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Abstract

The effect of cynaropicrin that is the major component of an edible plant, artichoke (Cynara

scolymus) on 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (PenCDF)-induced toxicity in mice was studied. We
evaluated the effect of cynaropicrin on the wasting syndrome and oxidative stress elicited by PenCDF.
However, the PenCDF dose-response relationship on the wasting syndrome has been superficial.
Therefore, we determined the dose which causes wasting syndrome in C57BL/6J mice, a responsive
strain to dioxins. Since 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (0.1 mg/kg, p.o.) induces hepatic
ethoxyresorfin O-deethylase (EROD) activity in mice, we set the doses of PenCDF at 0.3, 1.0, 3.0, 5.0
and 10 mg/kg (once, p.o.) on the basis of its toxic-eqivalency factor (0.3). The wasting syndrome was
evaluated by measuring the daily changes of body weight. Thiobarbituric acid-reactive substances
were used as an index of oxidative stress. Of PenCDF doses examined, wasting syndrome and
oxidative stress took place most markedly in 5 mg/kg. In disagreement with this, EROD activity which
is the marker of the aryl hydrocarbon receptor-dependent induction of cytochrome P450 1a1 was
elevated most abundantly at 0.3 mg/kg. Then, we examined the effect of cynaropicrin on the wasting
syndrome and oxidative stress provoked by PenCDF at 5 mg/kg. However, this compound up to 20
mg/kg (p.o.) did not attenuate PenCDF-induced wasting syndrome. On the contray, PenCDF-induced
oxidateive stress was suppressed by cynaropicrin at the highest dose (20 mg/kg), although EROD
activity was increased rather than reduced by cynaropicrin at lower doses. Thus, it is suggested that
cynaropicrin has an ability to reduce oxidative stress caused by PenCDF.
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は じ め に

油症では，皮膚症状や脂質代謝異常を始めとす

る多岐にわたる障害が発生し，発生後 40 年以上

経過した現在もなお，多くの患者が苦しんでいる．

油症原因物質は，polychlorinated biphenyl（PCB）

およびその加熱により生じた非意図的生成物であ

るダイオキシン類であると考えられている1)．中

でも，2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (Pen-

CDF) は，油症患者の体内でのダイオキシン類と

し て の 毒 性 指 標 で あ る TEQ（Toxicity

Equivalency Quantity : 2,3,7,8-tetrachlor-

odibenzo-p-dioxin（TCDD）換 算 量，TEF

（Toxicity Equivalency Factor）と存在量との積）

が全体の約 70％と最も高く，発症への寄与が最も

高い原因物質と考えられている2)3)．動物実験で

は，高用量のダイオキシン類によって，体重増加

抑制作用を特徴とする消耗症（wasting syn-

drome），肝肥大および胸腺や脾臓の萎縮などの

発症が知られている4)．

ダイオキシン類の毒性には，aryl hydrocarbon

receptor（AhR）が関与することが，AhRノック

アウトマウスを用いた研究から示唆されてい

る5)6)．ダイオキシンが細胞質の AhR に結合す

ると，AhRは核内に移行したのち，AhR nuclear

translocator と結合し，ヘテロダイマーを形成後，

標的遺伝子に存在する xenobiotic responsive ele-

ment に結合する．これにより，転写が活性化さ

れ，cytochrome P450（CYP）1A1 を始めとする

さまざまな酵素が誘導される7)．

当研究室では，現在までに，geranylgerany-

lacetone, resveratrol，および curcumin などの物

質が TCDD による wasting syndrome を抑制す

ることを報告している8)~12)．一方，artichoke

（朝鮮アザミ）Cynara scolymusには，抗酸化作用

があり13)，主成分である cynaropicrin は，消化不

良や食欲不振の改善作用，抗炎症作用があると報

告されている14)．また，本研究班班員らによる in

vitro 実験からは，cynaropicrin に AhR アンタゴ

ニストとしての作用も示唆されている15)．

本研究では，マウスでの cynaropicrin の有効性

検証を目的とした．すなわち，cynaropicrin が

PenCDF 毒性に対する軽減作用を有するか否か

を検討した．Cynaropicrin が期待通りの効果を

有すれば，CYP1A1，1A2，および 1B1 などの

AhR に制御される酵素の誘導が抑制され，また，

酸化的ストレスが抑制されると期待された．

PenCDF 毒性指標としては，wasting syndrome

および酸化的ストレスを用いた．マウスでは，

PenCDF が wasting syndrome を惹起する用量が，

正確には分かっていない．そこで，まず，Pen-

CDF 毒性の用量依存性を調べ，wasting syn-

drome を惹起する用量を確認し，その後，cynar-

opicrin の有効性を検証した．

実 験 方 法

1．PenCDFの合成

PenCDFは，既報に従い合成した16)．PenCDF

の構造と純度は融点（非校正），196-196.5℃ ;

