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研究成果の概要（和文）：　栄養素や食品成分は、これまでに様々な生理活性が知られているが、新規な生理活性とし
てDNAを合成する酵素『DNA合成酵素、DNAポリメラーゼ(pol)』の分子種に対する選択的阻害活性に注目した。in vitro
の簡便なpol阻害活性測定法を確立して、本阻害物質を単離・精製し、化学構造を決定した。具体的には、大豆から哺
乳類polλ特異的阻害物質であるセレブロシドとステロイド配糖体、マンゴスチン果皮からDNA複製型pol阻害物質であ
るβ-mangostinなどであった。polλ阻害物質には抗炎症・抗アレルギー作用、DNA複製型pol阻害物質には抗がん作用
を見いだした。

研究成果の概要（英文）：Some nutrients and food components are known to have various healthy functions. 
In this study, I established the in vitro screening method of mammalian DNA polymerase (pol) inhibitors, 
and screened them from nutrients and food components. Especially, I found a cerebroside (glucosyl 
ceramide, 
N-{1-[(β-D-Glucopyranosyloxy)methyl]-2-hydroxyheptadeca-3,7-dien-1-yl}-2-hydroxyhexadecanamide) and a 
steroidal glycoside (eleutheroside A) as mammalian pol lambda specific inhibitors from soybean (Glycine 
max L.), and beta-mangostin as a DNA replicative pols inhibitor from mangosteen (Garcinia mangostana L.). 
These inhibitors of pol lambda and DNA replicative pols were related to anti-inflammatory effect and 
anticancer effect, respectively.

研究分野：食品機能学

キーワード： 健康機能性食品　DNA合成酵素　酵素阻害剤　抗炎症作用　抗がん作用　マイクロアレイ解析　ノックダ
ウン解析　作用機序
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１．研究開始当初の背景 
 先進国である日本は医療技術の発達に伴
って高齢化が顕著に進んでいる。高齢化人口
が健康的であることは、生活の質（QOL）の
保障だけでなく、医療費の削減にもつながる。
このような健康維持の手段として、毎日摂取
している栄養素や食品成分に注目した。食品
の三次機能に注目した栄養素・食品で病気を
予防・治療するという「医食同源」の発想で
ある。 
 
２．研究の目的 
 栄養素や食品成分（非栄養素）は、これま
でに様々な生理活性が見いだされているが、
新規な生理活性として遺伝子の本体である
DNA を合成する酵素『DNA 合成酵素、DNA ポリ
メラーゼ(pol)』の分子種に対する選択的阻
害活性に注目した。pol 阻害活性に基づいた
新規な健康機能性とその作用機序を見いだ
すことを目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 哺乳類 pol の精製 
 ヒトをはじめとする高等真核生物には 15
種類の pol 分子種が存在するが、世界中の一
流 pol 研究者との共同研究により、遺伝子工
学的手法（大腸菌や昆虫細胞の遺伝子組換え
体を用いての pol タンパク質の発現・精製）
や生化学的手法（抗 pol 抗体カラムを用いて
の精製）を駆使することで、活性を有する精
製された pol 分子種・11 種類の大量安定供給
に成功した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：哺乳類の pol 分子種（15 種類） 

 
(2) pol 阻害活性測定方法 
 基質として鋳型 DNA である合成 DNA の
poly(dA)/oligo(dT)18および放射性標識ヌク
レオチドである[3H]-dTTP を用いて、Pol によ
って鋳型 DNA に取り込まれた[3H]-dTTP の放
射活性を定量した。その阻害活性は、酵素と
被検物質（栄養素や食品成分）のプレ・イン
キュベーションによる活性の減少を測定し
た（図２）[1, 2]。 
 
(3) 食品素材から pol 分子種阻害物質の単
離・精製と構造決定 
 各種食品素材やその不可食部（廃棄物）を
エタノールで抽出してから、pol 阻害活性を
指標にして、シリカゲルカラムクロマトグラ

フィー、HPLC など各種クロマトグラフィーを
駆使することにより活性成分を完全精製し
た。そして、NMR, MS, IR, CD などの機器分
析により化学構造を決定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２：pol 阻害活性測定の方法 

