋げることを目的とし、薬物代謝や免疫調節など、生体防御やホメオスタ

シスにおいて重要な役割を果たしている AhRの活性化への影響を評価した。 

その結果、ショウガやブロッコリースプラウトを初めとする野菜には AhRを活性化させ

る作用があることを明らかにした。また、ショウガに含まれる AhR 活性化成分として 6-

ショウガオールを同定し、その結合親和性や代謝特性、第 1 相薬物代謝酵素の発現への影
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響が、TCDD や 3MC といった毒性物質と顕著に異なることを明らかにした。さらに、6-

ショウガオールによる AhR 活性化のメカニズムに関して、AhR-LBD 中の芳香族アミノ酸

（His、Tyr、Phe）残基との π-π相互作用、Hisや Cys残基との共有結合の 2つの可能性を

見出した。本研究の結果は、6-ショウガオールによる AhR 活性化を初めて明らかにし、そ

のリガンド特性を解明した研究として非常に価値があると考える。今後は、6-ショウガオー

ルによる AhR 活性化作用を介した in vivo における解毒作用や免疫調節作用について検証

するとともに、AhR 活性化のメカニズムをより詳細に明らかにしていく必要がある。 

AhR は、非常に多様性に富んだリガンドと複雑な調節機構を有し、ポジティブな面とネ

ガティブな面の二面性を有するため、各リガンドの特性を十分に検証する必要がある。野

菜由来の成分には、本研究で見出された 6-ショウガオールを初め、AhR リガンドとなる成

分が多く存在するため、そのリガンド特性を詳細に評価することは、野菜による生体調節

機能を解析する上で重要であると考えられる。本研究がその一助となり、野菜の成分によ

る AhR活性化作用に関する理解、さらには野菜の生体調節作用に関する理解が深まること

を期待し、本研究の総括とする。 
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Figure 5-1（A）発芽段階別のブロッコリースプラウト熱水抽出物が AhR 依存的転写活性

に与える影響。各値は平均値± SD、各群 n = 3、異符号間に有意差あり、P < 0.05 by 

Tukey-Kramer test。（B）各種ブロッコリースプラウト関連成分が AhR依存的転写活性に

与える影響。各値は平均値± SD、各群 n = 3、**P < 0.01 vs. Control by Dunnet’s test。 
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Figure 5-2（A）ブロッコリースプラウト抽出物の分画方法。（B）Fr. 2の HPLC分析結果、

（C）Fr. 3の HPLC 分析結果。 
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論文内容の要旨

論文題目：野菜由来成分による薬物代謝関連転写因子の活性化に関する研究 

氏  名：吉田 和敬 

指導教員：内田 浩二 

 

背景と目的 

野菜の主要な生体調節作用の 1つとして生体異物の解毒作用があり、それには多くの薬物代謝

関連転写因子が関わっている。その中で、aryl hydrocarbon receptor（AhR）は、薬物代謝の調

節に深く関連するとともに、免疫調節など、他の生体調節機能にも深く関わっており、生体防御

やホメオスタシスの維持において重要な役割を果たしている転写因子である。AhRのリガンドと

しては、ダイオキシン（2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD）などの毒性物質が古くから

知られており、それらの毒性発現に関与するとされてきた。一方で近年は、食品由来の天然リガ

ンドも多く報告されてきており、それらのリガンドにより生体に有益な作用をもたらすことも分

かってきた。AhRの天然リガンドとして、野菜に含まれるフラボノイドやインドール化合物など

がある。そのため、野菜由来の成分による AhRの活性化を評価することで、野菜成分による新た

な生体調節機能の発見や、生体調節機能の新たなメカニズムの発見に繋がることが期待される。

そこで本研究は、野菜由来の成分が AhRを初めとした薬物代謝関連転写因子に与える影響を明ら

かにすることを目的とした。 

 