EI-MS における分子イオンピーク (m/z，M+)，

338 ; NMRスペクトル [CDCl3，δ in ppm (signal

pattern)]，7.97（s)，7.91（s）and 7.77（s）およ

びガスクロマトグラフにより決定した．下記のガ

スクロマトグラフの条件下に単一ピークが保持時

間 21.8 分に観察され，ピーク面積から純度は

98％以上と見積もられた．ガスクロマトグラフ装

置：Shimadzu GC-17A（Kyoto, Japan）; カラム：

DB-5（0.25 mm I.D. × 30 m) (Agilent Technolo-

gies, Santa Clara, CA）; カラムオーブン温度（昇温

分析）：70℃で 2min 保持，2℃/min で 220℃まで

昇温し 220℃で 1 min 保持，3℃/min で 280℃ま

で昇温し，以降分析中は 280℃に保持．インジェ

クションポート温度：250℃；検出器温度 330℃；

キャリアガス：高純度窒素ガス N2（99.999％）；

流速：0.8 ml/min；検出器：電子捕獲型検出器

（63Ni）．

2．動物処理

動物実験は，すべて九州大学動物実験倫理委員

会の承認を得て行った．PenCDF 用量依存性に

関する実験は，九州大学薬学研究院動物舎におい

て行った．また cynaropicrin による PenCDF 毒

性軽減効果の検証実験は，株式会社新日本科学に

受託して行った．マウスは日本クレア㈱より購入

し，1週間の馴化ののち使用した．PenCDF 毒性

の用量依存性：ダイオキシン類に対して高親和性

の AhR を発現するマウス (C57BL/6J 系統) を使

用した．PenCDFの TEF=0.319) と，CYP1A1 の
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マーカー活性である ethoxyresorfin O-deethylase

（EROD）活性を強く誘導し，wasting syndrome

を惹起する TCDD の用量 0.1 mg/kg (p.o.)8) を

基にして，PenCDF の最低用量を 0.3 mg/kg（p.

o.）に設定した．すなわち，7週令のC57BL/6J系

雄性マウスに PenCDF (0.3，1.0，5.0 および 10

mg/kg/2 mLコーン油）を単回経口投与した．対

照群には，コーン油を経口投与した．投与 7日後

に体重を測定したのち臓器を採取した．Cynar-

opicrin による PenCDF 毒性の軽減：PenCDF 用

量は，5.0（mg/kg/5 mLコーン油）に設定した．

PenCDF 経口投与 1 時間前に，cynaropicrin（1，

5，10 および 20mg/kg/5 mL 9.6％デキストリン）

を経口投与した．対照群には，水および cynar-

opicrin の溶媒であるデキストリン溶液を投与し

た．翌日から，1 日 1 回 6 日間，同じ用量の

cynaropicrin を投与した．投与最終日，PenCDF

投与 7日後は，解剖直前に cynaropicrin を投与し

た．

3．体重および臓器重量

PenCDF投与前から，投与後に解剖を行う日ま

で，毎日体重を測定した．解剖日には，肝臓，脾

臓および胸腺の湿重量を測定した．

4．Thiobarbituric acid-reactive substance

(TBARS) の測定

Ohkawa らの方法に従い17)，肝臓のホモジネー

トを用い，脂質過酸化により生じるマロンジアル

デヒドをチオバルビツール酸と反応させ，生成物

の吸光度（532 nm）を測定した．

5．Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)