 
(4) 見いだした食品由来のpol分子種阻害物
質の健康機能性調査 
①ヒトがん細胞増殖抑制活性試験：ヒト由来
各種がん細胞株に対する増殖抑制活性は、
WST-1 法により実施した。フローサイトメー
ターを使用して細胞周期を解析した。細胞内
のカスパーゼ活性測定や DAPI 染色した細胞
核の形態観察からアポトーシス誘導の有無
を解析した。 
②抗炎症活性試験：ICR 系マウスの耳介へ起
炎剤として TPA（12-O-tetradecanoylphorbol 
-13-acetate）を塗布して炎症（浮腫）を誘
発させ、そのマウス耳介へ pol 分子種阻害物
質を塗布して、7 時間後の耳介重量変化を計
測した。 
③抗アレルギー活性試験（即時型皮膚反応モ
デル、PCA 反応）：抗 DNPIgE 抗体をマウス両
耳の耳介内側に皮内投与して受動感作させ
てから被検物質を経口投与した。48 時間後に
TNP-BSAおよび 0.5%エバンスブルーを含有す
る生理的食塩液を尾静脈より投与してIgE介
在性の I型アレルギー反応を誘発した。30 分
後にマウスを屠殺し両耳の耳介を採取して
エバンスブルーを抽出、この漏出色素量を吸
光度 620nm で定量した。 
 
(5) 見いだした食品由来のpol分子種阻害物
質による健康機能の作用機序解析 
① pol 分子種阻害物質を細胞培養系へ添加
した後、細胞から mRNA を回収してマイクロ
アレイ解析した。pol 分子種阻害物質の添加
の有無による炎症・アレルギー関連因子（タ
ンパク質）の発現量の差異を比較・解析する
ことで、代謝経路の変化から作用機序（メカ
ニズム）を考察した。 
② pol 分子種阻害物質の替わりに、その pol
分子種のsiRNAを培養細胞へ添加することで
pol タンパク質の発現を抑制させて、炎症関
連因子の発現量の差異を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 大豆から見いだした哺乳類 polλ特異的
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阻害物質 
①大豆から pol 阻害物質の単離・精製：大豆
のエタノール抽出物にpol阻害活性を見いだ
したので、シリカゲルカラムクロマトグラフ
ィーおよび HPLC を用いて pol 阻害活性物質
２つを完全精製し、化学構造を解析した。そ
の 結 果 、 セ レ ブ ロ シ ド （ N-{1-[( β
-D-Glucopyranosyloxy)methyl]-2-hydroxyh
eptadeca-3,7-dien-1-yl}-2-hydroxyhexade
canamide）（図３Ａ）およびステロイド配糖
体（Eleutheroside A）（図３Ｂ）であった。
これらは、ともにヒト polλを阻害するが、
その他の哺乳類pol分子種は阻害しなかった
ことから、polλ特異的阻害物質と言える。 
②抗炎症活性：これら２つの polλ特異的阻
害物質は、TPA で誘導したマウス耳介炎症に
対する抗炎症活性を示した。 
③polλ特異的阻害物質の大豆中の分布：薄
層クロマトグラフィーによる分析から、これ
ら２物質は大豆の煮汁に存在しており、煮た
後の大豆（水煮大豆）には本物質は無く、大
豆加工品としては「蒸し大豆」に含有してい
た。従って、本物質による抗炎症効果を狙う
のであれば、蒸し大豆を摂取するのが良いこ
とが分かった。また、本物質を含有する大豆
の煮汁は、抗炎症食品としての有効利用が示
唆された。 
（Ａ） 
 
 
 
 
 
（Ｂ） 
 
 
 
 
 