第一章 ブロッコリースプラウトの熱水抽出物がラット肝臓の薬物代謝に及ぼす影響 

第一章では、薬物代謝に影響を与える成分を豊富に含むブロッコリースプラウトを対象とし、

その熱水抽出物（BSEx）が肝臓の薬物代謝に与える影響を動物試験により解析した。BSExの摂

取がラット肝臓の遺伝子発現に与える影響を詳細に解析するため、DNAマイクロアレイを用いて

網羅的な解析を行った。BSExの濃縮物を混餌し、7週齢雄のWistarラットに 10日間投与後、

肝臓より抽出した RNAを用いてマイクロアレイ解析を行った。その結果、BSExは、cytochrome 

P450（Cyp）や glutathione S-transferase（Gst）など、薬物代謝に関連する遺伝子群の発現を

亢進することが見出された。また、薬物代謝に関連するシグナルとして、転写因子である AhRや

Nrf2を介したシグナルの関与が示唆された。 
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続いて、BSExによる肝臓での解毒作用を評価するため、薬物性肝障害に与える影響について

評価を行った。上記と同様の方法で BSExをラットに 10日間摂取させ、その後アセトアミノフ

ェン（APAP）を経口投与し、肝障害を誘導した。その結果、BSExの摂取は、APAPにより誘導

される肝障害を抑制することが示された。さらに、BSExを摂取した群では、摂取しなかった群

と比較して肝臓中のグルタチオン濃度や GST活性が高い値を示しており、マイクロアレイ解析に

より明らかにされた遺伝子発現変化との関連が認められた。 

BSExは、これまでにブロッコリースプラウトの作用メカニズムとして知られていたNrf2だけ

では無く、AhRを介して肝臓での薬物代謝を亢進していることが示唆された。一方、ブロッコリ

ースプラウト中の AhR活性化物質であると考えられるインドール化合物やフラボノイドは野菜

に広く含まれる成分であるため、他の野菜も AhRを活性化する可能性があると考えられた。そこ

で第二章では、AhRを活性化する野菜素材や成分を効率的に探索するため、AhR依存的転写活性

の評価系を確立することとした。 

 

第二章 AhR依存的転写活性評価系の確立 

野菜素材や野菜の成分による AhR活性化作用を詳細に解析するため、AhR依存的転写活性の

評価系の確立を行った。ヒト肝臓がん由来細胞である HepG2細胞に、AhR 発現プラスミドベク

ターと、ルシフェラーゼ遺伝子の上流に AhRの応答配列である xenobiotic responsive element

（XRE）をタンデムに 3つ並べた AhR応答プラスミドベクター（pGL3-XRE）を共トランスフ

ェクションし、AhR応答性安定 HepG2細胞株を樹立した。この細胞株は、既知の AhRリガンド

に対して応答し、ルシフェラーゼ活性を亢進した。さらに、AhRリガンドによるルシフェラーゼ

活性の亢進と、AhRの標的遺伝子である薬物代謝関連遺伝子の発現量変化との間に有意な相関関

係が確認された。以上のことから、AhR応答性安定 HepG2細胞株は、AhR を活性化する成分を

探索するのに有用な系であると考えられた。 

 第三章では、本章で確立した AhR応答性安定HepG2細胞株を用いて、種々の野菜の抽出物が

AhR依存的転写活性に与える影響を評価するとともに、その活性成分の同定を行った。 

 

第三章 AhR依存的転写活性を有する野菜由来成分の探索 

 ブロッコリースプラウトなどの 23種類の野菜の熱水抽出物が AhR依存的転写活性に与える影

響を評価した。その結果、ショウガ、モロヘイヤ、パセリ、ホウレンソウ、アシタバの 5種類の



 

102 

 

