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研究成果の概要（和文）：食品中の変異・発がん物質であるアクリルアミド(AA)を糖尿病モデ

ルラットに摂取させたところ、正常ラットに比べ遺伝毒性が増強する傾向が確認できた。その

要因として、糖尿病モデルラットにおける薬物代謝酵素 CYP2E1の活性が増強し、それにより

AA がより遺伝毒性の強いグリシダミドに代謝活性化されることが示唆された。また、アクリ

ルアミドの遺伝毒性に対して緑茶およびワサビ抽出物が強い抑制効果を示すことが確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Genotocicities of acrylamide, which is a mutagen/carcinogen 
contained in foodstuffs, was increased in diabetic rats compared with those in normal rats. 
The activity of CYP2E1, known as a drug-metabolizing enzyme, in diabetic rats was 
stronger than that in normal rats. Therefore, AA was metabolic-activated to glycidamide by 
CYP2E1 in diabetic status. And green tea and Wasabi extracts showed the inhibitory 
effects against the genotocities of AA. 
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１． 研究開始当初の背景 

現在、がん (悪性新生物) 、心疾患、脳血
管疾患が 3大死因に挙げられており、特にが
んによる死亡率は昭和 55 年以降、日本人の
死因の第 1位を占めるようになっている。し
たがって、がんの予防はヒトが健康な生活を
営む上で極めて重要な課題となっている。発
がん要因には主に、①自然に生じる DNA 複
製エラー、②発がん物質 (細胞障害性・炎症
性)、③放射線 (紫外線を含む)、④発がん物
質 (DNA 直接傷害性)、⑤ウィルス起源がん

遺伝子の導入が考えられているが、実際には
主として外因性の環境中化学物質によるも
のが多く、日常食品や飲料水中に含まれる発
がん物質が重要な発症因子である。1996 年
にハーバード大学のがん予防センターから
発表されたアメリカ人のがん死亡要因は、喫
煙 (30%)、食事 (30%)、運動不足 (5%)、飲
酒 (3%) であり、全体の 68%が生活習慣に関
与するものである。食品中には植物の構成成
分、加熱や調理過程等で生成される物質、さ
らに食品添加物や農薬、動物用医薬品、かび
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毒、容器類からの溶出物、土壌や飲料水中の
成分など多種多様な物質が含まれており、こ
れらの中に発がん物質が存在している可能
性は否定できない。食品中の遺伝毒性物質と
して注目されているものとして、ジャガイモ
などアスパラギンと炭水化物を多く含む食
品をフライなど高温で加熱調理した場合に
生成するアクリルアミド (AA) がある。動物
実験において、AA は染色体異常誘発能、発
がん性、生殖毒性、神経毒性を示すことが確
認されており、国際がん研究機関 (IARC) で
は、2A「人におそらく発がん性があるもの」
に分類されている。AA はラットの乳腺、精
巣、甲状腺、子宮などに対し、発がん標的性
がある。 
 吸入、経皮、経口により摂取された AAは
速やかに吸収され、各臓器へ分布するが、吸
収された AAは、グルタチオン抱合により N
－アセチル－S－(2－カルバモイルエチル) 
システインとなり、尿中に排泄される。また
は薬物代謝酵素である CYP2E1 により酸化
されて、エポキシド体のグリシダミド (GA) 
となる。AA の代謝産物である GA は Ames
試験においても陽性であり、その変異原性は
AAよりも強い。GAは in vitro 及び in vivo 
において DNA と付加体を形成することが報
告され、さらにラットやマウスに AAを経口
投与した場合、肝臓などで GA－DNA付加体
が観察されることから、現在では、AA 摂取
による遺伝毒性は、主に GAによるものと考
えられ、GA の生成に重要な役割を担う薬物
代謝酵素がシトクロム P450 2E1 (CYP2E1) 
である。CYP2E1をはじめとする薬物代謝酵
素の活性は不変ではなく、種差、系統差、年
齢差、性差、疾患の有無等の内的要因ととも
に、食事、飲酒、喫煙、薬物等の外的要因に
よっても大きな影響を受ける。近年その罹患
者の増加が世界的な問題となっている糖尿
病においても、CYP2E1活性が高まる可能性
が指摘されている。これまで、AA それ自身
の毒性についての報告は数多く存在するが、
AA とその毒性発現に関与する因子を組み合
わせた複合的な毒性を評価した報告はほと
んどない。それ故、日常生活における AAの
発がんリスクを考える場合、AA の遺伝毒性
に及ぼす CYP2E1 誘導因子の影響を調べる
必要がある。疫学調査により、糖尿病罹患者
のがん発症率の増加が報告されていること
から、これらの要因には、食事に含まれる発
がん物質が関与している可能性が充分に考
えられる。そこで本研究では糖尿病発症時お
けるがん誘発メカニズムを解明することを
目的とし、糖尿病発症時にける食品中発がん
物質である AAの遺伝毒性の変動を検討した。
また、静岡県地場産品である緑茶およびわさ
び抽出物の AA誘導遺伝毒性に対する抑制効
果についても検討を行った。 