図３：大豆由来の polλ特異的阻害活性物質
（Ａ：セレブロシド、Ｂ：ステロイド配糖体） 
 
(2)酒米の米糠から見いだした哺乳類 polλ
阻害物質 
①酒米の米糠（ぬか）から pol 阻害物質の単
離・精製：日本酒製造の副産物（食品産業廃
棄物）である酒米（品種：白鶴錦）の米糠（ぬ
か）に pol 阻害活性があったので、活性成分
を単離・精製して、構造解析した結果、γ-
オリザノールの一種であるフェルラ酸シク
ロアルテニル（図４）であった。本物質は哺
乳類 pol のうち polλを最も強く阻害した。
米糠３種類、<1>赤糠（精米歩合 89～100％位
まで出てくる糠），<2>中白（同 81～88％），
<3>上白（同 75～80％）のうち、<1>赤糠が本
物質を最も高含有していた。 
②抗炎症活性：本物質は TPA で誘導した炎症
に対する抗炎症活性を示した。これより、酒
米の米糠、特に赤糠を原料とする抗炎症化粧
品開発が期待できる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図４：米糠由来の polλ阻害活性物質 
（フェルラ酸シクロアルテニル） 

 
(3)マンゴスチン果皮から見いだした DNA 複
製型 pol 阻害物質 
①マンゴスチン果皮から pol 阻害物質の単
離・精製：南国のフルーツであるマンゴスチ
ン（Garcinia mangostana）の不可食部であ
る果皮のエタノール抽出物にpol阻害活性が
あったので、シリカゲルカラムクロマトグラ
フィーおよび HPLC を用いて複数の活性物質
を精製した。化学構造解析の結果、これらは
全てキサントン骨格を有しており、pol 阻害
活性はβ-mangostin（図５）が最も強かった。
本物質は、哺乳類 pol 群のうち DNA 複製型の
polα,δ,εを最も強く阻害した。 
②ヒトがん細胞への影響：本物質は、ヒト子
宮がん細胞（HeLa cells）の増殖を抑制した。
また、細胞周期を DNA 合成期である S期で停
止させたことから、DNA 複製型 pol 阻害活性
に起因すると示唆された。さらに、本物質は
ヒト子宮がん細胞の細胞内カスパーゼ-3 活
性を上昇させて、細胞核を破壊・矮小化させ
たことから、アポトーシスを誘導することが
分かった。これより、マンゴスチン果皮のが
ん対策健康食品としての開発が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５：マンゴスチン果皮の DNA 複製型 pol 群
阻害物質（β-mangostin） 

 
(4)見いだした哺乳類 polλ阻害物質による
抗炎症作用解析 
①マイクロアレイ解析：哺乳類 polλ阻害物
質である「クルクミン」とビタミン K3誘導体
である「ナフトキノン」を用いて、マウス・
マクロファージである RAW264.7 細胞におけ
るマイクロアレイ解析を実施した。<1>polλ
阻害剤無添加のコントロール群、<2>リポ多
糖（LPS）で炎症刺激を与えた群、<3>polλ
阻害剤を添加した群、<4>LPS＋polλ阻害剤
を添加した群、以上の 4群について、24時間
培養後の細胞を回収、mRNA を抽出した。炎症
シグナルやアレルギーシグナルに関連する
因子（タンパク質）20 種類の mRNA 発現量を
各群間で比較した結果、polλの発現量は、
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<2>で亢進し、<3>,<4>で減少した。この pol
λ発現量変化の傾向は、炎症マーカーである
TNF-α（Tumor Necrosis Factor-α）と NF-
κB（nuclear factor-κB）、炎症酸化メディ
エーターである iNOS（inducible nitric 
oxide synthase）、炎症脂質メディエーター
である PGE2（prostaglandin E2）の発現量と
正の相関を示した。これより、polλ阻害活
性に基づいた抗炎症の作用機序が示唆され
た。 
②RNA 干渉（RNAi）：RAW264.7 細胞を用いて、
RNA干渉によって polλの mRNA 発現量をノッ
クダウンさせることによる炎症マーカーの
TNF-αおよび炎症シグナルの下流にある NF-
κBの mRNA 発現量の変化をリアルタイム PCR
で解析した。その結果、RNA 干渉により pol
λのmRNA発現が70％ノックダウンされると、
細胞増殖には全く影響しないが、TNF-αおよ
び NF-κBの産生（mRNA 量）がそれぞれ 35％、
30％抑制されることを見いだした。これは、
①のマイクロアレイの結果と同じ傾向であ
り、低分子化合物である polλ阻害物質は、
polλ活性だけでなく polλの発現も抑制す
ることによって、抗炎症作用が発揮されると
考えられる。 
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