野菜の熱水抽出物に特に強い AhR依存的転写活性の亢進が確認され、その活性はブロッコリース

プラウトの熱水抽出物よりも強いものであった。さらに、それらの熱水抽出物から得た酢酸エチ

ル抽出物と水抽出物について評価を行ったところ、ショウガの酢酸エチル抽出物に顕著に強い

AhR依存的転写活性の亢進が見られた。ショウガの酢酸エチル抽出物をHPLCで分析したとこ

ろ、6-ショウガオールと 6-ジンゲロールがその主要成分として見出された。さらに、それぞれの

成分の AhR依存的転写活性を評価した結果、6-ショウガオールのみが AhR依存的転写活性を亢

進し、AhRの標的となる遺伝子やタンパク質の発現も亢進した。以上より、6-ショウガオールは

ショウガの主要な AhR活性化物質であると考えられた。 

 第三章の結果より、6-ショウガオールには、AhR を介した解毒作用などの生理作用が期待され

た。一方で、AhRのリガンドの中には、TCDDや 3-methylcholanthrene（3MC）のように、AhR

を活性化することで毒性を発揮する化合物も存在している。従って、6-ショウガオールの AhRリ

ガンドとしての特性をより詳細に解析し、毒性化合物との違いを見出すことも重要であると考え

られた。そこで第四章では、6-ショウガオールの AhRリガンドとしての特性を評価した。 

 

第四章 6-ショウガオールの AhRリガンド特性の解明 

 6-ショウガオールおよび 3MCが AhR依存的転写活性及び CYP1A1 mRNA 発現量に与える影

響を比較した。AhR依存的転写活性については、6-ショウガオールと 3MCの EC50値はそれぞ

れ 19.1 μM、0.73 μMであった。CYP1A1 mRNA発現量については、3MCは 1 μMの低濃度に

おいても 60倍程度まで顕著に発現を亢進したが、6-ショウガオールは 25 μMで 2倍程度の亢進

であった。以上の結果より、6-ショウガオールは 3MCなどの毒性物質と比べると、AhRへの親

和性は低く、CYP1A1の遺伝子発現への影響は小さいことが明らかとなった。 

続いて、6-ショウガオールの AhR活性化メカニズムを、in silicoによるシミュレーションによ

り検討した。ヒト AhRリガンド結合部位（AhR-LBD）の立体構造は、PDB ID: 4F3LA

（CLOCK/BMAL dimer）の Per-Arnt-Sim（PAS）-Bドメインを雛型としたホモロジーモデリ

ングにより構築した。構築した AhR-LBDの立体構造を用いて、6-ショウガオールによる AhR活

性化のメカニズムを in silicoでのシミュレーションにより解析したところ、AhR-LBD中の芳香

族アミノ酸であるHis、Tyr、Pheとの π-π相互作用が関与しており、その相互作用の強さの違い

がリガンド間の活性の違いに繋がっている可能性があると考えられた。一方、親電子性の高い 6-

ショウガオールが、AhR-LBD中の Hisや Cysなどのアミノ酸残基と共有結合することで AhR
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を活性化している可能性も見出され、3MCのような芳香族炭化水素とは異なる結合様式で AhR

を活性化していることも考えられた。 

 

総括 

 本研究では、摂取した野菜由来成分による生体への影響の新たなメカニズムの発見や、新たな

生体調節機能の発見に繋げることを目的とし、薬物代謝や免疫調節など、生体防御やホメオスタ

シスにおいて重要な役割を果たしている AhRの活性化への影響を評価した。その結果、ショウガ

やブロッコリースプラウトを等の野菜には AhR を活性化させる作用があることを明らかにした。

また、ショウガに含まれる機能性成分である 6-ショウガオールによる AhR 活性化を初めて明ら

かにし、そのリガンド特性の一端を解明した。 

AhRは、非常に多様性に富んだリガンドと複雑な調節機構を有し、ポジティブな面とネガティ

ブな面の二面性を有する転写因子であるため、各リガンドの特性を十分に検証する必要がある。

野菜由来の成分には、本研究で見出された 6-ショウガオールを初め、AhRリガンドとなる成分が

多く存在するため、そのリガンド特性を詳細に評価することは、野菜の生体内での機能を推測す

る上で重要であると考えられる。本研究がその一助となり、野菜の成分による AhR活性化作用に

関する理解が深まることを期待したい。 
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