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略語表 

 

ADH Alcohol dehydrogenase 

ALDH Aldehyde dehydrogenase 

ALP Alkali phosphatase 

ALT Alanine aminotransferase 

ARE Antioxidant Response Element 

AST Aspartate aminotransferase 

BAES Biphasic alcohol effects scale 
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ChE Choline esterase 
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GST Glutathione S-transferase 

γ-GTP Gamma-glutamyl transpeptidase 

ITC Isothiocyanate 

LDH Lactate dehydrogenase 

MCT Monocarboxylic acid transporter 

MEFs Mouse embryo fibroblasts 

NDMA N-nitrosodimethylamine 

NQO1 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 



 

 

Nrf2 NF-E2-related factor 2 

Papp Apparent permeability 

PCA Perchloric acid 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

SFN Sulforaphane 

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances 

TEER Transepithelial electrical resistance 

TS Tomato serum 

8-OHdG 8-hydroxydeoxyguanosine 
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第１章 緒論 

 

野菜の摂取は人々の健康維持に不可欠である。野菜摂取の意義は、従来、栄養学的な

見地から説明されてきた。すなわち、野菜はビタミン・ミネラル・食物繊維といった栄

養成分の重要な供給源として位置づけられ、これらの栄養成分を必要量摂取することを

主目的に、1 日当たりの野菜摂取目標量は 350 g と定められている 1)。この目標を達成

するために様々な施策が講じられているが、日本国民の野菜摂取量は伸び悩み、近年で

は米国人の野菜摂取量を下回る結果となっている (Fig. 1-1)
2)。米国における野菜摂取量

の増加には、生産・流通システムの改善はもとより、1 日 5 サービングの野菜や果物の

摂取を推奨した 5 A DAY運動など、官民一体となった啓発活動が大きく寄与している。

また、1990 年に米国国立がん研究所が「デザイナーズフード・ピラミッド」を作成し、

がん予防が期待できる約 40 種類の植物性食品とそれらに含まれる成分（ファイトケミ

カル）を発表して以来、ファイトケミカルの恩恵を受けることもまた野菜を摂取する意

義のひとつとして重要視されはじめた。また、その概念は 2001 年に更新された 5 A DAY

のキャンペーンメッセージ (5 A DAY THE COLOR WAY) にも盛り込まれた。「ファイト

ケミカル」は基本的には、いわゆる食品の三次機能、すなわち生体調節機能を担うとさ

れる。これまでに世界各地の様々な植物性食品から多様なファイトケミカルが見出され、

それらが人々の健康に寄与するという知見が蓄積されてきた 3, 4)。ファイトケミカルの

生体調節機能を明らかにし、多数の疫学研究から示唆された、あるいは、民間伝承され

た野菜の様々な健康効果を正しく理解できるようになれば、野菜摂取の意義・動機がさ

らに強化されるものと期待される。 

 調理・加工だけでなく、生食されるトマト (Solanum lycopersicum) は古くから食卓を

彩っており、現在では世界で最も消費される野菜のひとつとなっている。トマトの赤色

色素である lycopene は強い一重項酸素消去能を有することが知られる 5)。これまでに、

多数の研究によって、トマトおよび lycopene の摂取はがんや種々の疾病の予防に有効で
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あることが指摘されている 6, 7)。また、近年ではトマトに含まれる lycopene 以外の成分

にも注目が集まっており、抗アレルギー作用を示す naringenin chalcone
8)や脂肪燃焼作用

を示す 13-oxo-9,11-octadecadienoic acid (13-Oxo-ODA)
9)

 などのファイトケミカルが新た

に見出されている。トマトはすでに全ゲノムの解明が終了しているため 10)、ゲノム情報

はトマトの品種・栽培法の開発はもとより、未知のファイトケミカルの探索を含むトマ

トの全成分解明に有用であり、トマトの健康効果に関する研究は今後さらに進展するこ

とが期待される。 

 

Fig. 1-1. 日本および米国における国民 1 人当たりの年間野菜摂取量の推移 

［出典：農林水産省、平成 25 年 1 月「野菜の消費をめぐる状況」、データ：FAOSTAT］ 

 

ブロッコリー (Brassica oleracea var. italica) は、”Crown of Jewel Nutrition”という異名

を持つほど栄養素（ビタミン類）を豊富に含む野菜であることが古くから認知されてい

る 11)。さらに、前述のデザイナーズフード・ピラミッドに選抜されるとともに、がん予

防効果が期待される成分としてスルフォラファン (sulforaphane: SFN) が Johns Hopkins 

(JH) 大学の Paul Talalay 博士らの研究チームにより見出された 12)ことで、ブロッコリー

の潜在的な健康効果への関心が一層高まっている。がん予防において重要な役割を担う

第二相酵素を強力に誘導するファイトケミカルとして見出された SFN については、世
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界中の研究者および医療従事者による研究が精力的に進められ、第二相酵素の誘導に基

づく解毒作用のみならず 13, 14)、抗酸化作用や免疫調節作用、抗炎症作用など多彩な生理

作用が明らかになっている 15, 16)。近年では、SFN ががんや慢性疾患の予防・改善に有効

である可能性を示す臨床研究結果も多数報告されている 17-21)。他方、JH 大学の研究チ

ームにより、成熟体のブロッコリーよりもブロッコリーの新芽（ブロッコリースプラウ

ト: BS）に SFN の前駆体 (glucoraphanin: GR) が豊富に含まれることが報告され (Fig. 

1-2)
22)、BS はブロッコリーと同様、もしくはそれ以上に潜在的な健康効果があるのでは

と期待されている。 

 

Fig. 1-2. 発芽 3および 7日後のブロッコリースプラウト (BS) ならびにブロッコリーの

glucoraphanin 含量 (A) と、ミロシナーゼを介在した glucoraphanin から sulforaphane へ

の変換反応 (B)
22)

 

 

「日本再興戦略」（平成 25 年 6 月 14 日閣議決定）の 1 つ「戦略市場創造プラン」の第

1 テーマに、「国民の『健康寿命』の延伸」が掲げられた。世界保健機関 (WHO) によ

ると、健康寿命とは「健康な状態で生きられる寿命」 (Healthy Life Expectancy: HALE) と

して定義され、従来の平均寿命とは異なり、生存の質も反映した指標である。「健康寿

命の延伸」に向けた国民運動、通称「スマート・ライフ・プロジェクト」が厚生労働省

および企業・自治体等の協力・連携により推進されている。このプロジェクトでは国民

1 人 1 人の自律的な健康管理や疾病予防を促すために、3 + 1 のアクションプラン (Fig. 
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1-3) が提案されている。はじめの 3 つのアクションプランは、適度な運動、適切な食

生活、禁煙と、生活習慣改善の基本に沿った内容となっているが、残る+1 の「健診・

検診」が重要な役割を担っている。「健診・検診」により、自らの身体の状態を定期的

に把握・管理し、3 つのアクションに繋げる習慣を身につけることができれば、国民 1

人 1 人が自律的に健康寿命の延伸を達成できる社会基盤が形成される。 

 

 

Fig. 1-3. スマート・ライフ・プロジェクトが推奨する 3 + 1 のアクションプラン 

 

 「2014 年人間ドックの現況」23)によると、人間ドック受診者のうち肝機能異常と診断

された人の割合は生活習慣病関連 6 項目（肥満、耐糖能異常、高血圧、高コレステロー

ル、高中性脂肪、肝機能異常）の中で最も高く、過去 30 年間で 3 倍となっている (Fig. 

1-4)。日本国内における衛生環境の改善ならびに治療法の確立によるウイルス性肝炎罹

患者の減少と逆行していることから、生活習慣に起因する肝機能異常者が急増している

と推察される。肝機能異常やさらに重篤な肝疾患（肝炎等）を引き起こす生活習慣とし

て第一に挙げられるのが飲酒であり、体内に吸収されたエタノールやその一次代謝物で

あるアセトアルデヒドが肝毒性作用を示すと考えられる。また、近年では脂肪や糖質の

Copyright© Smart Life Project committee & Ministry of Health, Labour and Welfare
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食べ過ぎにより肝機能異常となるケースが急増している 24)。その他、喫煙により体内に

取り込まれる無数の化学物質が肝臓に大きな負荷を与え、酸化ストレスや炎症を起こし、

肝機能異常を引き起こす。沈黙の臓器と呼ばれる肝臓は自覚症状がないまま重篤な状態

に陥る。そのため、人間ドックや健康診断で容易に知ることができる血液検査値（肝機

能マーカー）を参考に自らの肝臓の状態を知り、肝疾患の予防・改善に向けたアクショ

ンへ移すことが大切となる。しかしながら、肝機能保護効果や肝機能改善効果は、特定

保健用食品のヘルスクレイムとして成立しなかったことから、食品素材についての研究

例は僅かである。 

 

Fig. 1-4. 生活習慣病関連項目の数値に異常値が認められた人の割合 23)
 

 

そこで本研究では、トマトおよびブロッコリースプラウトの肝機能改善作用を明らか

にするために、以下の検討を行った。 

第 2 章では、トマトの摂取が飲酒後のアルコール代謝に及ぼす影響を健常な男性被験

者を対象に検証した。また、動物試験によって、トマト中の有効成分の推定および作用

メカニズムの解明を行った。 

第 3 章では、生体防御機構を司る転写因子 Nrf2 (NF-E2-related factor 2)
25)を活性化する

ことが知られる BS 由来の SFN が、アセトアルデヒド代謝の鍵を握るアルデヒド脱水
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素酵素 (ALDH) に及ぼす効果を細胞試験および動物試験によって明らかにした。 

第 4 章では、SFN の腸管上皮における吸収機構および経路を解明するために、Caco-2

細胞単層膜を用いた透過試験を行った。 

第 5 章では、SFN の前駆体である GR を含む BS サプリメントを試作し、BS サプリ

メントの摂取が SFNの吸収や Nrf2の下流に存在する第二相酵素の活性に及ぼす影響を、

健常被験者を対象に評価した。 

第 6 章では、BS サプリメントの肝機能改善作用を明らかにするために、肝機能異常

と診断された男性被験者を対象に無作為化プラセボ対照二重盲検並行群間試験を行い、

肝機能マーカー（ALT や γ-GTP）の数値に及ぼす効果を調べた。また、慢性肝障害モデ

ルラットを用いて、作用機序の解明を行った。  
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第２章 トマトのアルコール代謝促進作用 

 

第１節 緒言 

適度な飲酒は心血管系に良い影響を与えるとされる一方で、過度の飲酒は我々の体に

様々な悪影響を及ぼすことが報告されている 26)。飲酒による影響は、アルコールおよび

その代謝産物に起因しており、アルコールの代謝を制御し、影響を緩和するための基礎

的な知見が集積されつつある。しかしながら、アルコールの体内動態は多くの環境因子、

すなわち個人の身体的条件や遺伝的形質、性差、飲酒習慣、飲酒量や酒類の違い等、実

に多岐にわたる因子により影響を受けるため、飲酒がもたらす種々の影響を一律に制御

することは困難である 27-29)。 

飲酒による影響を緩和する有効な方策のひとつとして食事が挙げられる。1925年に、

飲酒時に食品を同時摂取することにより飲酒後の血中アルコール濃度の上昇が抑制さ

れることが報告されているが 30)、その作用には、食品または食品由来の成分による

First-pass metabolism（初回通過代謝，FPM）の亢進 31)、または、肝臓でのアルコール代

謝促進等の複数の機序が寄与していると考えられる 32)。また、必ずしも科学的根拠を伴

うものではないが、我々人類は古来より本能的に、または経験則に基づいて飲酒時に摂

取する食品を選択してきており、その習慣は今なお世界各地に伝承されている。  

 トマト (Solanum lycopersicum) は日常的に摂取される緑黄色野菜のひとつであるが、

ビタミン・ミネラル・食物繊維などの栄養素に加え、カロテノイドの一種である lycopene

を含み、多彩な生理作用が報告されている 33-36)。欧米諸国では、古くからレッドアイや

ブラッディマリーといったトマトを加えた酒類が飲用されているが、その合目的性は明

らかではない。そこで本章では、飲酒時のトマトの摂取がアルコール代謝に及ぼす効果

について検証するとともに、飲酒後の酔い感に与える影響についても検討を加えた。 

 



8 

 

第２節 材料および方法 

 

第１項 材料および試薬 

 米国産トマトペースト (Brix 20, Kagome USA Inc, CA, USA) を使用した。このトマト

ペーストを蒸留水で希釈した後、アルコール度数 25% (v/v) の甲類焼酎（アサヒビール

社製）と混合し、5% (v/v) アルコール含有トマトジュース (TJAlc) を調製した。TJAlc

の Brix は、市販のトマトジュースと同程度の 5.5 とした。対照飲料として、既述の甲類

焼酎とミネラルウォーター（アサヒビール社製）を混合した 5% (v/v) アルコール飲料 

(Alc) を用いた。両飲料の栄養成分組成を Table 2-1 に示す。 

動物試験で使用したトマト漿液（TS: Tomato Serum, トマトジュースの上澄み液であ

り、lycopene 等の脂溶性成分はほとんど含まず、水溶性成分を豊富に含む画分）は、上

記のトマトペーストを遠心分離 (12,000 × g, 15 min) し、得られた上清をロータリーエ

バポレーターで濃縮 (Brix 35) することで得た。TS の成分組成を Table 2-2 に示した。 

 

 

per 100 g of beverage Alc TJAlc

Energy (kcal) 29.4 46.9

Alcohol (g) 4.0 4.0

Proteins (g) 0 0.7

Fats (g) 0 0

Glucose (g) 0 1.8

Fructose (g) 0 1.7

Dietary fiber (g) 0 0.6

Sodium (mg) 0.30-0.61 0.6-9.8

Potassium (mg) 0.04-0.13 251.2

Magnesium (mg) 0.6 -

Vanadium (µg) 5.0 -

Citric acid (g) - 0.4

Alanine (mg) - 41.2

Glutamine (mg) - 159.5

Lycopene (mg) - 8.7

Alc: 5% alcohol

TJAlc: 5% alcohol in tomato juice

-: not measured.

