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研究成果の概要（和文）：ヒト乳癌細胞において、メトキシフラボノイドのクリソエリオールは、

環境中に広く存在する benzo[a]pyrene(BaP)が代謝活性化に伴い形成する BPDE-DNA付加体の形

成を有意に抑制した。その作用機序として、受容体 AhR への BaPの結合を阻害し代謝酵素 CYP1 

mRNAの発現を抑制することが明らかとなった。クリソエリオールは、BaP 由来の発癌に対し化

学予防的に働く可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：A dietary methoxyflavonoid, chrysoeriol, inhibited the formation 
of BPDE-DNA adducts in human MCF-7 breast cancer cells, via regulation of the AhR pathway 
stimulated by benzo[a]pyrene, which is a ubiquitous environmental pollutant. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、乳癌、子宮内膜症をはじめとするホ
ルモン依存性疾患が増加しており、ライフス
タイルの変化に伴う環境因子の影響が示唆
されている。内因性の女性ホルモンであるエ
ストロゲンは乳癌の原因の一つであると言
われ、ホルモン補充療法に用いられるプレマ
リンは、更年期症候群の軽減効果が期待され
る一方で、乳癌、子宮癌発症のリスク因子で

あると考えられている。加えてホルモン療法
により肺癌のリスクが 2 倍以上高まること、
喫煙・受動喫煙により乳癌リスクが 2倍以上
になるとの報告もある。エストラジオール
(E2)は、酸化還元酵素 cytochrome P450 
(CYP)1B1 によりカテコールエストロゲン
(CE)の一つである 4-OHE2に変換され、そのキ
ノン体が DNA付加体を形成し発癌性を示すこ
とが動物実験において明らかにされている。  
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乳癌の発症・進展には、エストロゲンの
解毒酵素が重要な役割を果たすと考えられ
る。さらに近年、非喫煙日本人女性におい
て、初潮年齢が早く閉経年齢が遅い女性は、
肺癌のリスクが高いこと、卵巣摘出等によ
り人工閉経し、かつホルモン補充療法を受
けている女性は、肺癌リスクが高いことが
報告された。乳癌のみならず肺癌において
もエストロゲンが深く関与することが示さ
れ、エストロゲンの代謝調節を担う
CYP1B1 をはじめとする一連の酵素の働
きが癌発生に非常に重要であると言える。
また、喫煙及び受動喫煙と女性乳がん発生
率との関係について、閉経前の女性におい
て、喫煙している（していた）女性と受動
喫煙を受けている女性は、乳癌のリスクが
各々3.9 倍、2.6 倍高いとの調査結果が報告
されている。 
 
２．研究の目的 
申請者らは、エストロゲンの解毒代謝とい

う角度から CYP1B1 および 4-CEs の生成・解
毒代謝に着目し、乳癌の発生・進展を抑制で
きるのではないかとの視点から、植物性食品
成分メトキシフラボノイドに、CYP1B1 を特異
的に阻害するものがあることを明らかにし
た。そこで本研究では、ホルモン依存性癌予
防因子としてメトキシフラボノイドの一つ
クリソエリオールに焦点を絞り、生活環境因
子の中で、喫煙のモデル化合物として多環芳
香族炭化水素の一つベンツピレン(BaP)を用
い、ヒト乳癌細胞 MCF-7における影響を検証
することを目的とした。DNA 損傷の指標とし
て、BaP が代謝活性化された後形成される
BPDE-DNA 付加体の形成に対するメトキシフ
ラボノイドの影響とその作用機序について
検討した。 
 

３．研究の方法 
(1) ヒト乳癌細胞 MCF-7をエストロゲン無
添加培地にて培養し、BaPおよびクリソエリ
オールを添加し 24 時間培養後、細胞より DNA
を抽出し digest を行った後、LC-MS/MS を用
いて BPDE-DNA付加体を定量した。 
 
(2) MCF-7細胞を、BaP およびクリソエリオ
ールで一定時間処理した後、EROD アッセイに
より CYP1酵素活性を測定した。また、同条
件で培養した細胞を回収し、RNA を抽出し
CYP1 mRNA発現量をリアルタイム PCR法にて
測定した。 
 
(3) AhR-BaP 複合体の形成に対するクリソエ
リオールの阻害作用について、抗 AhR複合体
抗体を用いた Ah イムノアッセイにより検討
を行った。 
 

４．研究成果 
(1) MCF-7細胞を BaPおよびクリソエリオー
ルにて 24時間処理した後、細胞より DNA を
抽出し、LC-MS/MS 分析を実施した。BaP 処理
により、3種のピークが検出された(Peak 1, 
(+)-trans-BPDE-dG, Peak 2)。10 µM クリソ
エリオールは BPDE-DNA付加体の形成を有意
に抑制した(**P <0.01)。中でも最も主要な付
加体である(+)-tans-BPDE-dG の形成を強く
抑制した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 1. BPDE-dGアダクト形成に対する 
クリソエリオールの抑制効果 

 
 
(2) MCF-7細胞を BaPおよびクリソエリオー
ルにて 48時間処理した後、EROD活性を測定
したところ、5,10 µM クリソエリオールは、
BaPによる EROD 活性を有意に抑制した(*P 
<0.05, **P <0.01)（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. EROD活性に対するクリソエリオールの

影響 
 
 
(3) MCF-7細胞を BaPおよびクリソエリオー
ルにて 12時間処理した後、細胞より RNA を
抽出し、CYP1A1/CYP1A2/CYP1B1 の mRNA 発現
について定量的 RT-PCR法により検討したと
ころ、5,10 µM クリソエリオールは全ての
CYP1 mRNAの発現を有意に抑制した（*P <0.05, 
**P <0.01）（図 3）。 
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図 3. CYP1 mRNA 発現に対する 
クリソエリオールの影響 

 
 
(4) Ahイムノアッセイにより、BaP 0.1µM、
クリソエリオール 0.1～10 µM において、
AhR-BaP複合体の形成は有意に抑制された
(**P <0.01)（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 4. AhR-BaP複合体形成に対する 
クリソエリオールの影響 

 
 

以上の結果より、クリソエリオールはBaP

のAhRへの結合を阻害することにより、CYP1 

mRNAの発現を抑制、さらにはBPDE-DNA付加体

の形成を抑制することが明らかとなった。ク

リソエリオールは、BaP由来の発癌に対し化学

予防的に働く可能性が示唆された。 
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