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抄　　　録

　近年、環境汚染物質の増加に伴い、様々な疾患が増加し、重篤化しているのではな

いかと考えられている。そこで、これらの作用を抑制するような物質の探索を試みた。

本研究では、緑茶、べにふうき、松葉に注目した。これまで多環芳香族炭化水素（PAHs）

の１つである benz[a]anthracene（BaA）、及びその塩素置換体 ClBaA が、乳がん細

胞 MCF-7 を増殖させる作用があることを報告したが、これらと植物葉を複合曝露し

た。BaA と ClBaA は、濃度依存的に細胞増殖能を高めたが、緑茶とべにふうきの原

液の添加により、細胞死が起こった。10 倍希釈では、増殖能を抑制する傾向が認め

られた。松葉の原液では、増殖能が大きく低下したが、細胞死を起こさなかった。ま

た、BaA と松葉の組み合わせで、遺伝子発現レベルを解析した。pS2、CYP1A1、

IL-6 に関して、松葉自体は発現レベルを上昇させないが、BaA による 3 遺伝子の発

現上昇を抑制した。従って、松葉には BaA の作用を遺伝子レベルで抑える効果があ

ることが考えられた。
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１．研究の背景

　環境中には、人間の生産活動により、様々な化学物質が排出され、環境汚染が問題

となっている。これらには、人体に有害な影響を与えるものもあり、近年こういった

環境汚染物質により、様々な疾患が増加し、重篤化しているのではないかと考えられ

ている。

　これまで、環境中で検出されるエストロジェン類や多環芳香族炭化水素（PAHs）、

及びその二次副生成物であるハロゲン置換体について、それらの合成試料などを用い

て、エストロジェン様作用があるかどうかを中心に調べてきた（1-6）。PAHs は、ダ

イオキシン類と同様、様々な燃焼過程で生成され、環境中に排出されている。PAHs

は体内に吸収後、細胞内で芳香族炭化水素受容体（AhR）と結合してシトクローム
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P450（CYP）1A1 や 1B1 等の薬物代謝酵素を誘導し、発がん性、変異原性だけでなく、