Compound mg/10 mL

Saccharides

Glucose 1132

Fructose 1066

Organin acids

Citric acid 231.7

Maric acid 32.1

Lactic acid 17.3

Pyruvic acid

Amino acids

n.d.

Alanine 26.2

Glutamine 101.6

Carotenoids

Lycopene 0.4

n.d.: not detected

Table 2-1. 試験飲料の栄養成分組成 Table 2-2. TSの主要成分組成Table 2-1. 試験飲料の栄養成分組成 Table 2-2. トマト漿液 (TS) の栄養成分組成
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第２項 男性被験者を対象とした飲酒試験 

 本試験は、アサヒグループホールディングス株式会社の臨床試験審査会およびカゴメ

株式会社の研究倫理審査委員会による承認 (2011-R08) を得るとともに、ヘルシンキ宣

言に基づく倫理的原則および「疫学研究に関する倫理指針」（2004 年文部科学省）を遵

守して実施した。 

週に 1 回以上の日常的な飲酒習慣があり、適正飲酒範囲量（純アルコールとして 1 日

20 - 50 g、健康日本 21 ならびに（社）アルコール健康医学協会）での飲酒が可能な健常

成人男性 12 名を被験者とした（平均年齢：36.2 ± 11.3 歳，平均体重：66.6 ± 6.2 kg）。

この中に喫煙の習慣を持つ者は含まれなかった。被験者には、本試験内容について十分

に説明し、自由意思による同意を書面により得た。 

 2 種類（Alc および TJAlc）の飲料について非盲検クロスオーバー試験を実施した。す

なわち、被験者を無作為に 2 群に分け、片方の群には TJAlc を、もう一方の群には Alc

を単回摂取させた。1 週間程度の間隔をあけた後、1 回目の単回摂取試験において TJAlc

を摂取した群には Alc を、Alc を摂取した群には TJAlc を単回摂取させた。試験期間中

の生活習慣に関する制限は特に設けなかったが、試験前日のみ禁酒とした。試験当日は

空腹のまま試験を開始し、アルコール量が 0.4 g/kg 体重となるように TJAlc または Alc

のいずれかを摂取させた。試験飲料摂取前および摂取 30、 60、 120 および 180 分後に

採血を実施し、血中エタノール、酢酸、乳酸およびピルビン酸濃度を測定した。さらに、

両飲料の摂取前および摂取 30、 45、 60、 90、 120 および 180 分後に『酔い感』につ

いての自覚症状を調査した。すなわち、Martin らが考案し 37)、その後様々な人種および

遺伝的背景を持つ人々への評価に使用されてきた Biphasic Alcohol Effects Scale (BAES) 

法 38, 39)に基づき、ポジティブな酔い感を示す 7 項目：高揚感・何かしたい・元気・興奮・

話したい・楽しい・活力あるおよびネガティブな酔い感を示す 7 項目：集中できない・

落ち込み・頭重感・鎮静・眠い・思考力低下・疲れの計 14 項目の自覚症状について、

それぞれ 0-10 点までのスコアを用紙に記入させた。 
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第３項 動物試験 

動物試験はカゴメ株式会社総合研究所動物・生体試料実験施設管理運営委員会の承認

(2010.001) を受け、「実験動物の飼育および保管並びに苦痛の軽減に関する基準」（環境

省）および「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」（日本学術会議）を遵守し

た上で行った。 

8 週齢の雄性 Sprague-Dawley (SD) 系ラット (Charles Liver Laboratories Japan, Inc., 

Yokohama, Japan) 9 匹を馴化させた後、3 種の試料：水 (Control)、TS、アルコール代謝

に影響を及ぼすことが報告されているアラニン・グルタミン・クエン酸の混合物 

(AGC)
40, 41)について 3 期のクロスオーバー試験を実施した。すなわち、SD 系ラットを無

作為に A、 B および C 群の 3 群に分け、第 1 期の試験では A 群にて水、B 群にて TS、

C 群にて AGC がアルコール代謝に及ぼす効果を評価した。第 2 期および第 3 期では、

A 群にて TS と AGC を、B 群にて AGC と水を、C 群にて水と TS をそれぞれ評価した。

各試験期間には 1 週間以上のインターバルを設けた。各試験期において、一晩絶食させ

た SD 系ラットにいずれかの試料（水、TS または AGC）を 10 mL/kg 体重となるように

経口投与し、その 15 分後に 20% (v/v) エタノール水溶液を 2.0 g/kg 体重となるように経

口投与した。エタノールの投与前および投与 60、 120、180 および 240 分後に尾静脈よ

り採血を行い、エタノールおよび有機酸濃度を測定した。なお、AGC の濃度は、TS（Table 

2-2 参照）と同等となるように調製した。すなわち、26.2 mg のアラニン、101.6 mg のグ

ルタミンおよび 231.7 mg のクエン酸を 10 mL の蒸留水に溶解した。 

次に、トマトの水溶性成分が肝臓のアルコール代謝関連酵素の活性に及ぼす効果を調

べた。上記の試験と同様に水または TS を投与した 15 分後にエタノールを SD 系ラット

に経口投与した。その 1 時間後に SD 系ラットを安楽死させ、肝臓を摘出した。肝臓は

生理食塩水で十分に洗浄した後、液体窒素にて凍結し、使用するまで-80°C で保存した。 
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第４項 ヒト試験および動物試験における血中指標の測定  

 2.5 mL の 4% (v/v) 過塩素酸 (PCA) を含むチューブに、採取した血液 (5 µL) を速や

かに添加し、撹拌後、遠心分離 (3,000 × g, 10 min) を行った。その上清 2.0 mL を、0.5 

g の NaCl を含むガスクロマトグラフ (GC) 用バイアルに入れ、水素炎イオン化検出器 

(FID)－ヘッドスペース GC (6890N GC System, Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, 

USA) に供し、血中エタノール濃度 (mg/mL) を測定した 42)。ヘッドスペースサンプラ

ーには G1888 Network Headspace Sampler (Agilent Technologies) を、カラムには DB-WAX 

(60 m × 0.25 mm, Agilent J&W GC Columns) を使用した。オーブン温度を 240℃、ガス流

量を 20 mL/min に設定した。 

0.2 mL の 4% (v/v) PCA を含むチューブに採取した血液 (100 µL) を速やかに添加し、

撹拌後、遠心分離 (3,000 × g, 10 min) を行った。その上清を、pH 緩衝化ポストカラム

電気伝導度検出法 43)を用いた有機酸分析 HPLC システム (Prominence, Shimadzu Co., 

Ltd., Kyoto, Japan) に供し、血中有機酸濃度 (mg/dL) を測定した。カラムには 2 本直列

に接続した Shim-pack SPR-H (250 × 7.8 mm, Shimadzu Co., Ltd.) を、検出器には電気伝導

度検出器 (CDD-6A, Shimadzu Co., Ltd., polarity: +, temperature: 43°C) を用いた。移動相 

(5 mM p-toluenesulfonic acid) および反応相 (20 mM bis-Tris and 0.1 mM EDTA/5 mM 

p-toluenesulfonic acid) の流速はそれぞれ 0.8 mL/min とした。 

 

第５項 ラット肝臓中のアルコール代謝関連酵素活性の測定 

 肝臓の組織分画は Kishimoto らの方法 44)に準じて行った。すなわち、肝臓 0.5 g に対

して、sucrose (0.25 M) および 2-mercaptoethanol (1 mM) を溶解した 10 mM Tris-HCl 

buffer (pH 7.4) を 2.0 mL 添加し、ホモジナイズした。遠心分離 (750 × g, 10 min) により

細胞核などの沈殿物を除去した後、さらに遠心分離 (10,000 × g, 20 min) を行い、上清

と沈殿に分けた。沈殿を上記の緩衝液で洗浄し、再び遠心分離 (10,000 × g, 10 min) を

行い、得られた沈殿をミトコンドリア画分とした。一方、上清についてはさらに遠心分
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離 (100,000 × g, 60 min) した後、得られた上清を細胞質画分として回収した。沈殿物に

ついては、0.15 M KCl で洗浄した後に再び遠心分離 (100,000 × g, 60 min) を行い、上清

を除去してミクロソーム画分とした。全ての画分は使用するまで-80°C で保存した。 

アルコール脱水素酵素 (ADH) の活性を測定するために、肝臓の細胞質画分および

1.6 mM NAD を含む 0.1 mM Glycine-NaOH buffer (pH 10.6) 200 µL に 10 µL の 2% (v/v) 

ethanol を添加することで反応を開始させた。単位時間当たりの 340 nm での NADH の吸

光度変化（NADH のモル吸光係数：6.3×10
3 

M
-1

 cm
-1）および細胞質画分のタンパク質

濃度 (mg-protein) から ADH 活性 (nmol/min/mg-protein = mU/mg-protein) を算出した。 

アルデヒド脱水素酵素 (ALDH) 活性を測定するために、反応溶液 (64 mM sodium 

pyrophosphate (pH 8.0) 100 µL, 100 mM NAD 8 µL, 10 mM pyrazole 2 µL, 10 mM EDTA 20 

µL, dH2O 40 µL) に各画分 20 µL を加え、室温で 3 分間インキュベートした後、80 mM 

propionaldehyde を 10 µL 添加して反応を開始させた。ADH 活性と同様に 340 nm におけ

る NADH の吸光度変化を測定し、ALDH 活性 (nmol/min/mg-protein = mU/mg-protein) を

求めた。なお、ミクロソーム画分およびミトコンドリア画分は、沈殿物を 0.25 M sucrose

で懸濁後、タンパク質濃度が 5 mg/mLとなるように調製し、1% (w/v) sodium deoxychorate

で可溶化した後、測定に供した。 

乳酸脱水素酵素 (LDH) 活性を測定するために、2.0 mL の反応溶液 (2 mM NADH/100 

µM phosphate buffer (pH 7.4)) に細胞質画分 (5 µL) を加え、室温で 3 分間インキュベー

トした後、20 mM sodium pyruvate を 100 µL 添加して反応を開始させた。ADH 活性およ

びALDH活性と同様に340 nmにおける単位時間当たりのNADHの吸光度変化からLDH

活性 (nmol/min/mg-protein = mU/mg-protein) を求めた。 

 

第６項 統計解析 

飲酒後の自覚症状の結果は、最小値、第 1 四分位点、中央値、第 3 四分位点および最

大値から成る箱ひげ図で示し、Wilcoxon の符号順位検定により統計学的な有意差を算
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出した。他の結果については全て平均値±標準偏差で示した。対応のない 2 群間の比較

は Student’s t-test で、対応のある 2 群間の比較は Paired t-test で有意差を算出し、3 群以

上の群間比較については一元配置分散分析 (ANOVA) の後、Tukey-Kramer 法による多

重比較により有意差を算出し、異なる符号によって示した。有意水準は 5%未満とした。 

 

第３節 結果 

 

第１項 男性被験者における TJAlc 摂取後の血中アルコール代謝関連指標 

 血中エタノール濃度は、5% アルコール飲料 (Alc) の摂取 60 分後に最大 (0.42 ± 0.08 

mg/mL) に達した (Fig. 2-1A)。一方、5% アルコール含有トマトジュース (TJAlc) を摂

取した場合、血中エタノール濃度の上昇は有意に抑制された。また、その後 180 分後ま

で Alc 摂取後と比べて有意に低く推移した。血中エタノール濃度曲線の消失相（試験飲

料投与 60 分後から 180 分後にかけての直線部分）を外挿し、血中エタノールの消失時

間を求めた結果、TJAlc 摂取後の血中エタノール消失時間は、Alc 摂取後と比べて 1 時

間程度短縮された (Fig. 2-1B)。  

 次に、両飲料摂取後の血中有機酸濃度を測定した。TJAlc 摂取後において、血中エタ

ノール濃度の低下に伴う血中酢酸濃度の上昇が認められ、摂取後 30 分から 120 分にか

けて Alc 摂取後と比べて有意に高く推移した (Fig. 2-2)。血中ピルビン酸濃度は飲酒に

より低下したが、TJAlc 摂取後ではその低下が抑制される傾向が認められ、摂取 60 分

および 180 分後において Alc 摂取後と比べて有意に高値を示した (Fig. 2-2)。TJAlc の摂

取により血中乳酸濃度は Alc 摂取後と比べて顕著に上昇し、摂取後 30 分から 60 分にか

けて統計学的に有意な差 (p < 0.05) が認められた (Fig. 2-2)。 
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Fig. 2-1. 5%アルコール飲料 (Alc) および 5%アルコール含有トマトジュース (TJAlC) 摂取

後の血中エタノール濃度変化 (A) と消失時間 (B)［平均値±標準偏差 (n = 12)、*: p < 0.05 vs. 

Alc (Paired t-test)］ 

 

 

Fig. 2-2. 5%アルコール飲料 (Alc) および 5%アルコール含有トマトジュース (TJAlC) 摂取

後の血中酢酸、ピルビン酸および乳酸濃度の変化［平均値±標準偏差 (n = 12)、*: p < 0.05 vs. 