活性の測定

摘出した肝臓を 3 倍量の 1.15％ KCl にてホモ

ジナイズした．これを 9,000xg で 20 分間遠心分

離した．得られた上清（S9）分画を用い，Burke

らの方法に従って18)，7-ethoxhresorufin の O-脱

アルキル化反応により生じる resorufin の蛍光を

測定した（励起光，544 nm；測定光，590 nm）．

結 果

PenCDF による wasting syndrome に対する

cynaropicrin の毒性軽減作用を調べるのに先立ち，

まず，C57BL/6J マウスにおいて wasting syn-

drome を惹起し得る PenCDF曝露条件を調べた．

体重増加抑制，肝肥大，胸腺および脾臓の萎縮を

wasting syndrome の指標として検討を行った．

その結果，PenCDFの用量依存的に体重増加の抑

制が観察された（Fig. 1）．PenCDF 1 mg/kg 以上

の用量では，投与 7日後において，有意な体重増

加抑制が認められた．5 および 10 mg/kg では，

著しい体重減少が認められ，wasting syndrome

が惹起されたことが明らかだった．肝肥大は，

0.3 m/kg より観察されたが，今回調べた用量の

範囲では，用量依存性は認められなかった．胸腺

の萎縮は 0.3 mg /kg より PenCDF用量依存的に

観察された．また，脾臓の萎縮は 5.0 mg/kg 以

上で観察された（Table 1）．脂質過酸化の指標と

なる肝臓の TBARS 値も PenCDF 用量依存的に

増加し，5.0 mg/kg の用量で最大となった（Fig.

2）．一方，Cyp1a1 誘導の指標である EROD活性

は，今回検討した最低用量の 0.3 mg/kg におい

て最も強く誘導された（Fig. 3）．これらの結果か

ら，C57BL/6J マウスに wasting syndrome を惹

起する用量として PenCDF 5 mg/kg を選択した．

PenCDF 5 mg/kg によって惹起される体重増

加抑制作用に対して，cynaropicrin は改善作用を

示さなかった（Fig. 4）．また，肝肥大，脾臓およ

び胸腺委縮に対する抑制効果も見られなかった

（Table 2）．一方，TBARS は，cynaropicrin 1〜10

mg/kg の併用では，PenCDF 単独投与時よりも

更に上昇する傾向があったが，20 mg/kg の最大

用量の cynaropicrin ではコントロール群と有意

差がないレベルに回復した（Fig. 5）．一方，

EROD 活性の誘導は cynaropicrin の 5 および 10
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Table 1 Effects of PenCDF on the organ weight of mice

Treatment
of PenCDF

Liver Spleen Thymus

(% of body weight)
Control
PenCDF

5.77 ± 0.07 0.29 ± 0.01 0.31 ± 0.01

0.3 mg/kg 7.71 ± 0.09** 0.30 ± 0.01 0.22 ± 0.02***

1.0 mg/kg 7.96 ± 0.03*** 0.28 ± 0.01 0.12 ± 0.01***

5.0 mg/kg 7.31 ± 0.10*** 0.21 ± 0.01** 0.09 ± 0.00***

10 mg/kg 6.80 ± 0.32* 0.22 ± 0.01** 0.07 ± 0.01***

Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3, 1.0, 5.0 or
10 mg/kg) on day 0. Mice were sacrificed 7 days after
PenCDF treatment. Each value represents the mean ± S.
E. of 5 mice. Significantly different from the control ( *, p＜
0.05；**, p＜ 0.01 ; ***, p＜ 0.001).
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Fig. 2 Effect of PenCDF on hepatic lipid peroxida-
tion in C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of PenCDF
(0.3, 1.0, 5.0 or 10 mg/kg). Each value
represents the mean ± S. E. of 5 mice.
TBARS was used as the index of lipid
peroxidation. Significantly different from
control ( **, p＜ 0.01 ; ***, p＜ 0.001). Signi-
ficantly different from PenCDF 5.0 mg/kg
group (†††, p＜ 0.001).
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represents the mean ± S.E. of 5 mice. EROD
activity in the S9 is used as the index of the
induction of Cyp1a1. Significantly different
from control ( **, p＜ 0.01 ; ***, p＜ 0.001).
Significantly different from 0.3 mg/kg
group (†, p＜ 0.05 ; †††, p＜ 0.001).

B
od

y 
w

ei
gh

t g
ai

n 
(g

)

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
-4

-3

-2

-1

0

1

*

**

**
**

Days after treatment

***

***

***
***
***
***

***

***

***
***

***
***

***
***

Fig. 4 Effect of cynaropicrin on PenCDF-induced body
weight loss in C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of cynaropicrin (1, 5,
10 or 20 mg/kg) or dextrin 60 minutes prior to
PenCDF (5.0 mg/kg) treatment. The same dose
of cynaropicrin was given orally once a day for
subsequent 6 days. On the 8th day, cynaropicrin
was also adminiatrated 30 minutes before dissec-
tion. Significantly different from control (corn oil)
(*, p＜ 0.05; **, p＜ 0.01 ; ***, p＜ 0.0001).

