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研究成果の概要（和文）：アリール炭化水素受容体(AhR)のアンタゴニストとして作用するポリフェノールの機能を調
べた。その結果、(1)ルテオリン、ケンフェロール、クルクミン、ならびにプロシアニジンが、TCDDによるAhRを介した
薬物代謝系酵素の誘導を抑制すること、(2)ルテオリンがTCDDによる脂肪細胞の分化抑制をキャンセルすること、(3) 
ルテオリン、ケンフェロール、ならびにクルクミンが肝細胞や脂肪細胞に取り込まれてAhRを介した作用を調節するこ
と、 (4)カルコンがAhRの形質転換を抑制することを見出した。以上の結果から、AhRを介したTCDDの作用に対して、ポ
リフェノールは多面的に抑制作用を示すことが判った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the functions of polyphenols on an aryl 
hydrocarbon receptor (AhR)-dependent actions. We obtained following findings: (1) Luteolin, kaempferol, 
curcumin, and procyanidin suppressed TCDD (an AhR agonist)-induced expression of drug-metabolizing 
enzymes through inhibition of AhR transformation; (2) Luteolin canceled TCDD-inhibited adipocyte 
differentiation through suppression of AhR nuclear translocation; (3) Luteolin, kaempferol, and curcumin 
rapidly incorporated into hepatocytes and adipocytes as mainly an aglyconefom, and thereafter they 
modulated AhR-dependent actions; and (4) Chalcones such as cardamonin suppressed AhR transformation. 
These results indicate that certain polyphenols possess multi-functional suppressive effect against 
AhR-dependent actions for the toxicities of TCDD.

研究分野：食品科学
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１．研究開始当初の背景 
 アリール炭化水素受容体（AhR）は，核内
受容体のスーパーファミリーの一つであり，
ダイオキシン受容体とも言われているよう
にダイオキシン類の毒性発現にも深く関わ
る。一方で，この受容体は生命維持や発生段
階において必須な核内受容体型転写因子で
あるが，その生体調節機能の解明は充分では
ない。一方で，環境汚染物質であるダイオキ
シン類は外因性リガンドとして AhR に強く
結合し，情報伝達経路を活性化させ生体機能
に変調をきたすことが知られている。 
 AhR は細胞質でいくつかのタンパク質と
複合体を形成している。ダイオキシン類など
のリガンドが結合することで核内移行して，
パートナータンパク質を組み換えて ARNT
とヘテロ二量体となり転写因子として働く。
この一連の過程を AhR の「形質転換」とい
う。AhRの形質転換の結果，薬物代謝系酵素
などの様々なタンパク質の発現を誘導する
とともに，リン酸化シグナルを変化させるこ
とで脂質代謝異常に起因する消耗性症候群
を発症させる[1,2]。この過程はダイオキシン
毒性発現の初発段階であるとともに，AhRを
介した機能を解明する上で重要である。 
 これまでの研究の多くは，ダイオキシン類
による AhR の形質転換をはじめとする生化
学的変化の解明，ならびに AhR のリガンド
として生体調節機能を発揮する分子の探索
であった。その中で，我々を含む国内外の複
数の研究グループにおいて，植物性食品に含
まれるフラボノイドなどの食品因子が AhR
のリガンド候補物質として報告されている。
