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研究成果の概要（和文）：　ハーブサプリメント（HS）素材には安全性が不明確なものが多く、肝薬物代謝系へ
の作用を介して有害性を示すものが少なくない。本研究は、HSの安全性確保に向けたリスク評価法の構築を目的
とし、重篤な肝障害事例のあるカバ（Piper methysticum）をモデル物質として、CYP1A1を発現誘導する環境化
学物質様作用を酵素実験、細胞実験、動物実験により検証した。その結果、ハーブ成分には環境化学物質様の作
用を有するものがあり、さらに環境化学物質との相互作用にも注意を要することが明らかになった。本研究よ
り、環境化学物質様作用を指標としたリスク評価法の有用性および妥当性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The safety of herbal supplements (HS) remains uncertain, and their use 
occasionally bring adverse effects on the liver via hepatic drug-metabolizing system. We aimed to 
establish risk assessment methods to ensure safety of HS using kava (Piper methysticum) as a model 
substance of harmful products. In this study, we investigated the environmental chemical-like action
 inducing expression of CYP1A1 by analysis of interactions between herbal ingredients and CYP1A1, 
and measurement of enzyme activity and mRNA expression of CYP1A1 in vitro and in vivo. The results 
indicated that some herbal ingredients have actions similar to environmental chemical substances, 
and also attention must be paid to interaction between HS and environmental chemical substances. 
This study suggests the usefulness and validity of risk assessment methods based on environmental 
chemical-like action.

研究分野：栄養学、生活科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 最近、我が国では規制緩和の流れを受け、
いわゆる健康食品や保健機能食品などの制
度の見直しが行われている。一方で、近年の
健康ブームを背景にハーブサプリメントが
多々流通しているが、安全性の科学的根拠が
不明確なものが多い 1)。一般的にハーブサプ
リメント素材は抽出物を濃縮して利用され
ることが多い。植物の二次代謝産物は多様性
に富み、人々は古来よりその成分を医薬品な
どに利用してきた。しかしながら、その成分
は多成分系の脂溶性生体異物という特性を
持つものがあり、処理部位である肝臓を標的
とし、薬物代謝系への作用を介して有害性を
示すものが少なくないと推定された。 
 申請者らのグループはハーブサプリメン
トの安全性確保のためのリスク評価方法を
確立するために、実験動物肝における薬物代
謝酵素 cytochrome P450（CYP）の誘導を主な
指標としてカバ（Piper methysticum）2)、イ
チョウ葉 3)、コレウスフォルスコリ 4)等につ
いて検討してきた。カバに関しては、不安障
害への有効性が報告 5)されている一方、死亡
を含む重篤な肝障害事例がドイツを中心に
多数発生した経緯があった。カバ摂取にとも
なう肝障害の発症機序は解明されていない。 
 申請者らの研究グループは、一日摂取目安
量の 100 倍量（体重 1 kg 当たり）のカバ製
品投与ラットにおいて、肝重量の著しい増大
とともに、CYP1A1 遺伝子発現の極めて強い
亢進を他者に先駆けて見出した 2)。肝におけ
るCYP1A1 遺伝子の発現は、強力なCYP1A1 誘
導作用を持つダイオキシン（TCDD）やベンゾ
[a]ピレン（B[a]P）等の環境化学物質への曝
露の鋭敏な指標とされている。また、B[a]P
は CYP1A1 による代謝活性化をうけて発がん
性を獲得する。 
 申請者らの実験では、ハーブサプリメント
製品を一日摂取目安量の 100 倍量投与して
いる。これは、食品添加物等の一日摂取許容
量（ADI）は、毒性試験に基づく無毒性量
（NOAEL）を不確実係数（通常 100）で割って
算出することに立脚している。したがって、
食品添加物の安全性確保の考え方を参考と
し、また CYP1A1 遺伝子の極めて強い発現亢
進を有害事象と捉えれば、カバ製品の一日摂
取目安量は ADI すなわち“生涯にわたり毎日
摂取し続けても影響が出ないと考えられる
一日当たりの量”を超えていると考えられる。
また、カバは環境化学物質と類似の作用を持
つという仮説も成り立つ。 
 そこで本研究は、ハーブサプリメントのリ
スク評価法を確立し、ハーブ素材の安全性確
保に寄与することを目的とし、環境化学物質
様の作用を指標とするハーブサプリメント
素材のリスク評価法のアルゴリズムの構築
をめざした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ハーブサプリメント素材