Alc (Paired t-test)］ 
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第２項 男性被験者における TJAlc 摂取後の酔い感の主観的自覚症状 

Alc および TJAlc 摂取後の酔いに関する自覚症状として、ポジティブな酔い感を示す

7 項目ならびにネガティブな酔い感を示す 7 項目のスコアについて経時変化を調べた。

ポジティブな酔い感を示す 7項目の合計値ならびにネガティブな酔い感を示す 7項目の

合計値の推移を Fig. 2-3 に示す。Wilcoxon の符号順位検定を行った結果、TJAlc 摂取後

のポジティブな酔い感の合計値は高く推移し、摂取 45 および 90 分後に Alc 群と比べて

有意な差 (p < 0.05) が認められた。「元気」 (Median @45 min: Alc 2.6，TJAlc 5.5，p < 0.05)、

「活力がある」 (Median @45 min: Alc 1.8，TJAlc 4.7，p < 0.05) および「何かしたい」

(Median @90 min: Alc 2.2，TJAlc 3.9, p < 0.05) の上昇がポジティブな酔い感の合計値の

有意な上昇に大きく寄与していた。一方、TJAlc の摂取はネガティブな酔い感には影響

を及ぼさなかった。 

 

Fig. 2-3. 5%アルコール飲料 (Alc) および 5%アルコール含有トマトジュース (TJAlC) 摂取

後のポジティブおよびネガティブな酔い感の合計値の推移［箱ひげ図のエラーバーの下端

と上端、箱の下端と上端および箱内の横線は、最小値、最大値、第 1 四分位点、第 3 四分

位点および中央値を示す (n = 12)、*: p < 0.05 vs. Alc (Wilcoxon single rank test)］ 
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第３項 トマトの水溶性成分によるアルコール代謝促進作用 

 カゴメ株式会社で過去に実施した予備試験の結果、トマトに含まれる lycopene などの

脂溶性成分にはアルコール代謝促進作用が認められなかったことから、トマトの水溶性

成分がアルコール代謝の促進に寄与していると考え、トマト漿液 (TS) 画分を用いて検

討を行った。TS 中の代表的な水溶性成分、すなわち、糖類、アミノ酸類および有機酸

類を測定した結果、アルコール代謝に影響を及ぼす可能性が示唆されるアラニン、グル

タミンおよびクエン酸 40, 41)が TS 中に豊富に含まれていることが判明した (Table 2-2)。

そこで、雄性 SD 系ラットを用いて TS と上記成分がアルコール代謝に及ぼす影響を評

価した。SD 系ラットに TS を投与し、15 分後にエタノールを経口投与した結果、血中

エタノール濃度の上昇は顕著に抑制された (Fig. 2-4)。TS 中の含量と同等となるように

調製したアラニン、グルタミンおよびクエン酸混合物 (AGC) を投与した場合において、

エタノール投与後の血中エタノール濃度の上昇は有意に抑制されたが、その効果は TS

に匹敵するものではなかった。先述の男性被験者を対象とした試験結果と同様に、TS

投与による血中ピルビン酸および乳酸濃度の上昇が認められた (Fig. 2-4)。しかしなが

ら、AGC を投与したラットにおいては血中有機酸濃度の上昇は認められなかった。な

お、データには示していないが、TS に多量に含まれるグルコースやフルクトースにつ

いても同様の評価を実施したが、各血中指標に与える影響は認められなかった。 
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Fig. 2-4. トマト漿液 (TS) およびアラニン・グルタミン・クエン酸混合物 (AGC) がエタノ

ール投与後の血中エタノール、ピルビン酸および乳酸濃度に及ぼす影響［平均値±標準偏

差 (n = 9)、測定時間における異符号間で有意差あり (p < 0.05, Tukey-Kramer) ］ 

 

第４項 トマトの水溶性成分が肝臓のアルコール代謝関連酵素活性に及ぼす効果 

ラットの肝臓細胞質画分に存在する ADH、ALDH、LDH および ALT の活性を測定し

た結果、TS の投与により ADH および ALDH の活性が上昇する傾向が認められた (Fig. 

2-5)。さらに、ピルビン酸から乳酸への変換を触媒する LDH 活性を測定したところ、

TS の投与による有意な (p < 0.05) 上昇が認められた。一方で、ALT 活性には変化が認
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められなかった。なお、データには示していないが、肝臓のミクロソームおよびミトコ

ンドリアに存在する ALDH 活性に及ぼす影響は認められなかった。 

 

Fig. 2-5. トマト漿液 (TS) の投与が SD系ラットの肝臓細胞質画分におけるアルコール代謝

関連酵素（alcohol dehydrogenase: ADH, aldehyde dehydrogenase: ALDH, lactate dehydrogenase: 

LDH, alanine aminotransferase: ALT）の活性に及ぼす影響［平均値±標準偏差 (n = 4-5)、*: p < 

0.05 vs. Control (Student’s t-test)］ 

 

第４節 考察 

 健常男性を対象に実施した試験において、トマトジュースとアルコールの同時摂取 

(TJAlc) が、エタノールの血中濃度の上昇を緩やかにし、その後の血中からの消失時間

を早めることを確認した。動物を用いた予備試験の結果、トマトジュースがアセトアル

デヒドの代謝に影響を及ぼす可能性は低いと考えられたため、本研究では被験者の選定

において ALDH 遺伝型を考慮せず、また、血液中のアセトアルデヒド濃度の測定も行

わなかった。そのため、血中エタノール濃度の変化とその一次代謝産物であるアセトア

ルデヒドの血中濃度変化との関連性については不明である。しかしながら、本研究では、
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トマトジュースの同時摂取により飲酒後の血中エタノール濃度が低く推移したことと

合わせてエタノールの中間代謝産物である酢酸の血中濃度上昇が認められており、トマ

トジュースの摂取がアルコール代謝を促進したものと推察された。また、BAES 法によ

る酔い感の評価を行った結果、トマトジュースとアルコールを同時摂取した被験者にお

いてポジティブな酔い感が増強された。飲酒によるポジティブな酔い感は、血中エタノ

ール濃度が低いときに高くなることが知られることから 37)、この結果もまた、トマトジ

ュースの摂取がアルコール代謝を促進した、との考察を支持するものといえる。 

トマトジュース摂取によるアルコール代謝促進作用は、強力な一重項酸素消去能 5)

に基づき多彩な生理作用が報告される 33-36) 
lycopene ではなく、水溶性成分に起因するこ

とが判明した。近年のメタボロミクス解析により、869 種の化合物がトマト果実中から

同定されたが 45)、糖類、アミノ酸類、有機酸類およびポリフェノール類といった水溶性

成分だけでも数 100 種類に上ると考えられる。多数の水溶性成分のうち、アラニン、グ

ルタミンおよびクエン酸については、アルコール代謝に影響を及ぼす可能性が示唆され

ている 41, 42)。しかしながら、それら成分の効果は TS と比べて劣っていたことから (Fig. 

2-4)、より強い効果を有する成分がトマト中に存在していると推察された。 

食事の摂取が血中エタノール濃度を低下させるメカニズムについては様々な仮説が

示されてきた。その中で、糖類や糖原生アミノ酸類の代謝過程において生じるピルビン

酸が重要な役割を担っている可能性がある 46-49)。ピルビン酸は、飲酒による一連の応答

によって生じ、細胞内に蓄積した NADH の再酸化を促進することで NAD と NADH の

比を是正し、その結果、多くのアルコール代謝関連酵素を含む NAD(H) 依存性酵素の

活性を高める働きをする。本研究においては、アルコールとトマトジュースを同時摂取

した被験者のみならず、アルコールと TS を投与した SD 系ラットにおいても血中ピル

ビン酸濃度の上昇が認められた。さらに、血中乳酸濃度と肝臓中 LDH 活性の上昇も同

時に認められた。これら一連の結果から、トマトのアルコール代謝促進作用のメカニズ

ムについて、以下の仮説が考えられる。i) トマトに含まれる成分が直接ピルビン酸の供
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給源となる、もしくはピルビン酸の生合成系を高めることにより血中ないしは肝臓中の

ピルビン酸濃度を上昇させる。ii) これにより、肝臓の LDH 活性が高まりピルビン酸か

ら乳酸への代謝が促進される。iii) LDH はピルビン酸から乳酸への代謝を行うと同時に

NADH から NAD への再酸化に働き、アルコール代謝により消費された NAD を補うこ

とで、iv) ADH ならびに ALDH の活性を亢進し、アルコール代謝を促進する。一連の機

序において、第一段階となるピルビン酸濃度の上昇に関してはトマトに内在するピルビ

ン酸の寄与が考えられる。しかしながら、Yin ら 50)が報告したように、トマトに含まれ

るピルビン酸は極めて微量であり、本試験においてもトマト試料からピルビン酸は検出

されなかった。血中エタノール濃度に一定の効果を示したアラニンは代表的な糖原生ア

ミノ酸として知られるが、アラニンを含む混合物の投与による血中ピルビン酸濃度の上

昇は認められなかった (Fig. 2-4)。さらに、アラニンからピルビン酸への代謝に関わる

肝臓の ALT 活性は TS 投与による上昇を示さなかった (Fig. 2-5)。以上のことから、本

研究により観察された血中ピルビン酸濃度の上昇は、トマト中に含まれるアラニン以外

の成分によるものと推察された。 

 

第５節 小括 

In Western countries, alcoholic beverages with tomato such as the beer-based “Red Eye” and 

the vodka-based “Bloody Mary” have been habitually taken, but the reason why tomato has 

been preferably consumed while drinking alcohol remains unclear. The aim of this Chapter was 

to investigate the effect of tomato on alcohol metabolism in vivo in humans. In a randomized, 

controlled, crossover study with 12 Japanese healthy men aged between 24 and 56 years, 

drinking tomato juice containing 5% (v/v) alcohol (TJAlc) significantly attenuated the elevation 

of blood ethanol level and subsequently increased the level of acetate, compared with 5% 

alcohol beverage (Alc). Significantly higher levels of blood pyruvate and lactate were also 

observed in subjects who had consumed TJAlc compared with those consumed Alc. 
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Additionally, a biphasic alcohol effects scale (BAES) method showed that subjective feelings 

for alcohol-induced stimulant effects were significantly enhanced by drinking TJAlc. Animal 

experiments in male Sprague-Dawley (SD) rats suggested that the effect on blood biomarkers 

was attributable to the serum fraction of tomato (TS), which largely consisted of aqueous 

compounds such as alanine, glutamine and citric acid, but not lipophilic compounds including 

the carotenoid lycopene. Administration of TS clearly increased the activity of 

NAD(H)-dependent enzymes such as lactate- (LDH), alcohol-, and aldehyde-dehydrogenase in 

SD rat liver cytosols. These findings suggest that aqueous compound(s) in tomato may promote 

alcohol metabolism, probably by increasing pyruvate level, enhancing LDH activity, and 

improving the ratio of NAD to NADH. 
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第３章 ブロッコリースプラウト由来スルフォラファンのアセトアルデヒド代

謝促進作用 

 

第１節 緒言 

 飲酒により体内に吸収されたアルコールは速やかにアルコール脱水素酵素 (ADH) 

による代謝を受け、アセトアルデヒドとなる。アセトアルデヒドは、飲酒後の顔面紅潮

や頭痛、動悸といった不快症状を引き起こすとともに、高い変異原性や発がん性を有す

ることから、種々の健康被害の原因となる。アセトアルデヒドは、主に肝臓において無

害な物質である酢酸へと代謝されるが、その代謝には、アルデヒド脱水素酵素 (ALDH) 、

特にミトコンドリアに局在する ALDH2 が関与している 51)。興味深いことに、日本や中

国、韓国といった東アジアの国々において特徴的に ALDH2 遺伝子多型の存在が認めら

れており、東アジアの国々の 40%以上の人々が変異型の ALDH2 遺伝子 (ALDH2*2) を

保有することが知られる 52, 53)。ALDH2*2 の人々は、アルコール不耐性であるため、例

え少量の飲酒であっても上述の不快症状を呈しやすく、また、これまでに行われた疫学

研究の結果から、通常の ALDH2 遺伝型 (ALDH2*1) を保有する人と比べて、がんや他

の深刻な疾病を発症するリスクが高いことが指摘されている 54)。特に、日本人の中年男

性によく見られる食道扁平上皮がんについては、ALDH2 遺伝子の変異や飲酒量の増加

によって発症リスクが劇的に高まることが報告されており 55-57)、アセトアルデヒドが発

がんの原因となっている可能性が強く示唆されている。 

 日本国立がんセンターが実施した、38,700 人の中年男性を対象とした前向きコホート

研究の結果 58)、野菜や果物の摂取量が 1 日当たり 100 g 増えると食道がんの発症リスク

が 11%低下することが報告されている。さらに興味深いことに、アブラナ科野菜の摂取

量が 1日当たり 100 g増えると食道がん発症リスクが 56%低下することが層別解析の結

果から示されており、食道がんの発症原因となるアセトアルデヒドの毒性緩和に有効な

成分がアブラナ科野菜に存在する可能性が示唆されている。 
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Fig. 3-1. Keap1-Nrf2-ARE 経路を介した、スルフォラファンの生体防御遺伝子誘導機構 

 