しかし，これらの食品因子が AhR を介した
生体調節機能にどのように影響を与えてい
るのか？また，食品因子の真の有効形態はど
れなのか？の詳細については不明である。 
 このような背景から，AhRを介した薬物代
謝系酵素の誘導と消耗性症候群に関わる脂
質代謝異常とに焦点を絞った研究を行い，こ
れらに対する食品因子の作用機構と真の有
効形態を明確にすることが重要であると着
想するに至った。これらの結果から，AhRが
有する本来の機能解明への手掛かりを得る
ことができると考えている。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景に記したように，われわれはフ
ラボノイドなどの食品因子が AhR のアンタ
ゴニストとして作用することを見出した。そ
こで本研究では，AhRを介した薬物代謝系酵
素の誘導と脂質代謝異常の発症に焦点を絞
り，フラボノイドなどの食品因子やそれを多
く含む食品組成物が AhR の生体調節機能に
対する作用の検証と作用機構解明を目的と
した。 
  
３．研究の方法 
 本研究では，食品因子や食品組成物による
AhRの生体調節機能を解明するために，次の

（１）～（４）についての研究を行った。 
（１）薬物代謝系酵素の誘導機構の解明  
 AhR を発現している培養肝細胞，
Hepa-1c1c7細胞やHepG2細胞に，ルテオリ
ン，ケンフェロール，クルクミンを様々な濃
度で作用させて薬物代謝第一相酵素である
CYP1A1 や NQO1，第二相酵素である GST
などについて，遺伝子レベルとタンパク質レ
ベルの発現量を解析した。これらの発現解析
は，2,3,7,8-TCDDの有無で行い，AhR-XRE
経路を介した薬物代謝酵素発現に対する食
品因子の作用を確認した。 
 ポリフェノールには，Nrf2-ARE経路を介
した薬物代謝第二相酵素を誘導するものが
あり，一方で， AhRが Nrf2の発現調節に関
わる可能性が報告されている。そこで，
2,3,7,8-TCDD に加えて，Nrf2-ARE 経路の
活性化剤である tert-BHQを用いて第二相酵
素の発現量を検討した。 
（２）脂質代謝異常の改善効果の解明 
 消耗性症候群では，ダイオキシン毒性の一
つであり，脂肪組織の委縮を伴う体重減少が
起こり，ひいては遅延性致死に至る。われわ
れは，動物実験と培養細胞実験により消耗性
症候群は，脂肪組織と肝臓における脂質代謝
異常を原因として糖尿病病態と類似の症状
を呈することを明らかにしている。 
 そこで， 3T3-L1 脂肪細胞を用いて
2,3,7,8-TCDD を作用させることで，消耗性
症候群のモデルを構築し，脂肪蓄積の減少を
抑制できる食品因子を探索した。有効性を示
したルテオリンについて，転写因子である
PPARγ や C/EBPα を指標とし，これらの発
現量変動に対する作用を調べた。 
（３）細胞内動態解析  
 食品因子の細胞内動態については，培養肝
細胞に直接作用させたときの細胞内への取
り込みを調べた。食品因子を細胞から酢酸エ
チルで抽出し，アグリコン量だけでなくグロ
クロニダーゼとスルファターゼ処理するこ
とで抱合体量も分析した。また，より生体に
近い条件を模倣するため，腸管細胞様に分化
させた Caco-2 細胞を用いた腸管透過モデル
を構築し，食品因子の動態と透過液を肝細胞
に作用させて，薬物代謝酵素の誘導を調べた。 
（４）カルコンの AhR形質転換抑制効果 
 カルコンをHepa 1c1c7細胞に作用させた
後に2,3,7,8-TCDDを処理してAhRの形質転
換抑制効果と薬物代謝第一相酵素 CYP1A1
のタンパク質レベルでの発現量を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）薬物代謝系酵素の誘導機構の解明 
①ルテオリンの効果 
 ヒト肝細胞株である HepG2 細胞に
2,3,7,8-TCDD を作用させて薬物代謝酵素の
発現誘導を確認したところ，薬物代謝第一相
酵素である CYP1A1 と NQO1，ならびに第
二相酵素である GSTP1 の発現が遺伝子およ
びタンパク質レベルで増加することを確認



した。また，AhRの阻害剤である CH-223191
は，これらの誘導をキャンセルしたことから，
2,3,7,8-TCDD による薬物代謝酵素の発現誘
導が AhRに依存していることも確認した。 
 そこで，ルテオリンを 2,3,7,8-TCDD の前
に 1時間作用させたところ，濃度依存的にこ
れらの酵素の遺伝子およびタンパク質の発