のモデルとして重篤な肝障害事例のあるカ
バを用い、環境化学物質様作用を指標とする
ハーブサプリメント のリスク評価法のアル
ゴリズムを構築することである。本課題はそ
の達成に向け、まずはカバ成分が環境化学物
質様作用を有するかどうかを検証し、さらに、
同様の作用を検出・解析するための多面的手
法（食品添加物の安全性評価を参考にした動
物実験、CYP1A1 による分子認識の調査（酵
素実験）、ヒト肝細胞に対する影響の調査（細
胞実験））を開発・検討し、同作用の機構を
明らかにすることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 カバの主要成分であるカバラクトンをモ
デル物質に取り上げ、カバが有する環境化学
物質様作用の検証および検出・解析を多面的
に行った。 
 
【実験 1】CYP1A1 酵素タンパク質によるカバ
ラクトンの分子認識 
 
1）試薬 
 リコンビナントヒト CYP1A1 reductase 含
有ミクロソーム（Sigma Aldrich）を用いた。
CYP 酵素活性の測定には、蛍光源基質として
7-ethoxyresorufin（ER）（Sigma Aldrich）
を用いた。カバの主要成分であるカバラクト
ンはカワイン、メチスチシン、ヤンゴニン、
ジヒドロキシカワイン、ジヒドロキシメチス
チシン、デスメトキシヤンゴニン（DMY）
（ChromaDex Co．）を用いた。 
 
2）CYP1A1 酵素活性の測定 
 リコンビナントヒト CYP1A1 酵素活性は、
Kennedy らの方法 6)を改変した蛍光レートア
ッ セ イ 法 に よ り 、 ethoxyresorufin 
O-deethylase（EROD）活性として測定した。 
 CYP1A1 とカバラクトンの相互作用を検討
するために、Km 値に相当する基質濃度におけ
る酵素活性を 100%とし、これに対するカバラ
クトンの影響を調べた。6 種のカバラクトン
のうち CYP1A1 に対する阻害作用が認められ
たものについてはその阻害様式を調べた。阻
害 様 式 の 分 析 に は GraphPad Prism 5
（GraphPad Software Inc．）を用いた。 
 
3）高速液体クロマトグラフィー（HPLC） 
 DMYをリコンビナントヒトCYP1A1で処理し
た反応液を HPLC（NANOSPACE SI-1、（株）資
生堂）により分析した。 
 
【実験 2】肝癌由来培養細胞における CYP1A1
の遺伝子発現に対するカバラクトンと環境
化学物質の相互作用 
 
1） 試薬 
 カバラクトンはカワイン、メチスチシン、
ヤンゴニン、ジヒドロキシカワイン、ジヒド
ロキシメチスチシン、DMY（ChromaDex Co．）



を用い、環境化学物質として B[a]P（東京化
成工業）を使用した。また、B[a]P の CYP1A1
誘導作用を相殺することが報告されている
レスベラトロール（RVT）を対照物質として
使用した。 
 CYP 酵素活性の測定には、蛍光源基質とし
て 7-ethoxyresorufin（ER）（Sigma Aldrich）
を用いた。タンパク質量測定ではアミノ基蛍
光ラベル化するためにフルオレスカミン（和
光純薬工業（株））を用いた。                                                                                                                             
  