△, corn oil (control) + dextrin ; △, 20 mg/kg
cynaropicrin ; ■, dextrin ; ▼, PenCDF 5 mg/kg +
dextrin ; ◆, PenCDF + 1 mg/kg cynaropicrin ;

□, PenCDF + 5 mg/kg cynaropicrin ; □,
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Fig. 1 Effect of PenCDF on body weight gain in mice
Mice were given an oral dose of PenCDF (0.3,
1.0, 5.0 or 10 mg/kg) on day 0. Each plot
represents the mean of 5 mice. Mouse body
weight was measured in every morning (9 a.m.)
from the beginning at 7 days before treatment.
Significantly different from control ( *, p＜ 0.05；
**, p＜ 0.01；***, p＜ 0.001).
：control (corn oil) ; ■：0.3 mg/kg PenCDF ;
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mg/kg 投与により増強した．特に，5 mg/kg の

cynaropicrin では PenCDF 単独投与群に対して

も有意差が生じた（Fig. 6）．

考 察

PenCDF の効果発現における用量依存性を調

べた結果，wasting syndrome が強く惹起される

用量と Cyp1a1 の指標となる（EROD）活性が最

も強く誘導される用量は明らかに異なっており，

前者は 5.0 mg/kg，後者は 0.3 mg/kg であった．

TCDD での解析では，0.1 mg で 処理した

C57BL/6J マウスで，Cyp1a1 が強く誘導されると

いう当研究室での先行研究と8)，PenCDFの TEF

= 0.3 から考えて19)，今回の最低用量は，0.3 mg

とした．PenCDF 0.3 mg/kg において Cyp1a1 の

誘導が顕著であったことは，TEF で規定される

毒性強度と符合すると思われる．一方，wasting

syndrome を惹起するには，TEFより高用量が必

要であることが示唆された．EROD 活性は今回

用いた PenCDF の用量では，0.3 mg/kg をピー
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Fig. 5 Effect of cynaropicrin on PenCDF-induced
hepatic lipid peroxidation in C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of either
cynaropicrin (1, 5, 10 or 20 mg/kg) or
dextrin 60 min prior to PenCDF (5.0 mg/kg)
treatment. The same dose of cynaropicrin
was given orally once a day for subsequent 6
days. On the 8th day, cynaropicrin was also
administrated to mice before sacrifice. Each
value represents the mean ± S.E. of 6 mice.
TBARS was used as the index of lipid
peroxidation. Significantly different from
control (corn oil) (*, p＜ 0.05 ; **, p＜0.01 ;
***, p＜ 0.001).
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Fig. 6 Effect of cynaropicrin on the PenCDF-induced
EROD activity in the liver of C57BL/6J mice
Mice were given an oral dose of cynaropicrin (1,
5, 10 or 20 mg/kg) or dextrin 60 min prior to
PenCDF (5.0 mg/kg) treatment. The same dose
of cynaropicrin was given orally once a day for
subsequent 6 days. On the 8th day, cynaropicrin
was also administrated to mice before sacrifice.
Each value represents the mean ± S.E. of 6
mice. EROD (ethoxyresorufin-O-deethylase)
activity is used as the index of the induction of
CYP1A1. Significantly different from control
(corn oil) (***, p＜ 0.001). Significantly different
from treatment with PenCDF alone (5 mg/kg)
(†, p＜ 0.05).