現を抑制することが明らかとなった。この抑
制効果は，マウス肝細胞である Hepa 1c1c7
細胞およびラット肝細胞である RL-34 細胞
でも認められたことから，ルテオリンは，種
差にかかわらず 2,3,7,8-TCDD が誘導する薬
物代謝の発現を抑制することが認められた。 
 次に，薬物代謝第二相酵素の誘導を調節す
る転写因子である Nrf2 の発現を調べたとこ
ろ，2,3,7,8-TCDD により誘導されるが，
Nrf2-ARE 経路の活性化剤である tert-BHQ
によっても誘導された。その結果，NQO1や
GSTP1は 2,3,7,8-TCDDあるいは tert-BHQ
のいずれによっても誘導され，Nrf2のsiRNA
処理によりこれらの誘導がキャンセルされ
た。そこで，ルテオリンの効果を調べたとこ
ろ，2,3,7,8-TCDD あるいは tert-BHQ によ
り誘導されるNrf2の発現を抑制した。また，
2,3,7,8-TCDD あるいは tert-BHQ による
Nrf2の核内移行を抑制することで，第二相薬
物代謝酵素の誘導を調節することが判った。
結果として，ルテオリンは，tert-BHQ が誘
導する NQO1, GSTP1, AKR1B10, AKR1C1
の遺伝子およびタンパク質レベルでの発現
誘導を濃度依存的抑制した。 
 以上のことから，ルテオリンは AhR のア
ンタゴニストとして作用することで，薬物代
謝第一相酵素，および第二相酵素の発現を調
節するだけでなく，Nrf2-ARE経路を介した
薬物代謝第二相酵素の発現も調節すること
が明らかとなった。 
②ケンフェロールの効果 
 ケンフェロールについても同様の実験を
実施した。その結果，ケンフェロールはルテ
オリンと同様に，2,3,7,8-TCDD が誘導する
第一相酵素および第二相酵素の発現を抑制
したとともに，tert-BHQ が誘導する第二相
酵素の発現も抑制した。 
ケンフェロールとルテオリンが同様の作
用を示したことから，共作用をさせたところ，
2,3,7,8-TCDD が 誘 導す る 第 一相 酵 素
CYP1A1 および第二相酵素 HO-1 の発現を，
それぞれのフラボノイド単独の場合よりも
強く抑制することが認められた。 
③クルクミンの効果 
 クルクミンについても薬物代謝酵素の発
現調節作用を調べた。その結果，クルクミン
は，ルテオリンやケンフェノールと同様に
2,3,7,8-TCDD が誘導する第一相酵素および
第二相酵素の発現を抑制した。しかし，興味
深いことに，tert-BHQ が誘導する第二相酵
素の発現は抑制しなかった。 
 クルクミンによる薬物代謝酵素の発現調
節効果について，合成誘導体を用いた研究か

ら，水酸基をメトキシ基に置換した化合物で
より強い効果が認められ，化合物の疎水性が
高くなると抑制効果が強くなることが判っ
た。このことは，疎水性の化合物に対する親
和性が高いという AhRの特性と一致する。 
④プロシアニジンの効果 
 AhR のアンタゴニストであるベンゾ(a)ピ
レンは，薬物代謝系第一相酵素により代謝活
性化されて発がん性のある代謝物に変換さ
れて DNA 損傷を起こすことが知られている。
また，この活性代謝物は GST により解毒代
謝されることも知られている。そこで，エピ
カテキンとそれが重合したプロシアニジン
を豊富に含んでいる黒大豆種皮抽出物を用
いて，ベンゾ(a)ピレンが誘導する DNA損傷
に対するの効果を動物実験と HepG2 細胞で
検証した。 
 まず，小核試験により，黒大豆種皮抽出物
とそれに含まれるエピカテキンやプロシア
ニジン二量体から四量体は，ベンゾ(a)ピレン
が HepG2 細胞に誘導する小核形成を有意に
抑制した。次に，黒大豆種皮抽出物はマウス
において，ベンゾ(a)ピレンが誘導する AhR
の形質転換と薬物代謝第一相酵素 CYP1A1
の発現を抑制した。この抑制効果は，HepG2
細胞でも認められた。プロシアニジンやエピ
カテキンもHepG2細胞でAhRの形質転換と
CYP1A1の発現を抑制し，その効果はエピカ
テキンよりもプロシアニジンの方が強かっ
た。また，GST の発現誘導を調べたところ，
黒大豆種皮抽出物はマウスでも HepG2 細胞
でも GST の発現を誘導した。黒大豆種皮抽
出物中のポリフェノール各化合物も HepG2
細胞においてGSTを有意に誘導し，やはり，
その効果はエピカテキンよりもプロシアニ
ジンの方が強かった。 
 以上のことから，プロシアニジンやそれを