 
２．研究の目的 
 2002年、炭水化物を多く含む食品を焼く、
揚げる等の高温調理することで、高濃度の
AAが生成することが報告され、AAは食品成
分であるアスパラギン等のアミノ酸と還元
糖によるメイラード反応を経由して生成す
ることが明らかになった。ヒト生体内におけ
る AAの代謝経路としてはグルタチオンとの
直接抱合、またはグルタチオン-S-トランスフ
ェラーゼ（GST）の作用を受けることでメル
カプツール酸誘導体に代謝され、尿中に排泄
される。別の経路としては、酸化されエポキ
シ体である GAへ変換される経路がある。GA
は小核試験、コメットアッセイ、不定期 DNA
合成（UDS）試験、遺伝子突然変異試験等に
おいて AAよりも強い毒性を示し、また DNA
に対する反応性も強く、付加体を形成する。
AAから GAへの変換には CYP2E1が必須で
あるが、その発現は食事、飲酒、喫煙、薬物
等の外的要因により影響を受けることから、
CYP2E1活性を増強する因子によるAAの毒
性変動を影響を調べることは重要である。 
 近年、内臓脂肪型肥満により、さまざまな
病気が引き起こされる『メタボリックシンド
ローム』患者が増え、大きな社会問題となっ
ている。この状態が続くと糖尿病、脳血管疾
患 (脳出血、脳梗塞等)、虚血性心疾患 (狭心
症、心筋梗塞) などの生活習慣病が発症し、
ますます生活習慣病患者が増加する可能性
がある。生活習慣病の一つである糖尿病患者
は急増しており、糖尿病を放置すると網膜
症・腎症・神経障害などの合併症を引き起こ
し、また、脳卒中、虚血性心疾患などの心血
管疾患の発症、進展を促進することから、そ
の対策は世界的にも重要な課題である。最近、
津金らは生活習慣病などのリスク要因を調
査し、長期追跡調査において、糖尿病とがん
発症との間に有意な相関があることを明ら
かにした。この調査では糖尿病にかかると非
糖尿病患者と比べてがん発症率が 20～30% 
高くなる傾向があると報告されており、糖尿
病罹患と肝臓がん・膵臓がんとの関連も指摘
されている。しかし、糖尿病とがん発症の明
確な因果関係はまだ解明されていない。 

これまでに糖尿病により CYP の発現が変
化することが知られており、糖尿病モデルラ
ットにおける主要な CYP の発現を検討した
報告によると、ラット肝臓中の CYP1A2、
CYP1B1、CYP2E1の発現量は上昇している。  

このように AAは糖尿病において発現及び
活 性 が 増 強 さ れ る と 考 え ら れ て い る
CYP2E1により強力な発がん物質である GA
に代謝活性化されると考えられることから、
糖尿病罹患者の発がん率の増加に AAをはじ
めとする食品由来の発がん物質の毒性変動
が関与していることが示唆される。したがっ



 

 

て、糖尿病罹患者の食事の作製や医薬品開発
において、このような CYP の発現変動を考
慮する必要があると考えられる。 

そこで本研究では糖尿病状態における AA
の DNA 損傷性と小核誘発能の変動と AA の
活性化やGAの解毒に関わるCYP2E1発現及
び活性、AAの主要な解毒酵素である GSTの
活性、GST の補因子である肝臓中の GSH、
酸化ストレスへの曝露指標である GSSG 量、
さらに血中の AA濃度を調べた。 