 多数の疫学研究 59-62)から、アブラナ科野菜の種々の健康効果や生理作用にはアブラナ

科野菜に特異的に豊富に含まれるグルコシノレート (GLS) 類が関与している可能性が

高いと指摘されている。植物体において安定的に存在する GLSs は、植物に内在する、

またはヒトや動物の腸内細菌叢が産生するミロシナーゼの作用により、生理活性成分と

して知られるイソチオシアネート (ITC) 類に変換される (Fig. 1-2B)
63)。ITCs は、その

特有の官能基 (-NCS) や強い求電子性のために生体内に存在する様々なタンパク質と

結合し、多彩な生理作用を発現することが知られる。ITCs の代表例のひとつであるス

ルフォラファン (SFN) は、強力な第二相酵素誘導能を持つ成分としてブロッコリーか

ら見出された 12)。それ以降、世界中の研究者の関心を集め、SFN は種々の抗酸化酵素

や第二相酵素を誘導する作用や抗炎症作用により、発がん性物質や変異原性物質、活性

酸素種等から細胞・組織を保護することが明らかとなっている 16, 64, 65)。生物の生体防御

機構の中心的役割を担う転写因子 Nrf2 (Fig. 3-1) が、上述の SFN の生理作用発現に関与

することが明らかとなっている 66)。Nrf2 は、通常、細胞質内において Keap1 と呼ばれ

る二量体タンパク質により捕捉されているが、種々のストレスや SFN のような誘導剤

Cytoprotective genes
-Phase 2 detoxyfication enzymes
-Antioxidant proteins and enzymes

Transcriptional
upregulation

スルフォラファン
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の作用により Keap1 から遊離し、核内に移行後、Antioxidant Response Element (ARE) に

結合し、上記の第二相酵素群を含む種々の標的遺伝子の転写を誘導する 67)。この Nrf2

を中心とした一連の転写制御機構（Keap1-Nrf2-ARE 経路）を誘導する多様な低分子化

合物がこれまでに見出されている 68, 69)。その中には SFN のような植物性食品から見出

されたファイトケミカルが多数含まれている。したがって、Nrf2 を介した生体防御機構

は、植物性食品によるがん予防効果や細胞・組織保護効果、さらには種々の疾病予防効

果、”Phyto-Chemoprotection” を実現するための鍵と考えられる。そこで本章では、アセ

トアルデヒドの代謝を司るALDHの発現誘導に対するKeap1-Nrf2-ARE経路の関与を検

証するとともに、その経路の誘導剤である SFN がアセトアルデヒドの代謝に及ぼす影

響について検討を行った。 

 

第２節 材料および方法 

 

第１項 材料および試薬 

 試薬類は下記のように入手した。 

 SFN は Santa Crus Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) から、他の ITCs (erucin, iberin, 

benzyl-ITC, phenetyl-ITC, propyl-ITC, hexyl-ITC) は LKT Laboratories (St. Paul, MN, USA) 

から購入した。4-(Rhamnopyranosyloxy)benzyl ITC は、Moringa oleifera から精製したも

の 70)を J.W. Fahey (Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, MD, USA) から

恵与された。Triterpenoid TP-225
71)

 は M.B. Sporn (Dept. of Pharmacology and Toxicology, 

Dartmouth Medical School, Hanover, NH, USA) から恵与された。Celastrol は Cayman 

Chemical (Ann Arbor, MI, USA) から購入した。Bis(benzylidene)acetones, HBB-2 and 

HBB-4 は、既報 72)により合成したものを使用した。Tricyclic bis(cyano-enone) (TBE-31) は

既報 73)により合成したものを M.B. Sporn からご供与頂いた。フラボノイド類 

(β-naphthoflavone, pinostrobin, tectochrysin, kaempferide) は Indofine Chemical Company 
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(Hillsborough, NJ, USA) から購入した。 

 

第２項 細胞培養 

使用した全ての細胞株は 5% CO2環境下 37°C で培養した。マウス肝がん由来細胞株

Hepa 1c1c7 (American Type Culture Collection) は熱非動化処理を施したウシ胎児血清 

(FBS) 10% (v/v) を含む α-MEM で培養した。マウス胎仔線維芽細胞 (MEFs) は 13.5 日

胚を野生型または Nrf2 遺伝子欠損型の C57BL/6 マウスから取得し、熱非動化 FBS 10% 

(v/v) および 2 mM L-glutamine を含む Iscoves Modified Dulbecco’s Medium 中で培養した。 

 

第３項 動物試験 

 全ての動物試験は、National Institutes of Health (NIH) Guidelines および Animal Care and 

Use Committee of the Johns Hopkins University (MO11M123) に従って実施した。 

 動物試験 1 では、15 匹の 8-9 週齢雌性 CD-1 マウス (Charles River Laboratories, 

Wilmington, MA, USA) を使用し、種々の臓器における ALDH の活性および遺伝子発現

の上昇に有効な SFN 摂取量の評価を行った。15 匹全ての CD-1 マウスを、AIN-76A 飼

料で 7 日間馴化した後、無作為に 3 群に割付け（各群 n = 5）、SFN を含まない AIN-76A

飼料、AIN-76A 3 g 当たりに 5 (= 0.89 μg) または 20 μmol (= 3.54 μg) の SFN を混合した

飼料を 7 日間自由摂取させた。その後、安楽死させた後、肝臓、前胃および腺胃を摘出

し、液体窒素中で急速凍結した後、使用まで-80°C で保存した。なお、CD-1 マウスでは

前胃と腺胃とで第二相酵素の誘導挙動が異なるという報告 12)があり、分けて摘出した。

各臓器の一部については、RNA 安定化試薬 (RNAlater, Sigma, St. Louis, MO, USA) に浸

し、RNA 抽出まで 4°C で保管した。 

 動物試験 2 では、18 匹の 8-9 週齢雌性 CD-1 マウスを使用した。動物試験 1 と同様に

馴化させた後、2 群に割付け、Control 群には AIN-76A 飼料を、SFN 群には AIN-76A 3 g

当たりに 20 μmol (= 3.54 μg) の SFN を含む飼料を 7 日間自由摂取させた。その後、一
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晩絶食させたマウスに 35% (v/v) エタノールを経口投与した（2.0 g /kg 体重）。エタノー

ル投与前と投与 0.5、1、2、3、4 および 6 時間後に 20 μL の血液を尾静脈より採取し、

血中エタノールおよびアセトアルデヒド濃度を測定した（第３章第７項参照）。 

 

第４項 ALDH 活性測定  

 Hepa 1c1c7 (6.0 × 10
5
 cells) または MEFs (1.2 × 10

6
) を 6 cm プレートに播種し、37°C、

5% CO2環境下で 24 時間培養した後、連続希釈により調製した異なる濃度の誘導剤を含

む培地 (10% FBS/α-MEM) に交換し、さらに 48 時間培養した。調製した誘導剤を添加

する際、アセトニトリルまたは DMSO の終濃度がそれぞれ 0.5 または 0.1% (v/v) を上

回らないようにした。48 時間の培養後、細胞を PBS で 2 回洗浄し、スクレーパーを用

いてプレートから剥離・回収し、低温 (4°C) 下でホモジナイズした。ホモジネートを

遠心分離 (3000 × g, 15 min, 4°C) に供し、得られた上清の ALDH 活性を Koivula らの方

法 74)を一部改良し、蛍光法により 96 well-plate を用いて測定した。具体的には、70 mM 

sodium pyrophosphate buffer (pH 8.0)、1.67 mM pyrazole、1.33 mM NAD および上清を含む

反応溶液 (190 μL) に 10 μLの 90 mM propionaldehydeを添加することで反応を開始させ、

NADH 生成 (λex = 340 nm/λem = 460 nm) の初速度を 25°C で 10 分間測定した。

Propionaldehyde 非添加ウェルを設けることでブランクの反応速度も測定した。ALDH 反

応速度（propionaldehyde添加時のNADH生成速度から propionaldehyde非添加時のNADH

生成速度を差し引いた値）を上清のタンパク質濃度で標準化し、ALDH 活性 

(nmol-NADH/min/mg protein = mU/mg-protein) を算出した。 

 細胞分画の ALDH 活性を測定するために、細胞 (Hepa 1c1c7) および摘出した各臓器

を、0.25 M sucrose および 1 mM  2-mercaptoethanol を含む 10 mM Tris–HCl (pH 7.4) 中

でホモジナイズした後、遠心分離 (750 × g, 15 min, 4°C) に供し、細胞核等を除去した。

得られた上清をさらに 2 回遠心分離 (12,000 × g, 20 min, 4°C) に供し、細胞質およびミ

クロソームを含む画分（上清）、ならびにミトコンドリア画分を含む沈殿を得た。細胞
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質およびミクロソーム画分は、希釈した後、前述の ALDH 活性測定に供した。ミトコ

ンドリア画分については、沈殿を 0.25 M sucrose 水溶液に懸濁した後、同量の 1% (w/v) 

sodium deoxycholate/1% sodium bicarbonate 水溶液を加え、Branson Sonicator (Branson 

Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA) を用いて 2 分間超音波処理を行い、ALDH 活

性測定に供した。 

 

第５項 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1) 活性測定  

 Hepa 1c1c7 を 10
4
 cells/well となるように 96 ウェルプレートに播種し、24 時間培養し

た後、連続希釈により調製した誘導剤溶液を添加し、48 時間処理を行った。Prochaska 

assay method
75, 76)に準じ、menadione を基質に用いて、NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 

(NQO1) の活性を測定した (Fig. 3-2)。具体的には、処理後の細胞を PBS で 2 回洗浄し

た後、0.8 mg/mL digitonin/2 mM EDTA 溶液 75 µL を各ウェルに添加し、37°C で 10 分間

インキュベートした。その後、室温に移し、プレートシェーカーで振とう (250 rpm) す

ることで細胞を溶解させた。細胞溶解液のうち 20 µL については、新たな 96 ウェルプ

レートに移し、BCA 法によるタンパク質定量に供した。各ウェルに残る 55 µL の細胞

溶解液に対し、200 µL の反応溶液［7.5 mL の 0.5 M Tris-HCl (pH 7.4)、100 mg のウシ血

清アルブミン、1 mL の 1.5% (v/v) Tween-20、0.1 mL の 7.5 mM FAD、1 mL の 150 mM 

glucose-6-phosphate、90 µL の 50 mM NADP、300 U の glucose-6-phosphatate dehydrogenase 

(from yeast) 、 150 µL の 50 mM menadione/acetonitrile および 45 mg の MTT 

(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) を混合し、蒸留水で 150 

mL の定容を添加し、室温で 5 分間反応させた。各ウェルに 50 µL の反応停止液（30 mM 

dicumarol/5% DMSO/5 mM phosphate buffer）を添加した後、610 nm の吸光度を測定する

ことで、MTT formazan（モル吸光係数：11.3×10
3 
M

-1
 cm

-1）生成量を見積もり、NQO1

活性 (nmol/min/mg-protein = mU/mg-protein) を求めた。 

 CD-1 マウスから採取した臓器については、前項で述べたように細胞質およびミクロ
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ソームを含む画分を調製し、NQO1 活性測定に供した。 

 

 

Fig. 3-2. NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1) 活性測定法の原理 76)
 

 

第６項 ALDHs 遺伝子発現量の測定 

 各種各濃度の誘導剤による処理を 24 時間行った Hepa 1c1c7、または RNA 安定化処理

を行ったマウス由来の各臓器切片から TRIzol reagent (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) 

を用いて抽出した total RNAを逆転写反応 (iScript, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) に供し、

cDNA を作製した。cDNA は SYBR Green fluorescence (POWER SYBR Mastermix, Applied 

Biosystems, Carlsbad, CA, USA) を用いた定量 PCR (7000 Sequence Detection System, 

Applied Biosystems) に供した。使用したプライマーは全て既報 77)に基づき設計した。各

ALDH の mRNA 発現量は、β-actin の mRNA を用いて標準化し、ΔΔCt 法により ALDH

遺伝子の発現比を算出した。 
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第７項 血中エタノールおよびアセトアルデヒド濃度の測定 

 血中エタノールおよびアセトアルデヒド濃度は、Tottmar らの方法 78)を改良し、酵素

法により測定した。すなわち、マウスの尾静脈から採取した全血試料 (20 μL) を速やか

に 200 μL の 4% (v/v) 過塩素酸 (PCA) と混合した後、密閉したチューブ中でインキュ

ベートした (4°C, 10 min)。その後、遠心分離 (3000 × g, 10 min, 4°C) によって得た上清

を新たなチューブに移し、20 μL の 3 M K2CO3を加えることで上清の pH を 7.5 ~ 8.0 と

した。遠心分離 (3000 × g, 10 min, 4°C) により沈殿を除去し、上清をエタノールおよび

アセトアルデヒド分析に供した。 

 エタノール濃度の測定は 96 ウェルプレートを使用して行った。反応溶液：0.5 M 

glycine-NaOH buffer (pH 9.0), 0.6 mM NAD, 53 units/mL ADH (purified ADH from yeast, 

Sigma) を含むウェルに、適当に希釈した上清またはエタノールの希釈系列を添加して

反応を開始させ、NADH (λex = 340 nm/λem = 460 nm, 25°C) の生成速度を測定した。上

清またはエタノールを含む最終の反応溶液量は200 μLとした。血中エタノール濃度は、

5 分間までの測定により得た NADH の生成速度をもとにエタノール検量線を用いて算

出した。 

 アセトアルデヒド濃度の測定は石英キュベット（光路長：10 mm）を用いて行った。

2.33 mL の反応溶液［50 mM sodium pyrophosphate (pH 8.8)、 0.1 mM pyrazole、 0.1 mM 

NAD
+および 0.2 unit/mL of ALDH (potassium-activated from baker’s yeast, Sigma)］に、前

述の上清 0.17 mL を添加することで反応を開始させた。反応開始前と 5 分後に蛍光強度 

(λex = 340 nm/λem = 460 nm, Model LS 50, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) を測定し、

NADH（モル吸光係数：6.3×10
3 
M

-1
 cm

-1）の生成速度を見積もった。アセトアルデヒド

標品の希釈系列の測定により作成した検量線を用いて蛍光強度の変化量（NADH 生成量）

から血中のアセトアルデヒド濃度を算出した。 
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第８項 統計解析 