内分泌撹乱作用もあることが報告されてきた。さらにハロゲンが付加された化合物は、

付加されたハロゲンが多いほど不燃性、脂溶性があり、その難分解性、蓄積性が増す

とされる。従って、少量であっても食物連鎖による生物濃縮などによって、生体への

影響も懸念されている。塩素化 PAHs や臭素化 PAHs が、実際に大気微粒子中に存

在することも明らかにされ、発生源についても推定されている（7-9）。

　ヒト乳がん細胞 MCF-7 は、エストロジェン受容体（ER）を発現しており、女性

ホルモンであるエストロジェン（Estrogen、以下 E2）の存在下で、細胞増殖能が増

すことが知られている（10）。従って、エストロジェンと同様に MCF-7 細胞の増殖

能を高める効果のある物質は、エストロジェン様作用があると判断することができる。

PAHs の中にも benz[a]anthracene（BaA）を初めとして、乳がん細胞の増殖能を高め、

エストロジェン様作用を示すものが存在し、その塩素置換体や臭素置換体の中にも、

親物質と同様にエストロジェン様作用を示すものもあった（4-6, 11-13）。これらは、

乳がん細胞の増殖に寄与し、症状の重篤化につながる可能性も考えられた。

　一方、植物には、フラボノイドをはじめとして、人体に対して有効な様々な成分が

あることが知られている。抗がん、抗菌、抗酸化などの作用があるとされる緑茶、花

粉症の軽減に効果があるとされるべにふうきは、健康食品としても飲用されている。

緑茶は、お茶の渋みの成分であるカテキンが失われずに残っているもので、紅茶やほ

うじ茶などの種類がある中で、最も多くカテキンを含んでいる。カテキンはポリフェ

ノールの一種であり、強い抗酸化作用を持っている。その他に、ビタミン、ミネラル、

アミノ酸、カフェインなどの栄養素も含まれている。べにふうきは、日本のべにほま

れと中国のダージリンを交配してつくられたもので、カテキン含量が多く、抗アレル

ギー成分のスクリクチニンと、メチル化カテキンを豊富に含んでいる。べにふうきを

飲んだ半数の花粉症患者の症状が緩和されたというデータもある（14, 15）。最近は、

松葉に含まれる成分やその効果についても注目されている。当大学の所在地である静

岡市では、平成 25 年に世界文化遺産として三保松原が登録された。景観維持のため

に多くの松葉が伐採され、その廃棄費用もかかるため、この松葉の有効活用の取り組

みが考えられている。松葉には、ケルセチンが多く含まれ、抗腫瘍活性も認められる

という報告もある（16, 17）。これら植物葉には、環境汚染物質の有害作用を軽減す

る効果があるのではないかと期待される。

　そこで、本研究では、植物葉が細胞にどのような影響を及ぼすかを、環境汚染物質

との複合曝露を中心に解析し、リスク軽減に寄与するかどうか検証することにした。

抑制効果が認められれば、環境汚染物質の有害作用を軽減し、それが原因とされる疾

患の減少に寄与できるものと考える。

２．研究の目的

　本研究では、環境汚染物質として、PAHs の１つである BaA、及びその塩素置換

体ClBaAに注目した。これらは、乳がん細胞MCF-7 の増殖能を高め、エストロジェ
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ン応答遺伝子である pS2、AhR 標的遺伝子である CYP1A1、炎症マーカーである

IL-6の遺伝子発現レベルを上昇させることが明らかになっている（4-6, 18）。これらと、

植物葉の緑茶、べにふうき、松葉の粉末抽出物を複合曝露させ、乳がん細胞の増殖能

に対してどのような影響があるか、pS2、CYP1A1、IL-6 の遺伝子発現レベルがどの

ように変化するか、調べることにした。

３．方法

３ １．ClBaA の合成及び精製

　既に確立した方法に従い、BaA を親物質として、塩素置換体 7-ClBaA を単離精製

した（4, 19, 20）（Fig. 1）。塩素置換体は、親物質とN- クロロコハク酸イミドを炭酸

プロピレン中で、100℃で、２～３時間処理し、HPLC により精製し、NMR と GC/

MSにより確認した。

Fig. 1  Chemical structures of BaA and ClBaA.

３ ２．植物葉の調製

　今回は、茶葉の粉末として、秋山園（静岡県富士市今泉）のやれるっ茶（緑茶）と

べにふうきの粉末を用いた。粉末飲用としては、１gを 500 mL の水に溶かしている。

これを 10 倍濃い状態、粉末１g当たり 50 ml の PBS(-) に溶解し、室温で３時間、時々

攪拌した。3000 回転で 10 分間遠心分離して非溶解分を除き、上清をろ過滅菌し原液

とした。

　また、三保松原の松葉を採集し、粉砕した粉末も同様に調製し、松葉原液とした。

３ ３．細胞培養

　MCF-7 細胞（H. Hagenmaier, Universty of Tuebingen, Germany より分与）を、

10％牛血清（ICN Biomedicals）を含むDulbecco’s modified Eagle medium（DMEM）

（日水製薬）で、5％ CO2、37℃下で培養した。

３ ４．細胞増殖試験

①　活性炭処理をした 10％牛血清（Hyclone）を含む phenol red-free DMEM（Gibco）

に、細胞を５× 104 個 /mL となるように懸濁し、96 穴プレートに、５× 103 個 /
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well となるように 100 μ l ずつ播種した。

②　４時間後に、目的の濃度となるように検査試料を加え、さらに３日間培養した。

植物葉については、調製した原液、これを PBS(-) で 10 倍希釈した希釈液を、培地の

1/10 量となるように加えた。コントロールには、E2 の溶媒である dimethyl sulfox-

ide（DMSO）を加えた。また、陽性コントロールとして、10-12 ～ 10-9 M E2 を毎回行っ

た。

③　３日後、細胞増殖試験用試薬である cell counting kit-8（Dojin）（21, 22）を各ウェ

ルに加えミキシングし、２時間呈色反応を行った。

④　マイクロプレートリーダー EL808（BioTek）を用い、450 nm（参照波長 630 

nm）の吸光度を測定した。

３ ５．遺伝子発現レベルの解析

①　３ ４．の①と同様に細胞を DMEM に懸濁し、10 ㎝シャーレに、7.4 × 105 個 /

dish となるように播種した。

②　24 時間後に、培地を phenol red-free DMEMに交換した。

③　さらに 24 時間後に、目的の濃度となるように検査試料を加えた。コントロール

には、試料の溶媒であるDMSOを加えた。

④　RNA の抽出：試料添加 24 時間後に、RNeasy Mini Kit 及び RNase-Free 

DNase Set（Qiagen）を用いて、RNA抽出を行った。

⑤　cDNA へ の 変 換：Superscript Ⅲ First-Strand Synthesis System for RT-   

PCR（Invitrogen）により、RNAを cDNAに変換した。

⑥　Real-time PCR：QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix（Qiagen）を使用