2）細胞培養 
 ヒト肝癌由来培養細胞HepG2は独立行政法
人理化学研究所バイオリソースセンターよ
り入手した（Cell No． RCB1648）。培養は 5% 
CO2、37℃の条件下で行った。培地は、1 g/L
グルコース、100 U/ml ペニシリン、100 mg /ml
ストレプトマイシン、10% FBS を含む DMEM
（Gibco、 Thermo Fisher Scientific）を使
用した。 
 実験は 24 well または 96 well 培養プレー
トを用いて行った。HepG2の培養培地中に100 
nM カバラクトンまたは 100 nM B[a]P を加え
6 時間培養した。24 well 培養プレートの細
胞は回収した後 total RNA を抽出し、遺伝子
発現解析の試料とした。96 well 培養プレー
トの細胞は CYP1A1 酵素活性測定およびタン
パク質量測定用試料として用いた。 
  
3）測定項目および測定方法 
 カバラクトンおよび B[a]P の HepG2 遺伝子
発現に対する影響は realtime RT-PCR 法によ
り 解析した。 CYP1A1 、 arylhydrocarbon 
receptor（AhR）、AhR repressor（AhRR）、 
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
（GAPDH）mRNA 発現量の測定は One Step SYBR 
RT-PCR Kit（タカラバイオ）を使用し、Mx3000p
リアルタイム PCR システム（アジレント・テ
クノロジー株式会社）を用いた。 
 CYP1A1 酵素活性は EROD 活性 7)として測定
し、たんぱく質量は蛍光法 8)により測定した。 
 データは一元配置分散分析ののち下位検
定を実施し、いずれも 5%未満を有意水準とし
た。 
 
【実験 3】実験動物肝における CYP1A1 の遺伝
子発現に対するカバラクトンの影響 
 
1）実験動物 
 実験動物は 7週齢の ICR 雄性マウス（東京
実験動物）を用い、標準飼料 AIN93G および
飲料水は自由摂取させた。2 日間の予備飼育
の後、①CONT 群（n＝5）、②DMY（10）投与群
（n＝5）、③DMY（100）投与群（n＝3）に分
けた。 
 DMY（100）は、カバ製品に含有する DMY 相
当量に換算して 1日摂取目安量の 100倍量を
PEG400 に懸濁させ、7.5 mg/mL の濃度で 1日
1回、8日間連続で 200 µL/30 g BW となるよ
うに胃内投与した。DMY（10）は 1/10 希釈し

て投与した。飼育最終日の前日より絶食させ、
解剖した。 
 本実験は十文字学園女子大学動物実験委
員会の承認を得て、同委員会のガイドライン
を遵守して実施した。 
 
2）測定項目および測定方法 
 マウス肝臓は摘出後速やかに total RNA 抽
出用の試料と肝臓ミクロソーム調製用試料
を採取した。CYP 分子種の酵素活性測定用試
料として用いた。 
 マウス肝におけるCYP分子種の遺伝子発現
に対する影響は realtime RT-PCR 法により解
析した。CYP1A1、CYP1A2、GAPDH mRNA 発現量
の測定は One Step SYBR RT-PCR Kit（タカラ
バイオ）を使用し、Mx3000p リアルタイム PCR
システム（アジレント・テクノロジー(株)）
を用いた。 
 マウス肝ミクロソーム画分の CYP1A1 酵素
活性は、Kennedy らの方法 6)を改変した蛍光
レートアッセイ法により、EROD 活性として測
定した。肝ミクロソーム画分のタンパク質量
測定は、BCA Protein Assay Kit（Pierce）
を使用した。 
 データは一元配置分散分析ののち下位検
定を実施し、いずれも 5%未満を有意水準とし
た。 
 
４．研究成果 
 
【実験 1】CYP1A1 酵素タンパク質によるカバ
ラクトンの分子認識 
 
 6種のカバラクトンのうちCYP1A1に対する
阻害作用を示すものは、B[a]P 型の環境化学
物質様の作用をもつ可能性があるという仮
説を立て、実験的に阻害強度および様式を調
べた。その結果、カバラクトンのうち DMY と
ヤンゴニンは CYP1A1 活性を強く阻害し、そ
の阻害の様式は競合阻害であることが示唆
された。これより、両者は CYP1A1 の基質結
合部位に強く結合する可能性が推定された。
さらに、DMY あるいはヤンゴニンと CYP1A1 の
反応液をHPLCで分析した結果、両者がCYP1A1
の基質となることが明らかになった。 
 以上の結果は、DMY とヤンゴニンが B[a]P
と同様に CYP1A1 酵素に分子認識されること
を示唆している。 
 