 全ての値は平均値±標準誤差として示した。2 群間の比較は Student’s t-test により、3

群間以上の比較は、一元配置分散分析 (ANOVA) の後、Dunnett’s test による多重比較検

定を行った。有意水準は 5%未満とした。 

 

第３節 結果 

 

第１項 Hepa 1c1c7 における SFN の ALDH 活性上昇作用 

 マウス肝がん由来細胞Hepa 1c1c7を用いて、SFNがALDHに及ぼす影響を検討した。

異なる濃度 (0.3、1.0 および 3.0 μM) の SFN で 48 時間処理した Hepa 1c1c7 のホモジネ

ート上清の ALDH 活性を測定した結果、SFN は濃度依存的に ALDH 活性を上昇させる

ことが初めて示された (Fig. 3-3A)。少なくとも 0.3 μM の SFN で処理を行うことで有意 

(p < 0.05) に ALDH 活性を上昇させることが判明した。また、SFN の ALDH 活性上昇作

用は、SFN による処理時間に依存していた (Fig. 3-3B)。 

 

Fig. 3-3. スルフォラファン (SFN) が Hepa 1c1c7 細胞の ALDH 活性に及ぼす影響。培養時

間：48 時間 (A)、SFN 濃度：3 μM［平均値±標準誤差 (n = 8)、*: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. 

untreated (Dunnett’s test)］ 
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第２項 第二相酵素誘導剤の ALDH 誘導能 

SFN の構造が特異的に ALDH 誘導に寄与したかを明らかにするために、8 つの構造分

類に属する 20 種の化合物の ALDH 誘導能を評価した (Table 3-1)。Nrf2 を介して第二相

酵素を誘導することが既知、あるいは、その化学構造から誘導が期待される化合物を選

定した。Hepa 1c1c7 を用いて評価を行った結果、SFN が属する ITCs だけではなく、フ

ラボノイド類やトリテルペノイド類を含む 15 種の化合物が ALDH 誘導作用を示した。

そのうち、11 種類が天然由来の化合物、すなわちファイトケミカルであった。各化合

物の ALDH 誘導能は、Hepa 1c1c7 において ALDH 活性を 2 倍まで高めるために必要な

化合物濃度 (CDALDH; Concentration required to Double the enzyme activity of ALDH) とし

て求めた。いくつかの化合物の測定結果と CDALDH値の求め方を Fig. 3-4 に示した。 

 

Fig. 3-4. 構造が異なる誘導剤がHepa 1c1c7のALDH活性に及ぼす影響［未処理細胞のALDH

活性に対する比活性 (n = 8)、TP-225 を例に CDALDH値の求め方を示す。］  
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Table 3-1. 評価に供した 20 種類の化合物（天然由来：16、合成：4）の ALDH 誘導能 (CDALDH) 

および NQO1 誘導能 (CDNQO1)［CD: ALDH または NQO1 活性を 2 倍まで高めるのに必要な

化合物濃度］ 

 

 

イソチオシアネート

トリテルペノイド

ビスベンジリデン

トリサイクリックシアノエノン

ステロイド

Sulforaphane [1]†/broccoli, Cruciferous vegetables

Erucin [2]/Cruciferous vegetables

Iberin [3] /Cruciferous vegetables

Benzyl isothiocyanate/Cruciferous vegetables

Phenethyl isothiocyanate/Cruciferous vegetables

Propyl isothiocyanate/Cruciferous vegetables

Hexyl isothiocyanate/Cruciferous vegetables

4-(Rhamnopyranosyloxy)benzyl isothiocyanate; 4RBITC [4]
/Moringa

Withaferin A [5]/Indian winter cherry

2-Cyano-3,12-dioxooleane-1,9(11)-dien-28-onitrile; TP-225 [6]
/Synthetic

Celastrol [7]/Thunder god vine

Tricyclic bis(cyano enone); TBE-31 [8]/Synthetic

Bis(2-hydroxybenzylidene)acetone; HBB-2/Synthetic

Bis(4-hydroxybenzylidene)acetone; HBB-4 [9] /Synthetic

フラボノイド

β-Naphthoflavone [10] /Synthetic

Pinostrobin [11]/Thai ginger

Tectochrysin [12]/Sour cherry

Kaempferide [13]/Aromatic ginder

Zerumbone [15]/Wild ginger

セスキテルペン

Resveratrol [14]/Grape

スティルベン

0.0016

2.31

1.61

13.0

>30

>10

>100

>100

3.04

1.98*

0.94

0.032

>10

47.0

0.60

4.6

7.0

27.8

3.53

121*

0.22

0.65

2.01

>30

>10

>100

>100

0.14

0.19

0.00038

0.24

0.0019

0.27

16.9

0.023

0.67

0.4

6.4

0.6

>150

CDALDH (µM) CDNQO1 (µM)構造分類, 化合物／主な含有素材

†括弧内の数字はFigure 3-5中の数字と対応
*外挿値

構造
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第３項 低分子化合物の ALDH 誘導能と NQO1 誘導能の相関 

 次に、前項での 20 種類の化合物について、代表的な第二相酵素である NQO1 に対す

る誘導能 (CDNQO1) を求め、CDALDHとともに Table 3-1 に示した。CD 値は、最も強力な

誘導能を示した TP-225 の水準 (CDALDH = 0.0016 μM, CDNQO1 = 0.00038 μM) から、今回

評価可能であった中で最も低い誘導能を示した resveratrol の水準 (CDALDH = 121 μM, 

CDNQO1 > 150 μM) まで広い分布を示した。ALDH に対する誘導能 (CDALDH) と NQO1

に対する誘導能 (CDNQO1) の関連を明らかにするために、Hepa 1c1c7 において CD 値を

求めることができた 15化合物のCDALDH値とCDNQO1値を両対数プロットした (Fig. 3-5)。

その結果、両酵素に対する CD 値のダイナミックレンジが 5 桁以上にわたって極めて高

い相関関係を示すことが明らかとなった。 

 

Fig. 3-5. 15 種類の化合物の ALDH 誘導能 (CDALDH) と NQO1 誘導能 (CDNQO1) の関係［グ

ラフ中の番号は Table 3-1 と対応］ 

 

第４項 SFN による ALDH 誘導作用に対する Nrf2 の関与 

 SFN の ALDH 誘導作用 (Fig. 3-3) に転写因子 Nrf2 が関与するかどうかを明らかにす
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るために、野生型 (WT) C57B/6 および Nrf2 遺伝子を欠損させた (Nrf2
−/−

) C57B/6 から

得た MEFs を用いて SFN が ALDH 活性に及ぼす効果を評価した。その結果、SFN は

WT MEFs の ALDH 活性を濃度依存的 (1 ~ 5 µM) に上昇させたが、Nrf2
−/−

 MEFs では

ALDH 活性の上昇は全く認められなかった (Fig. 3-6)。 

 

Fig. 3-6. スルフォラファン (SFN) が野生型 (WT) C57B/6 由来 MEFs および Nrf2 欠損 

(Nrf2
-/-

) C57B/6由来MEFsのALDH活性に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 8)、**: p < 0.01 

vs. 0 µM (Dunnett’s test)］ 

 

第５項 ALDH アイソザイムに及ぼす影響 

 強力な第二相酵素誘導能が知られ、化学構造が大きく異なる 3 種の化合物 (SFN, 

TP-225, β-naphthoflavone) について、アセトアルデヒドの代謝を担うことが知られる

ALDH1A1（細胞質に局在）と ALDH2（ミトコンドリアに局在）に注目して誘導作用を

検討した。細胞質画分とミトコンドリア画分の ALDH 活性を測定した結果、いずれの

化合物も両画分において ALDH 活性を上昇させた (Fig. 3-7)。また、その作用は化合物

の濃度依存的であり、最大で 3 倍程度まで ALDH 活性が上昇した。さらに、データは

示していないが、Aldh1a1 および Aldh2 の mRNA 発現量も増加した。 
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Fig. 3-7. 構造が異なる 3 種の誘導剤が Hepa 1c1c7 細胞の細胞質画分およびミトコンドリア

画分の ALDH 活性に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 4)、*: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. 0 µM 

(Dunnett’s test)］ 

 

第６項 ALDHs 遺伝子における Antioxidant Response Element 配列の存在 

ALDHs 遺伝子が Keap1/Nrf2/ARE 経路を介して誘導されるのであれば、第二相酵素を

コードする遺伝子と同様に遺伝子配列中に Antioxidant Response Element (ARE) コアコ

ンセンサス配列 [RTGA(S/Y)nnnGCR (R = A or G, S = C or G, Y = C or T and n = any 

nucleotide)] を有していると考えられる。これまでの研究 79, 80)から、ALDHs 遺伝子のう

ち、Aldh1a1 と Aldh3a1 が自身の 5’フランキング領域に ARE コアコンセンサス配列を有

することが示唆されている。同様の手法を用いて、Aldh2 の 5’フランキング領域 (the 

ENSEMBL mouse project website) に ARE コアコンセンサス配列が存在するか否かを調
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べたところ、2,000 塩基範囲内だけでも少なくとも 2 箇所に完全に一致 (Score: 8/8) す

る配列を見出した。それらの配列は、”GTGACcagGCG”と”ATGAGacaGCA”であり、そ

れぞれ推定転写開始点の上流 82–92 塩基と 1364–1374 塩基上流に位置した。両配列と

も embedded activator protein 1-binding sites (TGASTCA) を含まないことから、class 4 に

分類される 81)。 

 

第７項 SFN 摂取によるマウス臓器における ALDH 誘導作用 

 SFN の in vivo における ALDH 誘導能を評価するために、異なる含量の SFN を含む飼

料を 7 日間摂取したマウスから摘出した臓器（肝臓・前胃・腺胃）の NQO1 活性なら

びに ALDH 活性と ALDHs mRNA の発現量を測定した。本試験では、異なる濃度の SFN

を含む飼料を摂取した 3 群間において、体重や摂餌量に有意な差は認められなかった。

第二相酵素である NQO1 についてはこれまでと同様に、SFN 用量依存的な活性上昇が

肝臓を含む全ての臓器において認められた (Fig. 3-8)。control 群のマウスにおいて臓器

間の ALDH 活性を測定・比較した結果、肝臓の ALDH 活性が最も高かった。データは

示していないが、この傾向はミトコンドリア画分において特に顕著であり、肝臓のミト

コンドリア画分の ALDH 活性は、前胃および腺胃の同画分の ALDH 活性と比べてそれ

ぞれ 20 倍および 5 倍高かった。SFN を摂取したマウスでは、肝臓を含む全ての臓器の

両画分において ALDH 活性の有意な上昇が認められた。高用量 (20 µmol/3 g diet) の

SFN を摂取させたマウスの肝臓では、細胞質画分およびミトコンドリア画分の ALDH

活性はそれぞれ 1.4 倍および 1.5 倍まで上昇した (Fig. 3-9)。 

 アセトアルデヒドの代謝に関わる ALDH1A1および ALDH2の発現が誘導されたこと

を確認するために、マウス臓器の ALDHs（Aldh1a1 および Aldh2）遺伝子発現量を測定

した。また、アセトアルデヒドの代謝への寄与は低いが、ARE コアコンセンサス配列

を持ち、Nrf2 依存的に発現制御されると示唆されていた Aldh3a1 の発現量も同時に測定

した。Table 3-2 に示すように、3 種の ALDH 遺伝子の基本発現量は臓器間で大きく異な
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った。Aldh1a1 と Aldh2 は他の臓器と比べて肝臓中で多く発現した一方、Aldh3a1 は肝

臓と比べて前胃および腺胃における発現が顕著であった。SFN を摂取させたマウスの肝

臓において Aldh1a1 および Aldh2 の遺伝子発現は最大で 2-2.5 倍まで上昇した。 

 

Fig. 3-8. スルフォラファン (SFN) の摂取が CD-1 マウス肝臓、前胃および腺胃の ALDH 活

性に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 5)、*: p < 0.05, **: p < 0.01 vs. control (0 µM) 

(Dunnett’s test)］ 

 

Fig. 3-9. スルフォラファン (SFN) の摂取が CD-1 マウス肝臓の細胞質画分およびミトコン

ドリア画分の ALDH 活性に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 5)、**: p < 0.01 vs. control (0 

µM) (Dunnett’s test)］ 
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Table 3-2. スルフォラファン (SFN) の摂取が CD-1 マウス肝臓、前胃および腺胃の ALDH

遺伝子発現に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 5)、control 群の肝臓における発現量を 1.0

としたときの相対値］  

 
SFN 相対発現量 

遺伝子 (µmol/3 g diet) 肝臓 前胃 腺胃 

Aldh1a1 0 (control) 1.00 ± 0.05
a
 0.14 ± 0.02 0.066 ± 0.005 

 
5 1.72 ± 0.19

a
 0.27 ± 0.04 0.099 ± 0.005 

 
20 2.54 ± 0.18

a
 0.32 ± 0.02 0.102 ± 0.009 

Aldh2 0 (control) 1.00 ± 0.13
a
 0.050 ± 0.001 0.028 ± 0.001 

 
5 1.82 ± 0.14

a
 0.070 ± 0.002 0.038 ± 0.002 

 
20 2.15 ± 0.11

a
 0.076 ± 0.003 0.046 ± 0.002 

Aldh3a1 0 (control) 1.00 ± 0.06
b
 14700 ± 325 4920 ± 529 

 
5 1.75 ± 0.25

b
 26000 ± 3880 14900 ± 1870 

  20 3.53 ± 0.33
b
 34000 ± 4250 34600 ± 4300 

a肝臓における Aldh1a1 および Aldh2 遺伝子発現量は胃（前胃および腺胃）と比べて高い 

b肝臓における Aldh3a1 遺伝子発現量は胃（前胃および腺胃）と比べて顕著に低い。  

 