して、④で作成した cDNAを鋳型として、リアルタイムPCRシステム Mx3000P（ス

トラタジーン社）を用いて、real-time PCR を行った。標的遺伝子は、pS2、CY-

P1A1、IL-6 とした（5）。内部標準遺伝子としてGAPDHを用いた。

４．結果

４ １．細胞増殖試験

４ １ １．BaA及び ClBaAと緑茶の複合効果

　緑茶の原液、10 倍希釈に、BaA の濃度を 10-8 ～ 10-5 M に変化させて、細胞に曝露

した（Fig. ３A）。E2 単独では 10-10、10-9 M、BaA 単独では 10-5 M をピークに濃度

依存的に細胞増殖能を高めた。BaA と緑茶の原液を複合曝露させたものでは、細胞

死が起こっていた（Fig. ２B）。これは、緑茶の原液のみの場合にも認められた。

BaA と緑茶の 10 倍希釈を複合させたものでは、BaA 単独と比べて細胞増殖能が

BaA の各濃度で低くなる傾向にあった。10-6、10-5 M の高濃度の BaA ほど、大きく

低下した。緑茶の 10 倍希釈のみでは、コントロールと同程度の増殖能を示し、細胞

死は起こらなかった。

　緑茶とClBaAとの複合曝露についても、同様であった（Fig. ３B）。
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４ １ ２．BaA及び ClBaAとべにふうきの複合効果

　べにふうきの原液、10 倍希釈に、BaA の濃度を 10-8 ～ 10-5 M に変化させて曝露し

た（Fig. 4C）。E2 単独では 10-10、10-9 M、BaA 単独では 10-5 M をピークに濃度依存

的に細胞増殖を高めた。BaA とべにふうきの原液を複合させたものでは、細胞死が

起こっていた。これは、べにふうきの原液のみの場合にも認められた。BaA とべに

ふうきの 10 倍希釈を複合させたものでは、BaA 単独と比べて細胞増殖能がやや低下

する傾向にあった。べにふうきの 10 倍希釈のみでは、コントロールと同程度の増殖

能を示し、細胞死は起こらなかった。

　べにふうきと ClBaA との複合曝露についても、原液では細胞死が起こり、10 倍希

釈では ClBaA の濃度が 10-6、10-5 M で、細胞増殖能が低下する傾向にあった（Fig. 

4D）。

４ １ ３．BaA及び ClBaAと松葉の複合効果

　松葉の原液、10 倍希釈に、BaAの濃度を 10-8 ～ 10-5 M に変化させて曝露した（Fig. 

5E）。E2 単独では 10-10、10-9 M、BaA 単独では 10-5 M をピークに濃度依存的に細胞

増殖を高めた。BaA と松葉の原液を複合させたものでは、BaA 単独と比べて、細胞

増殖能が BaA の各濃度で大きく低下した。しかし、細胞死は起こっていなかった。

BaA と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、BaA 単独の時とほぼ変わらない結

果となった。松葉の原液、10 倍希釈のみの場合は、コントロールと同程度の増殖能

を示し、細胞死は起こらなかった。

　松葉の原液、10倍希釈に、ClBaAの濃度を10-8 ～ 10-5 Mに変化させて曝露した（Fig. 

5F）。ClBaA と松葉の原液を複合曝露させたものでは、BaA と同様に、ClBaA 単独

と比べて細胞増殖能が ClBaA の各濃度で大きく低下した。しかし、細胞死は起こっ

ていなかった。ClBaA と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、ClBaA 単独と比

べて、細胞増殖能がClBaAの各濃度で低い傾向が見られた。

Fig. 2  Light microscopy showing (A) alive and (B) dead MCF-7 cells.

(A) (B)
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Fig. 3  Effects of BaA, ClBaA and Green tea on the growth of MCF-7 cells.