一方、静岡県の特産物で知られている緑茶
やわさびには、発がん抑制作用、抗腫瘍作用、
突然変異抑制作用、活性酸素消去作用、抗酸
化作用、血中コレステロール低下作用、血圧
上昇抑制作用など、多くの機能性を示すこと
が知られている。さらに、緑茶及びわさびの
機能の一つとして、薬物代謝酵素シトクロー
ム P450 による代謝活性化の抑制が報告され
ている。したがって静岡県地場産品である緑
茶やワサビ等が AAの生成や毒性発現に対し、
抑制効果を示すことが考えられる。そこで
AA の遺伝毒性や生成に対する緑茶およびわ
さび抽出物の抑制効果についても検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)糖尿病発症時おけるAAの遺伝毒性の変動 

ストレプトゾトシンを Wistar ラット(8 週
齢、♂)尾静脈に投与し、糖尿病を誘発させた。
誘発4週間後にAA(10mg/kg BW)を強制経口
投与した。投与 24 時間後に採血および肝臓
の摘出を行った。小核試験では、採取した血
液をスライドガラスにのせ、直ちにカバーガ
ラスをかぶせ均一に広げ、固定した。作製し
た標本を 4℃で 1 晩静置した後、蛍光顕微鏡
(Blue励起)を用いて、赤色の蛍光を発する幼
若な網赤血球 1000 個につき、緑色の蛍光を
発する小核を有する幼若赤血球の数を計測
した。また、コメットアッセイでは、血液を
等量の 30 mM EDTA-0.9% KCl溶液で希釈
し、試料とした。さらに、摘出した肝臓を切
り取り、30 mM EDTA-0.9% KCl溶液を加え、
ホモジナイズした後、上清を試料とした。
0.7％寒天溶液でプレコートしたスライドガ
ラス上に細胞試料と 1.4％アガー溶液を 1：1
で混合した細胞混濁液 65μlを滴下し、アガ
ーを広げて静置した。固化後、1.4％アガー溶
液とPBS-を 1：1で混合した混合液を滴下し、
同様にアガーを広げて静置した後、標本とし
た。Lysing solution中に細胞標本を浸し、氷
上で 1時間以上静置し、水平型電気泳動槽に
標本を並べ、、細胞 DNA の unwinding とア
ルカリ不安定性部位発現のために 10 分間静
置した。電気泳動後、アルカリ分を中和用緩
衝液で中和し、100％エタノールで完全に脱
水した。ethidium bromide 溶液を滴下し、
カバーガラスをかけて、画像解析装置
（Comet Analyzer、 YOU WORKS ）を取

り付けた蛍光顕微鏡（Nikon）を用いて G励
起で観察した。スライド 1枚につき、細胞 50
個をカウントし、Tail moment とTail length
を求めた。 
 糖尿病ラット肝臓における CYP2E1 活性
測定にはクロルゾキサゾン法を用いた。0.5M
リン酸カリウム緩衝液、クロルゾキサゾン溶
液、肝ミクロソームを混合し、37℃、2 分間
インキュベートした。NADPH生成系を添加
し、37℃で 5分間インキュベートした。イン
キュベート後、氷冷アセトニトリルを添加し、
反応を止めた。 7-水酸化クマリンを添加し、
5分間遠心し、上清をHPLC分析の試料とし、
生成した 7‐水酸化クマリンを定量した。7
‐水酸化クマリン量を反応時間・蛋白量で除
して、CYP2E1活性を求めた。 
 
(2)静岡県地場産品のAA誘導遺伝毒性に対す
る抑制効果 
Wistar ラットを 1 週間馴化させた後、AA

または AA＋緑茶及びわさび抽出物を経口投
与した。また、陰性対照（control）として
MilliQ 水、陽性対照には MMC を投与した。
AA及び緑茶抽出物投与24時間後に尾静脈よ
り血液を採取し、スライドガラスにのせ、直
ちにカバーガラス(MATSUNAMI)をかぶせ
均一に広げ、固定した。作製した標本を 4℃
で 1晩静置した後、蛍光顕微鏡(Blue励起)を
用いて、赤色の蛍光を発する幼若な網赤血球
1000 個につき、緑色の蛍光を発する小核を
有する幼若赤血球の数を計測した。また、骨
髄においては、試料投与 24時間後にと殺し、
左右の大腿骨を取り出し、牛胎児血清で骨髄
を勢いよくエッペンチューブ洗い出した。遠
沈後、沈澱：上澄み＝1：1になるよう上澄み
を除去し、残った血清と沈澱を単一細胞浮遊
液になるまでピペッティングした。スライド
ガラスに細胞浮遊液を滴下し、血球計算盤用
の厚手のカバーガラスを用いて塗布した。次
いで 70%エタノールに 10 分間漬け、固定し
た。作製した標本を常温で一晩乾燥させた後、
0.0025%AO 溶液を滴下し、直ちにカバーガ
ラスをかけた。蛍光顕微鏡(Blue励起)を用い
て、赤色の蛍光を発する幼若な網赤血球 1000
個について、緑色の蛍光を発する小核を有す
る幼若赤血球の数を計測した。 
 