第８項 SFN の摂取が血中エタノールおよびアセトアルデヒド濃度に及ぼす影響 

 SFN の摂取がアルコール投与後の血中エタノール濃度とアセトアルデヒド濃度に及

ぼす影響を検討した。まず、control マウスではエタノール投与（2.0 g/kg 体重）の 1 - 2

時間後までに血中エタノール濃度とアセトアルデヒド濃度はそれぞれ約 30 mM と約 22 

μM にまで達した。その後、血中エタノール濃度は速やかに低下したが、血中アセトア

ルデヒド濃度はエタノール投与 6 時間後まで持続して検出された (Fig. 3-10A&B)。SFN 

(20 μmol/3 g diet) を 7 日間摂取したマウスでは、エタノール投与後の血中エタノール濃

度の低下が僅かに認められる傾向にあったが、時間曲線下面積 (AUC) において有意な

差は認められなかった (Fig. 3-10C)。一方、血中アセトアルデヒド濃度は、SFN を摂取

したマウスにおいて、投与後の急激な上昇が約 30%抑制され、その後も低値で推移した 
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(Fig. 3-10B)。血中アセトアルデヒド濃度の AUC は SFN を摂取したマウスで control マ

ウスと比べて有意に (p < 0.01) 低かった (Fig. 3-10C)。一次線形モデルを用いた薬物動

態解析の結果、SFN を摂取させたマウスにおける血中アセトアルデヒドの半減期 (1.77 

± 0.12 h) は、control マウスにおける血中半減期 (3.43 ± 0.23 h) と比べて半分程度であ

り、SFN の摂取によりアセトアルデヒドの血中からの消失が強く促進されたことが判明

した (Fig. 3-10D)。 

 

Fig. 3-10. スルフォラファン (SFN) の摂取がエタノール投与後の血中エタノール濃度およ

びアセトアルデヒド濃度の動態に及ぼす影響。A: 血中エタノール濃度、B: 血中アセトアル

デヒド濃度、C: 血中エタノール濃度とアセトアルデヒド濃度の時間曲線下面積 (AUC)、D:

血中アセトアルデヒド濃度の片対数プロット (D)［平均値±標準誤差 (n = 9)］ 
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第４節 考察 

 ヒトゲノム中に少なくとも 17 種の ALDH 遺伝子が見出されている 51)が、本章では、

アセトアルデヒドの代謝に関わる ALDH1A1 および ALDH2 に着目し、SFN および他の

第二相酵素誘導剤の ALDH 誘導能を検討した。8 つの化学構造分類に属する計 20 種類

の化合物の ALDH 誘導能を評価した結果、それらの ALDH 誘導能は、代表的な第二相

酵素である NQO1 に対する誘導能と強く相関することが判明した (Fig. 3-5)。さらに、

SFN による ALDH 活性上昇作用は Nrf2 を遺伝的に欠損させた MEFs において完全に消

失したことから (Fig. 3-6)、ALDHs の発現誘導に Nrf2 が関与していることが明示された。

このことは、ALDH1A1 (Aldh1a1) および ALDH2 (Aldh2) のタンパク質または遺伝子発

現量が、WT マウスと比べて Nrf2
-/-マウスで有意に低くなることを示した複数の omics

解析の結果 80, 82-86)とも一致する。また、Lamlé らの報告 87)によると、エタノールを長期

投与した Nrf2
-/-マウスでは、WT マウスと比べて肝臓中に蓄積されるアセトアルデヒド

濃度が高く、その結果、重篤な肝障害を原因に死亡する確率が劇的に高まることが示さ

れており、このこともまた、Nrf2 が ALDH の発現誘導を制御していることを示してい

る。さらに本研究では、Aldh1a1 や Aldh3a1
79, 80)と同様に、Aldh2 のプロモーター領域に

おいても ARE コアコンセンサス配列が複数個存在することを確認しており、アセトア

ルデヒドの代謝を担う ALDH1A1 および ALDH2 の発現誘導が Keap1-Nrf2-ARE 経路に

より制御されていることが明示された。このことは、Keap1-Nrf2-ARE 経路を誘導する

ことが知られる SFN を含む種々の化合物が ALDH 誘導を介してアセトアルデヒドの代

謝を促進し得ることを示す知見であった。これらの知見から、SFN の供給源であるブロ

ッコリーや BS のみならず、ALDH 誘導能を見出した 11 種のファイトケミカルを含む

野菜や果物の摂取もまた、アセトアルデヒドの毒性緩和に有効であると期待できる。 
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第５節 小括 

Most East Asians are afflicted with ethanol intolerance attributable to polymorphism of 

aldehyde dehydrogenases (ALDH), resulting in accumulation of acetaldehyde from ethanol 

metabolism. Elevated levels of acetaldehyde are responsible not only for the early symptoms of 

alcohol intolerance (flushing, headache, and tachycardia), but also for long-term liver damage 

and esophageal cancer. This chapter shows that low concentrations of sulforaphane (SFN), an 

isothiocyanate from broccoli and other crucifers, which is a known potent inducer of multiple 

cytoprotective genes, upregulated ALDH in Hepa 1c1c7 murine hepatoma cells. Various natural 

and synthetic agents displayed a wide range of inducer potencies for ALDH that paralleled those 

for NAD(P)H:quinone acceptor oxidoreductase 1 (NQO1) over nearly 6 orders of magnitude. 

The induction was Keap1/Nrf2/ARE pathway dependent: (i) the induction did not occur in 

embryo fibroblasts from nrf2
-/-

 mice, and (ii) Aldh1a1, 2, and 3a1 genes contained ARE 

consensus sequences. The induction of ALDH by SFN occurred in cytosol and mitochondria 

involving several ALDH genes, as similar to the elevation of mRNA levels for Aldh1a1, Aldh2, 

and Aldh3a1. Feeding of SFN to female CD-1 mice (5 or 20 µmol/day for 7 days) elevated 

cytosolic and mitochondrial ALDH specific activities in liver, glandular and forestomach. A 

single administration of ethanol (2.0 g/kg body weight) to these animals showed less effect of 

SFN on ethanol pharmacokinetics, but induced doubled rates of acetaldehyde disposal. These 

results suggest that SFN may protect humans against acetaldehyde toxicity. 
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第４章 腸管上皮におけるスルフォラファンの吸収機構 

 

第１節 緒言 

 第 3 章において述べたように、ブロッコリーやキャベツ、ケールなどのアブラナ科野

菜の摂取によって、種々のがんや生活習慣病の発症リスクが低下することが多数の疫学

研究から示唆されている 58-61)。これは、アブラナ科野菜に含まれるグルコシノレート 

(GLSs) から派生するイソチオシアネート (ITCs) が関与していると考えられている 62)。

ITCs の代表例であるスルフォラファン (SFN) 
12)は、転写因子 Nrf2 が制御する生体防御

機構、すなわち、第二相解毒酵素や抗酸化タンパク質などを強力に誘導し(Fig. 3-1)
64-67)、

その結果、アフラトキシン 13)やメチル水銀 88)、アクロレイン 14)、さらには第 3 章で見

出したアセトアルデヒドといった種々の発がん性・変異原性物質の解毒・排泄や、活性

酸素種の消去を促進する。また、種々のがん 15)や、肝障害 89)、II 型糖尿病性心筋症 90)、

中枢神経疾患 91)などを顕著に予防することが動物試験によって示されている。さらに、

複数の臨床研究から、SFN の摂取が自閉症 18)やインスリン抵抗性 19)、ピロリ菌感染 20)、

統合失調症 21)の改善に有効であることが示唆されている。このような知見の蓄積により、

SFN の恩恵を受けられる機能性食品の開発が強く求められている。 

 ファイトケミカルなど、特定の成分の生体利用効率や生体内での有効性を推定するた

めに、成分の ADME (Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion) 特性を把握する

ことが重要である。これまでの SFN の吸収性評価は、SFN として摂取した場合と SFN

の前駆体であるグルコラファニン (GR) として摂取した場合での SFN の生体利用効率

の比較に終始している 92, 93)。GR として摂取した場合、GR から SFN への変換は腸内菌

叢に頼らざるを得ないため、SFN は緩やかに吸収され生体利用効率は 10 - 20%前後に留

まる。一方、SFN として摂取した場合、SFN は速やかに、かつ高効率（約 70%）で吸

収された後、主に肝臓でメルカプツール酸代謝を受け、遅くとも摂取後 10 時間後まで

にほとんどの SFN は尿中へと排泄される 94)。しかしながら、SFN の腸管における吸収
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メカニズムはこれまで明らかにされておらず、SFN が高効率に吸収される理由は不明で

あった。そこで本章では SFN の吸収メカニズムおよび経路の解明を目的として、Caco-2

細胞単層膜を用いた透過試験を実施した。 

 

第２節 材料および方法 

 

第１項 試薬 

 SFN は Toronto Research Chemical Inc. (Toronto, ON, Canada) から、phloretin は Wako 

Pure Chemicals Industries, Ltd. (Osaka, Japan) から、fluorescein sodium salt、sodium butyrate、 

(-)-epigallocatechin-3-O-gallate (EGCg) は Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, USA) から、

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)、fetal bovine serum (FBS) は GIBCO Life 

Technologies (Grand Island, NY, USA) から、 wortmannin は ENZO Life Sciences 

(Farmingdale, NY, USA) から、Iberin (IBN; 1-isothiocyanato-3-(methylsulfinyl)-propane) は

LKT laboratories, Inc. (St. Paul, MN, USA) から、Glutathione conjugate of SFN (GSH-SFN) 

は、Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) から購入した。他の試薬類は全て分析試

薬グレードものを、そのまま使用した。 

 

第２項 Caco-2 細胞培養 

 Caco-2 細胞の培養は既報 95)に準じて行った。培地には、10% (v/v) FBS、1% (w/v) 非

必須アミノ酸 (MP Biomedicals, Irvien, CA, USA)、2 mM L-glutamine (Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan)、100 U/mL ペニシリン  (Meiji Seika Co., Tokyo, Japan)、100 µg/mL 

streptomycin (Nacalai Tesque) および 1.7 µM insulin (Sigma-Aldrich) を含むDMEMを用い、

CO2インキュベーター内 (37°C, 5% CO2) で培養した。Caco-2 細胞 (1.0 × 10
6
 cells) を直

径 100 mm のディッシュに播種し、4 - 5 日間の培養によりコンフルエントとした後、継

代を行った。継代には、0.25% (w/v) tripsin と 0.02% (w/v) EDTA を含む PBS (Cosmo Bio 
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Co., Tokyo, Japan) を用いた。後述する透過試験には、継代数 50 - 60 の Caco-2 細胞を用

いた。I 型コラーゲン (collagen gel culturing kit, Cellmatrix type I-A, Nitta Gelatin, Osaka, 

Japan) で表面をコーティングしたトランスウェル・インサート (BD Falcon cell culture 

inserts, polyethylene terephthalate membrane, 0.9 cm
2
, 1.0 µm pore size; BD Biosciences, 

Bedford, MA, USA) に、培地に懸濁した Caco-2 細胞 (4.0 × 10
5
 cells) を播種した。BD 

BioCoat
TM

 intestinal epithelium differentiation kit (BD Biosciences) を用いて Caco-2 細胞の

分化を促進させ、培養 6日後に単層膜を切りだして試験に供した。Millicell®ESR-2 (EMD 

Millipore, Darmstadt, Germany) を用いた経上皮電気抵抗  (transepithelial electrical 

resistance: TEER) 値の測定結果から、TEER 値 > 100 Ω cm
2を示した膜を透過試験に使

用した。 

 

第３項 透過試験 

既報 96)に準じ、Ussing Chamber システム (Model U-2500, Warner Instrument Corporation, 

Hamden, CT, USA) を用いて、Caco-2 細胞単層膜に対する透過試験を実施した。Caco-2

細胞単層膜を Hank’s balanced salt solution (HBSS, pH 6.0) で洗浄した後、インサートから

丁寧に剥がし、Ussing Chamber にセットした。Caco-2 細胞単層膜の管腔側には、10 mM 

2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) により pH 6.0 に調整した HBSS を、基底膜側

には 10 mM 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonic acid (HEPES) により pH 7.4

に調整した HBSS をそれぞれ 6.0 mL ずつ添加した。平衡化 (37°C, 15 min) の後、管腔

側の HBSS を 100 µM SFN を含む HBSS (pH 6.0) に置換することで、透過試験を開始し

た。その後、経時的 (15, 30, 45, 60 min) に基底膜側から 0.21 mL の HBSS を回収し、そ

の都度 0.21 mL の新たな HBSS (pH 7.4) を加えた。回収した HBSS は LC-ESI-TOF-MS 

(Liquid Chromatography-Electrospray Ionization-Time of Flight-Mass Spectrometry) 分析に

供し、SFN 濃度を測定した。透過試験終了後、Caco-2 細胞単層膜の TEER 値を測定し

た。 
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Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 阻害剤、または monocarboxylic acid transporter (MCT) 

阻害剤が SFN の透過に及ぼす影響を評価する際には、wortmannin (1 or 100 μM)
97)

 また

は phloretin (100 or 300 μM)
98)