【実験 2】肝癌由来培養細胞における CYP1A1
の遺伝子発現に対するカバラクトンと環境
化学物質の相互作用 
 
 ヒト肝癌由来培養細胞HepG2を用いた実験
では、まず、カバラクトンによる CYP1A1 mRNA
発現誘導作用について検証した。培養開始後
6 時間において DMY、ヤンゴニン、メチスチ
シンに弱いながらも有意な CYP1A1 mRNA 発現
誘導作用が確認された。これは実験 1酵素実
験の結果と一致した。 



 次に、カバラクトンあるいは RVT と B[a]P
の共培養における相互作用を調べた。RVT は
B[a]P の CYP1A1 mRNA 発現誘導作用を阻害す
るのに対し、カバラクトンのうちDMYはB[a]P
により発現誘導された CYP1A1 mRNA を長時間
にわたり高レベルに維持させることが明ら
かになった。CYP1A1 酵素活性に対しても同様
の傾向が確認された。また、DMY と B[a]P の
共培養により、CYP1A1 の発現を制御する AhR
シグナル伝達系転写因子の遺伝子発現に影
響を及ぼすことが示唆された。 
 これらの結果より、カバラクトンのうち
DMY は環境化学物質様の作用を有し、B[a]P
との相互作用にも注意を要することが示さ
れた。 
  
【実験 3】実験動物肝における CYP1A1 の遺
伝子発現に対するカバラクトンの影響 
 
 実験１でリコンビナントヒトCYP1A1とDMY
が強い相互作用を示し、実験2においてもDMY
の HepG2 細胞に対する CYP1A1 mRNA 発現誘導
が認められたため、ICR マウス（雄）7 週齢
に、カバ製品に含有する DMY 相当量に換算し
て 1日摂取目安量の 100倍量を胃内投与した。
その結果、ラットにおける同様の実験で、カ
バ製品投与によって生じた肝肥大および
CYP1A1 の誘導は、DMY 単独成分のマウスへの
投与では肝肥大および CYP1A1 の誘導は生じ
なかった。CYP1A1 を誘導する成分は、DMY で
はない、あるいは DMY 単独ではない可能性が
推定された。今後、DMY と他のカバラクトン
や環境化学物質等との相互作用や実験動物
の種差についても検討したい。 
 
 申請者らの提案する環境化学物質様作用
を指標とするハーブ素材のリスク評価法は、
①B[a]P 型:AhR を介して CYP1A1 遺伝子発現
を亢進させ、CYP1A1 酵素タンパク質により分
子認識され、かつその基質となるもの、②
TCDD 型：AhR を介して CYP1A1 遺伝子発現を
亢進させるが、CYP1A1 酵素タンパク質により
分子認識されないもの、③その他の型：AhR
を介さずに CYP1A1 の遺伝子発現を亢進させ
るものとして分類する。このような整理に基
づき、本実験結果をあてはめると、カバラク
トンのうちDMYの環境化学物質様の作用は①
B[a]P 型であると評価された。しかしながら、
マウスを用いた動物実験（実験 3）では酵素
実験およびヒト培養肝細胞を用いた細胞実
験の結果と一致しなかった。これより、今後
の課題として本リスク評価法の評価項目に
「種差」および「環境化学物質との相互作用」
も検討が必要であると考えられた。 
 本研究では、重篤な肝障害事例のあるカバ
をモデル物質として、ハーブ成分の環境化学
物質様作用を多面的な手法により検証した。
その結果、ハーブ成分には CYP1A1 酵素に分
子認識される環境化学物質様の作用を有す
るものがあること、また、B[a]P のような環

境化学物質との相互作用にも注意を要する
ことが示され、本リスク評価法の有用性と妥
当性を立証するエビデンスを得ることがで
きた。この成果を活用して構築するリスク評
価法は、ハーブサプリメント摂取による健康
被害の未然防止のために寄与すると考えら
れる。 
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