４．研究成果 
(1)糖尿病発症時におけAAの遺伝毒性の変動 

糖尿病発症時における AAによる染色体異
常誘発能を末梢血を用いた小核試験で検定
した。糖尿病ラットの AA投与群においては
正常群、正常群+AA投与群及び糖尿病群に比
較して有意な増加がみられた。肝臓における
DNA 損傷性をコメットアッセイで検定した
ところ、糖尿病ラットの AA投与群において
は正常群、正常群+AA投与群及び糖尿病群に



 

 

比較して有意な上昇がみられた(Fig.1)。糖尿
病発症における CYP2E1 活性の変動をクロ
ルゾキサゾンを用いて検定した。対照群に比
較して、糖尿病群では有意な CYP2E1活性の
上昇が見られた。また、CYP2E1 の発現を
PCRを用いて確認したところ、糖尿病群では
正常群に比べて有意な発現が確認できた。 

 
(2)静岡県地場産品のAA誘導遺伝毒性に対す
る抑制効果 
Wistar ラットを 1 週間馴化させた後、AA

または AA＋緑茶及びわさび抽出物を経口投
与し、小核試験及びコメットアッセイを用い
て AA誘導遺伝毒性に対する抑制効果を検討
した。その結果、AA 投与群の小核誘発頻度
は control 群に比べ有意に上昇したが、緑茶
及びわさび抽出物を 50mg/kg BW で投与し
た場合、小核誘発頻度は AA投与群に比べ有
意に減少した(Fig.2)。また、20mg/kg BW投
与群では小核誘発頻度が減少する傾向が見
られた。また、骨髄における AAの小核誘発
頻度に対する抑制効果を調べたところ、20
及び 50mg/kg BW 投与群の小核誘発頻度は
AA投与群に比べ、有意に減少した。 
AA 誘導 DNA 損傷における緑茶及びわさ

び抽出物の抑制効果をコメットアッセイを
用いて検定したところ、緑茶及びわさび抽出
物は肝臓、骨髄及び血液における DNA 損傷
性を抑制することが明らかになった。 
 
以上の結果より、 
(1)糖尿病発時では、生体内において薬物代謝
酵素である CYP2E1 の活性が増強すること
から、AA が代謝活性化を受け、より毒性の
強い GA に変化することが明らかになった。 
すると、AAの生成量は減少した。 
(2)ラットにAAと緑茶またはわさび抽出物を
同時に摂取させると、AA 誘導小核誘発能及

び DNA 損傷性が有意に減少した。それ故、
緑茶及びわさびには AAが誘導する遺伝毒性
に対して抑制効果を示す成分が含有してい
ることが明らかとなった。 
 

現在、食品中で生成及び混在している AA
のヒトに対する安全性が大きな問題となっ
ている。本研究成果より、糖尿病患者に AA
を含有するような食品を摂取させた場合、遺
伝毒性が増強されることが明らかになった
ことから、糖尿病患者用の食事には CYP2E1
により毒性が発現する化学物質が含有しな
いように注意が必要である。また、AA が含
有されるような食品を摂取した場合には、緑
茶やわさびなどの他の食品成分・素材を同時
に摂取して、その遺伝毒性を抑制することが
重要である。また、ポテトチップやフライド
ポテト生産時における加熱処理過程におい
て、緑茶やわさび抽出物を添加するなど、加
工処理技術にも有効であること明らかにな
った。 
これらの知見は、AA の毒性は、ヒトの健康
状態に影響され、また AAの毒性に対して他
の食品素材の有効性明らかにしたものであ
り、これまでにこのような成果を出した研究
報告はない。また、今回の成果では、食品加
工技術分野においても、新たな有益な情報を
提案している。したがって、今後他の食品中
化学物質の安全性評価や食品加工分野で更
なる発展が期待できると思われる。 
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