 を含む HBSS (pH 6.0) を Caco-2 細胞単層膜の管腔側に加

え、30 分間処理を行った後、上記と同様に透過試験を開始した。タイトジャンクショ

ン閉口剤が SFN 透過性に及ぼす影響を調べる際には、タイトジャンクション閉口剤の

一種である sodium butyrate (2 mM) 
99)で 24 時間処置した Caco-2 細胞単層膜を用い、上記

と同様に透過試験を実施した。なお、平衡化から透過試験の終了に至るまで、管腔側お

よび基底膜側の HBSS は 37°C に保つとともに、混合ガス (O2:CO2 = 95:5) によるバブリ

ングを行った。 

逆向きの透過性、つまり、基底膜側から管腔側への透過性評価においては、基底膜側

の HBSS (pH 7.4) を、100 µM SF を含む HBSS (pH 7.4) に置換することで透過試験を開

始し、管腔側の HBSS (pH 7.4) を経時的に回収した。 

SF の透過係数 (Papp: apparent permeability) は、以下の計算式から求めた。 

Papp (cm/sec) = (dC/dt) × V / (A × C0) 

dC / dt : 基底膜側 HBSS 中の SF 濃度変化(µM/s)  

V : 基底膜側の HBSS の体積 (6.0 mL) 

A : Caco-2 細胞単層膜の面積 (0.2826 cm
2
) 

C0 : 管腔側における初発の SFN 濃度 (100 µM) 

 

第４項 LC-ESI-TOF-MS 分析 

 透過試験において回収した試料のうち、20 µL を LC-ESI-TOF-MS 分析に供し、SFN

の透過量を測定した。分析条件を下記に示した。 

LC (Agilent 1200 series, Agilent, Waldbronn, Germany) 

• カラム：Cosmosil 5C18-ARII (Ø 2.0 mm × 150 mm, Nacalai Tesque) 

• カラム温度：40℃ 
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• 移動相：0.1% (v/v) formic acid/water (A), 0.1% (v/v) formic acid/acetonitrile (B) 

• グラジエント：0% → 100% of solvent B/20 min 

• 流速：0.2 mL/min 

  MS (microTOF II, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) 

• モード：Positive ion mode  

• 乾燥ガス：N2 

• ガス流速 / 温度 / 圧力：8.0 L/min / 200°C / 1.6 bar 

• キャピラリー電位：4500 V 

• 校正溶液：10 mM sodium formate/50% (v/v) acetonitrile  

• データ解析：Bruker Data Analysis 3.2 software 

 

第５項 フルオレセイン透過試験 

細胞間隙を介して透過される 100)フルオレセイン (FL) を用いて SFNのCaco-2細胞単

層膜透過性を検討した。すなわち、管腔側に SFN が存在する場合 (50 or 100 µM) と存

在しない場合 (0 µM) で FL (10, 30, 50, 100 µM) の透過性を評価した。30 分間の透過試

験の間 5分毎に基底膜側より 0.21 mLのHBSSを回収し、蛍光分光光度計 (Wallac ARVO 

SX 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer Life Sciences, Tokyo, Japan) を用いて、透過した

FL 量を測定した (λex = 490 nm, λem = 514 nm)。FL の流束 (Flux: nmol per min per cm
2
) 

を求め、Lineweaver-Burk plot 分析に供した。 

 

第６項 統計解析 

 データは平均値±標準誤差で示した。2 群間の差の検定には Student’s t-test を、3 群間

の差の検定には一元配置分散分析 (ANOVA) を用いた。有意水準は 5%未満とした。統

計解析は、Graph Pad Prism version 5.0 for windows (Graph Pad Software, La Jolla, CA) を用

いて実施した。 
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第３節 結果 

 

第１項 SFN の Caco-2 細胞単層膜透過性 

 管腔側から側基底側に透過した SFN 量の時間変化を測定することで、SFN の Caco-2

細胞単層膜に対する透過性を評価した。Fig. 4-1 に示したように、LC-ESI-TOF-MS 分析

によって、基底膜側に透過した SFN を高感度に測定することができた。なお、本試験

での SFN の検出限界は 1.0 pmol/injection であった。Caco-2 細胞単層膜を透過した SFN

量は経時的に増加した。SFN の Papp値を算出したところ、31.2 ± 2.5 × 10
-6

 cm/sec であっ

た (Table 4-1)。なお、60 分間の透過試験前後の Caco-2 細胞単層膜の TEER 値に有意な

差が認められなかった（試験前: 344.9 ± 26.1 Ω cm
2、試験後: 354.9 ± 21.6 Ω cm

2）ことか

ら、本試験系において 100 µM SFN が Caco-2 細胞に対して毒性を示さないことが明ら

かとなった。 

 SFN と類似の構造を有する iberin (IBN) の Caco-2 細胞単層膜に対する透過性を評価

したところ、IBN の Papp値 (28.2 ± 1.0 × 10
-6

 cm/sec) は SFN と同程度であった。なお、

これら ITC 類の Papp値は、EGCg (0.54 ± 0.12 × 10
-6 

cm/sec) と比較して 50 倍以上高いも

のであった。 

 

Fig. 4-1. Caco-2 透過試験において基底膜側から経時的に回収した HBSS を LC-ESI-TOF-MS

分析に供して得られた SFN の抽出イオンクロマトグラム ([M+H]
+
: 178 m/z) 
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Table 4-1. 本試験で評価した化合物の Papp値 

化合物名 Papp (× 10
-6

 cm/sec) 

SFN 31.2 ± 2.5 

IBN 28.2 ± 1.0 

EGCg 0.54 ± 0.12 

 

第２項 SFN の Caco-2 細胞単層膜における透過機構  

 SFNのCaco-2細胞単層膜に対する透過機構を明らかにするために、SFNの Efflux ratio

の算出を行った。Efflux ratio とは、物質が Caco-2 細胞単層膜を能動的または受動的に

透過しているか、あるいは透過ではなく排出を受けているかの判断に使用される指標で

あり、基底膜側 (B) から管腔側 (A) 方向の透過試験を行った際に得られる SFN の透過

係数 (Papp B to A) を、第１項で述べた管腔側 (A) から基底膜側 (B) 方向の SFN の透過

係数 (Papp A to B = 31.2 ± 2.5 × 10
-6

 cm/sec) を除した値として求まる。試験の結果、B→A

での Papp B to Aは 51.1 ± 13.1 × 10
-6

 cm/sec と算出された (Fig. 4-2)。Efflux ratio
101)を求めた

ところ 1.63 であった。Farrell らが提示した指標（Efflux ratio: 1 ~ 2 は受動拡散）101)によ

ると、受動拡散と判断できる数値であった。 

 

Fig. 4-2. Caco-2 細胞単層膜の管腔側から基底膜側への透過試験 (A→B) および逆方向の透

過試験 (B→A) における SFN 透過量の経時変化［平均値±標準誤差 (n = 3)］ 
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第３項 SFN の Caco-2 細胞単層膜透過経路の解明 

 イソチオシアネート基 (-NCS) と相互作用することが報告されている MCT
102, 103)が

SFNの透過に及ぼす影響について検討を行った。MCT阻害剤として知られる phloretin
98)

で処理した Caco-2 細胞を用いて SFN の透過試験を行ったところ、SFN の Papp値に対す

る影響は認められなかった (Fig. 4-3)。PI3K 阻害を介してエンドサイト―シスを抑制す

ることが知られる wortamannin
99)についても同様に検討を行ったところ、SFN の Papp値

に有意な差は認められなかった。 

 

Fig. 4-3. phloretin または wortamannin 処理が Caco-2 細胞単層膜に対する SFN 透過性に及ぼ

す影響［平均値±標準誤差 (n = 3)、N.S.: 有意差なし (One-way ANOVA)］ 

 

第４項 SFN の Caco-2 細胞単層膜透過に対する細胞間隙透過経路の関与 

受動輸送経路のひとつである細胞間隙を介して SFNが Caco-2細胞単層膜を透過する

可能性について検討した。細胞間隙輸送を制御するタイトジャンクションに作用し、細

胞間隙を狭めることが知られる sodium butyrate
99)で処理したCaco-2細胞単層膜を用いて

SFN の透過試験を行った。その結果、SFN の Papp値は、sodium butyrate 未処理の Caco-2

細胞単層膜に対する Papp 値と比べて有意に低下した (Fig. 4-4A)。その一方、sodium 

butyrate処理を行ったCaco-2細胞単層膜の TEER値は未処理のものと比べて有意に高値

を示した (Fig. 4-4B)。 
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次に、細胞間隙を介してCaco-2細胞単層膜を透過することが知られるFL
100)を用いて、

SFN との透過競合性試験を行った。SFN 存在下 (50 or 100 µM) および非存在下におい

て各濃度の FL の流束 (Flux) を測定し、Lineweaver-Burk plot 分析を行った (Fig. 4-5)。

得られた一次回帰式のY軸切片 (1/Vmax) からVmaxを求めたところ、0.0111 (0 µM SFN)、 

0.0113 (50 µM SFN) および 0.0118 (100 µM SFN) であり、SF 濃度にかかわらずほぼ同

じ値を示した。 

 

Fig. 4-4. Sodium butyrate処理がCaco-2細胞単層膜に対する SFNの透過性 (A) およびCaco-2

細胞単層膜の TEER 値 (B) に及ぼす影響［平均値±標準誤差 (n = 3)］ 
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Fig. 4-5. SFN不在下および存在下におけるCaco-2細胞単層膜に対するフルオレセイン流束

の Lineweaver–Burk plot［平均値±標準誤差 (n = 3 ~ 4)］ 

 

第５項 Caco-2 細胞単層膜透過過程での SFN 代謝の解明 

 Caco-2 細胞単層膜透過過程での SFN の代謝の有無を明らかにするため、60 分間の透

過試験後の基底膜側 HBSS を LC-ESI-TOF-MS 分析に供し、メルカプツール酸代謝経路

における SFN の代謝物；  glutathione (GSH)-, cysteinylglycine (Cys-Gly)-, cysteine 

(Cys)-conjugates, N-acetylcysteine (NAC)-SFN の産生挙動を明らかにした。Fig. 4-6 に各代

謝物の抽出イオンクロマトグラムを示した。メルカプツール酸代謝経路の一次代謝物で

ある GSH-SFN (m/z = 485.1193) は検出されたが、その後の Cys-Gly-SFN (m/z = 356.0767)、

Cys-SFN (m/z = 299.0552)、および NAC-SFN (m/z = 341.0658) は検出されなかった。基

底膜側で検出された GSH-SFN 量を求めたところ、SFN の 60 分の 1 程度であった。な

お、透過試験後に管腔側の HBSS についても MS 分析に供したが、いずれの代謝物も検

出されなかった。 
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.  

Fig. 4-6. 透過試験 60 分後に Caco-2 細胞単層膜の基底膜側 HBSS を LC-ESI-TOF-MS 分析に

供して得られた SFN および代謝物の抽出イオンクロマトグラム［glutathione (GSH)-, 

cysteinylglycine (Cys-Gly)-, cysteine (Cys)-, N-acetylcystein (NAC)-SFN］ 

 

第４節 考察 

 ブロッコリースプラウト (BS) 由来のファイトケミカルである SFN は速やかにかつ
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側へと透過されることが判明した。SFN の Papp値は緑茶由来のファイトケミカルである
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EGCg の生体利用効率 (SFN: ca. 70%, EGCg: ca. 5%
104)

) と同等であった。Efflux ratio 解

析および種々の阻害剤（MCT 阻害剤やエンドサイト―シス阻害剤）を用いた試験結果

から、SFN の Caco-2 細胞単層膜透過は受動拡散によるものであり、管腔側の細胞膜表

面に存在する輸送担体を介するものではないと考察された。 

 物質が受動拡散により腸管上皮を透過するには、細胞内（経細胞経路）または細胞間

隙（傍細胞経路）を通ることとなる。本試験において、sodium butyrate で処理し細胞間

隙を狭めた Caco-2 細胞単層膜において SFN の Papp値が有意に低下したこと、および細

胞間隙透過マーカーとして知られる FL の透過を SFN が競合的に阻害したことから、

SFN が細胞間隙を介して Caco-2 細胞単層膜を透過することが初めて明らかとなった。

細胞間隙は以前より、様々な薬剤成分や栄養成分の重要な透過経路と見なされている

105)。また近年では、タイトジャンクション調節作用を有する多様な食品成分が見出さ

れており 106-108)、細胞間隙は医薬品や機能性食品の有効成分の生体利用効率を高めるた

めの分子標的として高い関心を集めている。したがって、今回得られた知見は、SFN や

他の ITCs 化合物を訴求する栄養機能性食品の設計や開発に有益な情報を与えるものと

考えられる。 

 もう一方の受動拡散経路である細胞内を通ってSFNが腸管上皮を透過する可能性は、

SFN の物性パラメーター [log P (octanol/water) = 0.72] 
109)等から示唆されてきた 110)。ま

た、Petri らはヒト回腸を用いた in vivo モデル試験を行い、SFN の一次代謝物である

GSH-SFN が基底膜側に検出されたことを報告している 111)。この報告は Caco-2 細胞単

層膜を用いた本研究の結果とも一致しており、SFN の少なくとも一部は細胞内を通って

腸管上皮を透過すると考えられた。Petri らのヒトを対象とした試験 111)および本研究の

Caco-2 細胞単層膜を用いた試験ともに、GSH-SFN のみが基底膜側で検出された。一方、

Clarke らの報告 95)によると、SFN 単回投与後のマウス小腸組織中において GSH-SFN 以

降の SFN 代謝物 (Cys-Gly-SFN, Cys-SFN, NAC-SFN) が検出されている。この矛盾が生

じた理由として、基底膜側に発現している multidrug resistance associated protein 1 
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(MRP-1) の基質特異性が関与した可能性がある。MRP-1 は GSH 抱合体に対して高い基

質特異性を有する 112)ことから、基底膜側では GSH-SFN が優位に存在すると考えられた。 

 結論として、SFNはCaco-2細胞単層膜を受動的に透過し、経細胞経路だけでなく 110)、

傍細胞経路（細胞間隙）が関与することが本研究によって明らかとなった。この知見は、

SFN や関連化合物を基本設計とする機能性食品の開発に有益な情報となり得るものと

考えられる。 

 

第５節 小括 

The Chapter aimed to clarify the transport mechanism of sulforaphane (SFN) in Caco-2 cells. 