多く含む食品素材は，AhRアゴニストの作用
を軽減し，その効果には薬物代謝酵素の発現
調節が関与していることが判った。 
（２）脂質代謝異常の改善効果の解明 
 消耗性症候群モデルを構築するにあたり，
3T3-L1 細胞を前駆脂肪細胞から成熟脂肪細
胞に分化させる過程での AhR の発現量を調
べたところ，分化前の細胞では AhR の発現
が認められたが，分化 3日目以降では発現が
減少し検出できなかった。分化初期の細胞を
用いて実験を行った。フラボノイド 13 種と
2,3,7,8-TCDD を前駆脂肪細胞に共作用させ
た後に，脂肪蓄積量を測定したところ，ルテ
オリンとエピガロカテキンガレートのみが
2,3,7,8-TCDD による脂肪蓄積の減少を有意
にキャンセルした。なお，ケンフェロールと
クルクミンは効果が認められなかった。 
 そこで，ルテオリンに着目してさらなる研
究を実施した。ルテオリンによる AhR のア
ンタゴニスト作用を調べたところ，
2,3,7,8-TCDDによるAhRの核内移行をルテ
オリンは濃度依存的に抑制した。次に，脂肪
細胞の分化に関わる転写因子の発現を調べ



た。ルテオリンは，2,3,7,8-TCDD により減
少した PPARγ と C/EBPα のタンパク質発
現量は，濃度依存的にキャンセルした。上流
にある C/EBPβと C/EBPδの発現量を調べ
たところ, 2,3,7,8-TCDD 単独ではこれらの
タンパク質発現量には変化がなかったが，ル
テオリンが共存するとこれらのタンパク質
発現量が増加した。そこで，ChIP アッセイ
により DNA への結合を調べたところ，
2,3,7,8-TCDD は C/EBPβ と C/EBPδ の
C/EBP結合領域への結合が減少するが，ル
テオリンはそれをキャンセルした。 
 以上のことから，消耗性症候群モデル細胞
において，2,3,7,8-TCDD による脂肪蓄積は
C/EBPβと C/EBPδの DNA結合の低下に
より，その下流の PPARγと C/EBPαの発
現量が減少するが，ルテオリンは AhRの核
内移行を抑制することで，この作用を抑制す
ることが明らかとなった。 
（３）細胞内動態解析 
① 肝細胞への食品因子の取り込み 
 ルテオリンを HepG2 細胞に 10 μM（20 
nmlos）作用させたところ，30 分後に 1.23 
nmolsがアグリコンとして検出された。しか
し，1 時間後以降にはアグリコンは検出され
なかった。同じ試料に脱抱合酵素処理をした
ところ，作用 30分後には 2.82 nmolsが検出
されたことから，1.59 nmolsの代謝物が存在
したことになる。また，作用 1時間後と 2時
間後には，それぞれ1.22 nmolsと 0.27 nmols
の代謝物が検出された。また，作用 4時間後
にはアグリコンだけでなく代謝物も消失し
ていた。  
 ケンフェロールについても同様の実験を
行った。HepG2細胞に 10 μM（20 nmlos）
のケンフェロールを作用させたところ，作用
30 分後と 1 時間後にアグリコンがそれぞれ
1.55 nmolsと 0.08 nmolsが検出された。な
お，作用 2時間後以降にはアグリコンは検出
されなかった。同じ試料に脱抱合酵素処理を
したところ，作用 30分後には 2.45 nmolsが，
1時間後にはやや増加して2.97 nmolsが検出
された。その後低下して，2時間後と 4時間
後にはそれぞれ 1.42 nmolsと 0.65 nmolsが
検出された。 
 そこで，次にルテオリンとケンフェロール
を 10 μMずつ共作用させて，取り込み量を測
定した。作用 30 分後と 1 時間後で，単独作
用時の約 2倍のケンフェロールが検出された。
このときルテオリンの検出量はほとんど変
化しなかった。すなわち，ルテオリンは，ケ
ンフェロールの細胞内への取り込みを促進
させることが明らかとなった。すなわち，
（１）で認められたケンフェロールとルテオ
リンの共作用による増強効果は，ケンフェロ
ールの細胞内への取り込み量が増加したこ
とに起因することが強く示唆された。 
 さらに，腸管細胞様に分化させた Caco-2
細胞に，20 μMのケンフェロールあるいはル
テオリンをそれぞれ単独で 2時間透過させた

ところ，それぞれのアグリコンとして 6.2 μM
あるいは 3.2 μM検出された。脱抱合処理を
行うと，それぞれ，7.5 μMあるいは 3.6 μM
検出された。すなわち，ケンフェロールはル
テオリンより腸管細胞を透過しやすく，37.