Table 2 Effects of cynaropicrin on the organ weight in
C57BL/6J mice

Treatment
of Drug

Liver Spleen Thymus

(% of body weight)

Control 5.69 ± 0.09 0.26 ± 0.01 0.22 ± 0.01

Dextrin 5.62 ± 0.13 0.29 ± 0.02 0.22 ± 0.04

20 Cyna 5.79 ± 0.22 0.26 ± 0.01 0.22 ± 0.02

PenCDF (5 mg/kg)

+ dextrin 8.04 ± 0.16*** 0.22 ± 0.01 0.05 ± 0.01***

+ 1.0 Cyna 7.80 ± 0.24*** 0.21 ± 0.01* 0.05 ± 0.00***

+ 5.0 Cyna 8.04 ± 0.17*** 0.19 ± 0.00*** 0.05 ± 0.00***

+ 10 Cyna 7.53 ± 0.10*** 0.20 ± 0.01** 0.05 ± 0.01***

+ 20 Cyna 7.97 ± 0.10*** 0.22 ± 0.01 0.05 ± 0.01***

Mice were given an oral dose of either cynaropicrin (Cyna)
(1.0, 5.0, 10 or 20 mg/kg) or dextrin 60 min prior to
PenCDF (5.0 mg/kg) treatment. The same dose of
cynaropicrin was given orally once a day for subsequent 6
days. On 8th day, cynaropicrin was also administrated to
mice before sacrifice. Each value represents the mean ±
S.E. of 6 mice. Significantly different from control ( *, p＜
0.05 ; **, p＜ 0.01 ; ***, p＜ 0.001).



クに，用量依存的に弱くなった．一方，過酸化脂

質の指標である肝TBARS は，用量依存的に増加

した．この違いの原因は現時点では明らかではな

い．今回は，wasting syndrome を指標にしたた

め，5 mg/kg の用量を選択し，この後の検討を

行った．

今回検討した最高用量の 20 mg/kg の cynar-

opicrin は，体重，TBARS および EROD活性に有

意な変動を与えず，これらの指標で評価する限り，

この用量では cynaropicrin 自体の毒性は現れな

いと考えられた．PenCDF 5 mg/kg によって惹

起される体重増加抑制作用，肝肥大，脾臓および

胸腺委縮に対して，cynaropicrin は改善作用が見

られなかった（Fig. 4，Table 2）．従って，wast-

ing syndrome に対する cynaropicrin の毒性軽減

作用は極めて低い，もしくはないものと考えられ

る．一方，高用量の cynaropicrin には，PenCDF

による脂質過酸化への抑制作用があることが示唆

された（Fig. 5）．EROD活性に対しては，5.0 お

よび 10 mg/kg の用量で有意に促進したことから，

PenCDFと cynaripicrin の用量に依存して，むし

ろ毒性を強める可能性もあると考えられた．一方，

cynaropicrin は，Ah-アンタゴニスト作用も期待

されている．PenCDF による用量依存性では，

5.0 mg/kg よりも低用量の 0.3 mg/kg で著しい

EROD 活性の誘導が認められていた（Fig. 2）．

従って，cynaropicrin が Ah-レセプターを阻害し

たと仮定すれば，cynaropicrin 併用時には，むし

ろ PenCDF 低用量での作用に類似した結果が得

られ，EROD活性が高くなったと考えることもで

きる．

今回の検討では，wasting syndrome を指標に

したため，体重増加抑制作用が最も顕著だった 5

mg/kg PenCDF に対する cynaropicrin の影響を

調べたが，EROD 活性が著しく誘導された，0.3

mg/kg など，より低用量の PenCDF に対する

cynaropicrin の影響を再検討が必要と考えられた．

結 論

食用植物 artichoke の成分である cynaropicrin

が油症原因物質 PenCDF 毒性に対する軽減作用

を有するか否かをマウスを用いて検討した．

1．マウスにおける PenCDF 毒性の用量依存性を

調べた結果，5 mg/kg の PenCDFにより酸化

的ストレスの指標である肝臓 TBARS が著し

く上昇することが明らかになった．Wasting

syndrome は 5 mg/kg が最も顕著であった．

2．PenCDF の投与量を 5 mg/kg として，cynar-

opicrin による PenCDF 毒性軽減作用を検討

した．この用量では，cynaropicrin には

PenCDF による wasting syndrome に対する

毒性軽減作用は見られなかった．

3．PenCDF によって誘起される TBARS の上昇

は，高用量の cynaropicrin の投与により，コ

ントロール群と有意差がないレベルに回復し

た．

PenCDF により惹起される wasting syndrome

に対する cynaropicrin の毒性軽減作用は極めて

低い，もしくはないものと考えられる．しかし，

高用量の cynaropicrin には，PenCDFによる脂質

過酸化への抑制作用があることが示唆された．今

後，低用量の PenCDF に対する cynaropicrin の

影響の再検討が望まれる．
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