E: E2, x10: 10-fold dilution.
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Fig. 4  Effects of BaA, ClBaA and Benifuuki on the growth of MCF-7 cells.

E: E2, x10: 10-fold dilution.
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Fig. 5  Effects of BaA, ClBaA and Matsuba on the growth of MCF-7 cells. 

E: E2, x10: 10-fold dilution.
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４ ２．標的遺伝子発現レベルの解析

　４ １．細胞増殖試験において、細胞死が起こらなかった松葉について、BaA との

いくつかの組み合わせで MCF-7 細胞に曝露し、遺伝子発現レベルの変化を調べた。

標的遺伝子は、pS2、CYP1A1、IL-6 の３つとし、コントロールの溶媒である

DMSO 曝露での値を１として、内部標準遺伝子として用いた GAPDH で補正し、発

現量を相対的に表した。

４ ２ １．pS2

　10-5 M BaAは 10-6 M BaAよりも発現量が約２倍高く、10-10 M E2 は発現量が一番

高かった（Fig. 6A）。松葉の 10 倍希釈と原液では、どちらも発現量が同程度で、10-6 

M BaA よりも少し低い結果となった。10-6 M BaA と松葉の 10 倍希釈を複合曝露さ

せたものでは、10-6 M BaA単独よりも低下した。しかし、10-6 M BaAと松葉の原液

を複合させたものでは、10-6 M BaA 単独よりも若干発現量が高かった。10-5 M BaA

と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、10-5 M BaA 単独より低下した。10-5 M 

BaAと松葉の原液を複合曝露させたものでは、さらに低下した。

４ ２ ２．CYP1A1

　10-5 M BaAは発現量が一番高く、10-6 M BaAよりも約 1.5 倍高かった（Fig. 6B）。

E2 や松葉の 10 倍希釈と原液では、発現量が低かった。10-6 M BaA と松葉の 10 倍希

釈を複合曝露させたものでは、10-6 M BaA 単独と発現量がほぼ変わらなかったが、

10-6 M BaAと松葉の原液を複合させたものでは、10-6 M BaA単独よりも少し低い結

果となった。10-5 M BaA と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、10-5 M BaA 単

独より低かった。10-5 M BaA と松葉の原液を複合させたものでは、さらに低下し、

10-5 M BaA単独の発現量の約半分であった。

４ ２ ３．IL-6

　10-10 M E2 の発現量はコントロール値よりも低かった。10-5 M BaAは発現量が一番

高く、10-6 M BaA よりも約 1.3 倍高かった（Fig. 6C）。松葉の 10 倍希釈のみではコ

ントロール値よりも発現量が少し高く、松葉の原液のみではコントロール値よりも少

し低い結果となった。10-6 M BaA と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、10-6 M 

BaA単独よりも発現量が低かった。BaAの 10-6 M と松葉の原液を複合させたもので

は、さらに低下した。10-5 M BaA と松葉の 10 倍希釈を複合させたものでは、10-5 M 

BaA 単独よりも発現量が低かった。10-5 M BaA と松葉の原液を複合させたものは、

さらに低下した。
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Fig. 6A, B  Induction of pS2 and CYP1A1 in MCF-7 cells.  The values are expressed 

as potency relative to that of the control (DMSO).

E-10: 10-10 M E2, BaA-6: 10-6 M BaA, BaA-5: 10-5 M BaA, Mastu, Ma: Mastuba, x10: 

10-fold dilution, x1: not diluted.
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Fig. 6C  Induction of IL-6 in MCF-7 cells.  The values are expressed as potency rela-

tive to that of the control (DMSO).

E-10: 10-10 M E2, BaA-6: 10-6 M BaA, BaA-5: 10-5 M BaA, Mastu, Ma: Mastuba, x10: 

10-fold dilution, x1: not diluted.