５％が透過することがわかった。また，同様
の方法でケンフェロールとルテオリンを 10 
μM ずつ共作用させたときには，透過量はア
グリコンとして 4.9 μMと 1.8 μMであり，脱
抱合処理を行うと，5.8 μMと 2.0 μMが検出
された。これらの結果から，腸管細胞におい
てもケンフェロールの方がルテオリンより
も透過されやすいことが明らかとなった。 
 クルクミンについても Hepa-1c1c7細胞を
用いて，取り込みを蛍光法で測定した。クル
クミンは体内動態が低いことが知られてい
るが，直接細胞に作用させた場合には，少な
いながらも 2-3％程度がアグリコンとして取
り込まれることが判った。 
 以上の結果から，ポリフェノールは肝細胞
では代謝されるが，主にアグリコンが AhR
の形質転換を介した作用調節に寄与するこ
とが示唆された。 
② 脂肪細胞への食品因子の取り込み 
 上記（２）の実験において，ルテオリンを
30 µMで 3T3-L1細胞に作用させたときの細
胞内への取り込みを調べた。その結果，ルテ
オリンは 30 分後に細胞内に取り込まれた量
が 93.8 µMに到達し，1時間後には 103 µM
に達し，2時間後から減少し始めて 93.2 µM
となったが，4時間後でも 65.2 µMが残存し
ていた。また，これらはアグリコンとして存
在しており，代謝物である抱合体は検出され
なかった。これらの結果から，ルテオリンは，
脂肪細胞内にアグリコンとして蓄積し，機能
発現に寄与したことが強く示唆された。 
（４）カルコンの AhR形質転換抑制効果 
 われわれのこれまでの研究により，フラボ
ノイドによる AhR の形質転換抑制効果は，
サブクラスに依存することが判っている。し
かし，フラボノイド生合成の前駆体であるカ
ルコンの効果は不明であった。そこで，カル
コンの AhR形質転換抑制効果を検証した。 
 その結果，カルダモニンをはじめとするい
くつかのカルコンが 2,3,7,8-TCDD による
AhRの形質転換を抑制した。構造活性相関を
解析したところ，カルコンの 2'位または 6'位
に水酸基，あるいはメトキシ基が抑制効果に
寄与しており，4'位に官能基がある場合には，
抑制効果が低下した。また， 2位の二重結合
が単結合になると抑制効果が弱まった。 
 カルダモニンを含む有効性を示したカル
コンの作用機構は，AhRにアンタゴニストと
して結合することで，TCDDが誘導する AhR
の核内移行を抑制するとともに，AhR と
Arntのリン酸化を抑制することで，これらか
らなるヘテロ二量体形成を抑制する。このた
め，AhR/Arnt ヘテロ二量体と DRE との結
合が低下し，転写因子としての作用が脆弱化
する。最終的には，CYP1A1 などの AhR に



より制御されているタンパク質の発現が低
下することが明らかとなった。 
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