５．考察

　本研究では、PAHs の１つである BaA 及び ClBaA が乳がん細胞 MCF-7 に及ぼす

作用に対して、緑茶、べにふうき、松葉といった植物葉がどのような影響を与えるか、

細胞増殖能と、pS2、CYP1A1、IL-6 の遺伝子発現レベルに関して調べた。

　BaA 及び ClBaA と、緑茶やべにふうきの原液を複合曝露させたものでは、細胞死

が起こっていた。これは、緑茶やべにふうきの原液のみの場合にも認められ、BaA

及び ClBaAの有無にかかわらず、緑茶やべにふうきの原液濃度では、MCF-7 細胞に

対して細胞毒性を示すことが考えられた。BaA 及び ClBaA と、緑茶やべにふうきの

10 倍希釈を複合曝露させたものでは、BaA 及び ClBaA の各濃度において、単独よ

りも細胞増殖能が低下した。従って、10 倍希釈の緑茶、べにふうきには、BaA 及び

ClBaA のエストロジェン様作用を阻害する働きがあることが考えられた。一方、

BaA と松葉の原液を複合曝露させたものでは、BaA の各濃度において、BaA 単独よ

りも細胞増殖能が大きく低下したが、細胞死を起こさなかった。BaA と松葉の 10 倍

希釈を複合曝露させたものでは、BaA 単独と細胞増殖能がほぼ変わらなかった。

ClBaA と松葉を複合曝露させたものでは、原液、10 倍希釈共に、濃度依存的に

ClBaA 単独よりも細胞増殖能が低下した。従って、松葉には BaA 及び ClBaA のエ

ストロジェン様作用を阻害する働きがあることが考えられた。松葉は、緑茶、べにふ
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うきほどの毒性を示さないことから、穏やかに作用する飲用物としての利用も考えら

れた。

　次に、遺伝子発現解析では、BaA、松葉を用いて実験を行った。pS2 遺伝子は、エ

ストロジェン応答遺伝子で、MCF-7 細胞ではエストロジェンの作用により発現レベ

ルが高まることが知られている。従って、pS2 遺伝子の発現量を調べることで、添加

した物質がエストロジェン様物質であるのかを判断することができる。pS2 は、10-10 

M E2 で、BaA では濃度依存的に、発現量が高くなった。松葉では、コントロールよ

りも少し高い程度で、pS2 の発現をあまり誘導しないことが考えられた。BaA と松

葉を複合曝露した場合、BaA 単独よりも発現量が低下した。従って、松葉を複合曝

露させることで、pS2 の発現が抑制されることが考えられた。CYP1A1 遺伝子は、

AhR 標的遺伝子で、PAHs により発現が誘導されることが知られている。E2、松葉

では発現レベルが低かった。BaA と松葉を複合曝露した場合、BaA 単独よりも発現

量が低下し、松葉が高濃度ほど、その低下の度合いも高まった。従って、松葉には、

CYP1A1 の発現レベルを抑制する作用があることが考えられた。IL-6 遺伝子は、炎

症マーカーで、IL-6 の発現により炎症や組織障害を起こすのかを判断することがで

きる。IL-6 は、E2 や松葉では発現レベルが低く、これらは炎症や組織障害を起こす

作用が低いと考えられた。BaA 単独では発現量が高かったが、松葉を複合曝露する

と濃度依存的に発現量が低下した。従って、松葉には、IL-6 の発現レベルを抑制す

る作用があることが考えられた。以上のことから、pS2、CYP1A1、IL-6 の遺伝子発

現に関して、松葉自体はいずれの発現レベルも上昇させないが、BaA による pS2、

CYP1A1、IL-6 の遺伝子発現の上昇を抑制する効果があることがわかった。今後は、

緑茶やべにふうきについても、解析していく予定である。

　以上の結果には、植物に含まれるフラボノイドが関係していることも考えられる。

植物葉にはフラボノイドが多く含まれ、その効果も検証され、これらの抗がん作用も

報告されており、治療薬としての可能性も考えられている（23, 24）。同時に、植物

によって含まれるフラボノイドが異なり、植物特有の効果が表れることが考えられる。

茶葉ではカテキン、松葉ではケルセチンが多く含まれ、この作用が表れていることが

考えられる（25）。また、がん細胞の種類によっても、フラボノイドの効果が異なる

ことが報告されている（26）。今回は、乳がん細胞を用いて、その増殖能を高める

BaA や ClBaA の作用に対して、植物葉の緑茶、べにふうき、松葉がどのような効果

を示すか調べた。フラボノイドをはじめとした天然の植物由来の成分は、安全な治療

薬あるいは食品として、今後益々有効利用されるものと思われる。環境汚染物質に対

する効果も、さらに調べていく必要がある。
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