Transport study using an Ussing chamber system revealed high apparent permeability (Papp = 

31.2 ± 2.5 × 10
-6

 cm/sec) of SFN in the apical-to-basolateral direction. The results that the SFN 

transport was attenuated by sodium butyrate, a tight junction closer, and was competitive with 

fluorescein, a selective marker of paracellular transport, clearly indicated that SFN was mainly 

transported through paracellular tight junction pathway. The metabolite, GSH-SFN, was 

detected in the basolateral side, indicating that the transport of SFN was, in part, mediated by 

the transcellular pathway.  
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第５章 ブロッコリースプラウトサプリメント摂取による第二相酵素誘導作用 

 

第１節 緒言 

 ブロッコリースプラウト (BS) から見出されたスルフォラファン (SFN) 
12, 22)は、生体

防御機構を司る転写因子 Nrf2 を介して第二相解毒酵素や抗酸化タンパク質など、細胞

保護に関わる種々の遺伝子群を誘導することで 64-66)、がん予防や様々な慢性疾患の予

防・改善作用を示すことが報告されている 15, 16)。また、有用性に関するエビデンスの蓄

積に伴い、SFN の恩恵を受けられる機能性食品への展開について関心が大いに高まりつ

つある。 

 SFN は BS 中では前駆体であるグルコラファニン (GR) として存在する 63)。腸管から

速やかに吸収され、摂取後 10 時間程度でメルカプツール酸代謝物として尿中から排泄

される SFN と異なり 94, 96)、安定前駆体である GR はそのままの形では吸収されないた

め、植物体が内在する、あるいは腸内菌叢が有するミロシナーゼ (β-thioglucosidase) に

よる加水分解を受け SFN へ変換される必要がある 63)。先行研究 95, 113, 114)から、腸内菌叢

のミロシナーゼと比べ、植物体に内在するミロシナーゼの方が GR から SFN への変換

効率が高いことが示されている。さらに、ミロシナーゼ活性を失した BS 加工品を摂取

した際の SFN の生体利用効率は、ミロシナーゼ活性が残存した生鮮の BS や非加熱の

BS 調製物（スムージーなど）と比べて低くなることが複数のヒト試験結果から示され

ている 115, 116)。このように生鮮の BS や非加熱の BS 調製物は SFN の生体利用効率の面

では優れているものの、生成した SFN やミロシナーゼ活性が食品マトリックス中で不

安定であるために品質保持期間が極めて短いという欠点がある。一方、BS 加工品、例

えば BS 熱水抽出物やその粉末は、品質保持期間が長く、GR を濃縮可能という長所を

有しているため、市販される多くのBSサプリメントにはBS加工品が使用されている。 

 米国を中心に BS サプリメントが市場に出回るようになって約 10 年が経過している

が、その有効性ついての情報は少ない。第一に、BS 加工品をカプセルの形状や錠剤の
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形状で摂取した際の SFN の吸収挙動および生体利用効率についてほとんど調べられて

いないことが挙げられる。第二に、BS サプリメントの製造者および販売者が推奨する

GR 摂取量（約 30 mg）と、これまでの臨床試験 13, 14)において有効性が示唆された GR

の用量（400 - 800 mol = 約 170 - 350 mg）は大きく異なっており、GR の推奨摂取量（約

30 mg）についての臨床的有効性は不明なことである。これらの点を明らかにするため

に、BS サプリメント、すなわち GR を含む BS 抽出粉末を詰めたカプセルの摂取が体内

への SFN の吸収や血中の第二相解毒酵素活性に及ぼす影響を、健常被験者を対象に評

価した。 

 

第２節 材料および方法 

 

第１項 BS 抽出物および BS サプリメントの調製 

 BS 抽出物は、カゴメ株式会社により生産した。発芽 1 日後の BS を熱水抽出 (95°C, 30 

min) に供した後、BS 残渣はケイソウ土ろ過により除去した。BS 抽出液は真空濃縮し、

デキストリンと混合した後スプレードライにより粉末化した。粉末化した BS抽出物 1 g

中の GR 含量は、既報 22)に準じて HPLC により測定し、カゴメ株式会社の規格値 (135 ± 

20 mg) 内であることを確認した。BS 抽出物をコーンスターチ、結晶セルロース、ステ

アリン酸カルシウムと混合した後、hydroxypropyl methylcelluose (HPMC) カプセルに封

入した。BS サプリメント 1 粒（内容量：200 mg、HPMC 皮膜：60 mg）当たりの GR 含

量が 10 mg となるように設計した。BS サプリメントの調製は Good Manufacturing 

Practices (GMP) に準拠した施設 (Sunsho Pharmaceutical Co., Ltd., Shizuoka, Japan) で行

った。BS サプリメントの栄養成分組成を Table 5-1 に示した。 
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Table 5-1. BS サプリメントの栄養成分組成 

 3 粒当たり 

Energy (kcal) 3.0 

Protein (g) 0.07 

Carbohydrate (g) 0.6 

Lipids (g) 0.002 

Glucoraphanin, GR (µmol: mg) 68.7 ± 2.3: 30 ± 1 

Sulforaphane, SFN (µmol) <0.5 

 

第２項 試験方法 

 本試験は、その計画についてカゴメ株式会社研究倫理審査委員会による承認 

(#2009-R04) を受け、人を対象とする生物医学研究の国際的倫理指針およびヘルシンキ

宣言に則って実施した。24 歳以上 60 歳以下の健常な日本人男女で、喫煙習慣がなく、

服薬や治療を受けておらず、妊娠していない方を募集し、21 名が試験に参加した。全

ての被験者から書面による同意を得た。 

 試験期間は 1 日目から 3 日目までの 3 日間とし、その期間中、飲酒ならびに ITCs お

よびグルコシノレート (GLSs) を含む食品（特にアブラナ科野菜）の摂取を禁止した。

また、試験期間中の 8 回の食事（朝食 3 回、昼食 3 回、夕食 2 回）は、試験実施者が用

意し、全ての被験者は同じメニューを摂取した。試験 2 日目の朝、バイタルサイン（体

重・心拍数・血圧）と体重を測定した後、ベースラインの尿および血液の採取、ならび

に医師による問診を行った。その後、性別、年齢および体重が群間で均等となるよう被

験者を 2 群に割付けた。午前 11 時に被験者は 3 粒または 6 粒の BS サプリメントを、

100 mL 程度の水または白湯とともに摂取した。被験者には、翌日（試験 3 日目）の午

後 5 時までの 30 時間の間、全ての尿を採取するよう以下のように指示した；1 回に排

泄された尿は都度 1 本のプラスチック製の採尿容器に採取した後、4°C に保ったクーラ

ーボックスに保管し、その時間を配布した採尿記録表に記入すること。採尿容器は定期

的に回収し、排尿量を量った後、10 mL 程度を分注し、-80℃で測定に使用するまで保
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管した。試験 3 日目の午前 11 時に被験者から再度採血を行った。得られた血液から調

製した血清は第二相酵素活性の測定に使用するまで-80℃で保管した。 

 

第３項 尿中 ITCs および dithiocarbamate (DTC) の測定 

 SFN の吸収量評価に広く使用される Cyclocondensation assay 法 (Fig. 5-1) 
113)に準じ、

ITCs および dithiocarbamates (DTCs) の尿中排泄量を測定した。尿サンプル (5 mL) を遠

心分離 (300 × g, 5 min, 4°C) に供して得られた上清 0.5 mL を、1.5 mL の反応溶液 (500 

mM sodium borate buffer (pH 9.25): 0.5 mL + 1,2-benzenedithiol/methanol: 1.0 mL) を含むガ

ラス瓶に移し、瓶中に窒素ガスを充満させた後、スクリューキャップを締めた。そのガ

ラス瓶をインキュベート (65°C, 2 h) した後、遠心 (500 × g, 5 min, 4°C) 上清を HPLC

分析に供した。環化縮合反応生成物である 1,3-benzodithiole-2-thione を、ODS カラム 

(Partisil 10 μm ODS-2, 4.5 × 250 mm, Whatman, Clifton, NJ, USA) に保持した後、80% (v/v) 

Methanol/H2O を用いたアイソクラティック法により溶出し (1.0 mL/min)、photodiode 

array detector (L-2455, Hitachi, Ltd. Tokyo, Japan) により検出した (λ = 365 nm)。50% (v/v) 

2-propanol/water を用いて調製した 1,3-benzodithiole-2-thione の希釈系列 (0.01 – 50 µM) 

により検量線を作成し、ITCs および DTCs の尿中濃度を定量し、それに採取した尿量を

乗じることで ITCs および DTCs の尿中排泄量を見積もった。 

 

Fig. 5-1. Isothiocyanates (ITCs) または dithiocarbamates (DTCs) と 1,2-benzenedithiol との環化

縮合反応スキーム 113)
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第４項 血清中第二相酵素活性の測定 

 BSサプリメントの摂取前および摂取24時間後に被験者から採取した血液から血清を

調製し、代表的な第二相酵素である glutathione S-transferase (GST) および

NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) の活性を測定した。GST 活性は Habig らの方

法 117)に準じ、1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) を基質に用いて測定した。NQO1 活性

は menadione を基質に用い、Prochaska assay 法 75, 76)に準じて測定した (Fig. 3-2)。 

 

第５項 統計解析 

 結果は平均値±標準偏差で示した。ITCs および DTCs の尿中排泄量、ならびに SFN

の生体利用効率の 2 群間比較は Student’s t-test により行った。BS サプリメントの摂取前

および摂取 24 時間後における血清第二相酵素活性の比較は対応のある t 検定により行

った。血清 GST 活性の変化率と血清 NQO1 活性の変化率との関連性については、ノン

パラメトリック法である Spearman 検定により行った。有意水準は 5%未満とした。統計

解析には、SPSS for Windows ver. 15.0 (SPSS Japan, Tokyo, Japan) を用いた。 

 

第３節 結果 

 

第１項 被験者のプロファイル 

 Table 5-2 に被験者のプロファイルを示した。男女比、平均年齢および平均体重につい

て 2 群間に有意差は認められなかった。21 名全ての被験者が本試験を完遂した。本試

験計画および BS サプリメント摂取に起因する有害事象は認められなかった。 
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Table 5-2. 被験者のプロファイル a
 

 被験者数 性別 
b
 年齢 体重 (kg) 

3 粒 11 7 (M) 4 (F) 29.1 ± 1.7 60.3 ± 2.8 

6 粒 10 6 (M) 4 (F) 29.6 ± 2.1 60.9 ± 3.2 

a全ての項目において群間で有意差なし 
b
M: 男性, F: 女性 

 

第２項 尿中 ITCs および DTCs 排泄量の時間変化 

 BS サプリメント摂取後の SFN の吸収動態を明らかにするために、採取した尿毎の

ITCs および DTCs 量を測定した。Fig. 5-2 に、個々の被験者において尿中に排泄された

ITCs および DTCs 量の積算曲線を示した。BS サプリメントを 3 粒摂取した群および 6

粒摂取した群の両方において、摂取前の尿中 ITCs および DTCs 量は極めて微量（3 粒: 

0.04 ± 0.03 µmol, 6 粒: 0.06 ± 0.06 µmol）であったことから、被験者が実施者の指示に従

い、試験 1 日目に ITCs やグルコシノレート (GLSs) を含む食品の摂取を控えたことが

確認された。尿中 ITCs および DTCs 量の積算曲線を観察すると、それらの高さ（最終

到達点）は個人間で大きく異なったが、曲線の形状には類似点が見られた。すなわち、

尿中 ITCs および DTCs 量の上昇は摂取後の数時間は緩慢であるが、BS サプリメント摂

取 8 - 12 時間後において顕著に増大し、その後頭打ちとなった。動態解析により、Tmax

値、すなわち、尿中に排泄された ITCs および DTCs 量が最大となった時間を個々の被

験者に対して求めた結果、BS サプリメント 3 粒摂取群と 6 粒摂取群間で有意差は認め

られなかった (Table 5-3)。30 時間の観察期間を 4 つの時間帯に分割したところ、BS

サプリメント摂取 8-16 時間後の時間帯に尿中に排泄された ITCs および DTCs 量が、最

終的に 30 時間で排泄された量の約 50%を占めることが判明した。その時間帯における

尿中 ITCs および DTCs 量は 6 粒摂取群で 3 粒摂取群と比べて 2 倍高かった。 
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Fig. 5-2. ブロッコリースプラウト (BS) サプリメント3粒または 6粒摂取後に尿中に排泄さ

れた、ITCs および DTCs 量の積算値 

 

Table 5-3. ブロッコリースプラウト (BS) サプリメント 3 粒または 6 粒摂取後の尿中 ITCs

および DTCs 排泄量の Tmax と経時変化［平均値±標準偏差 (n = 10 – 11)］ 

試験群 Tmax (h)
a
 

尿中に排泄された ITCs および DTCs の量 (µmol) 

0 - 8 h 8 - 16 h 16 - 24 h 24 - 30 h 

3 粒 12.4 ± 1.3 1.69 ± 0.33 3.84 ± 0.88 2.84 ± 0.70 0.91 ± 0.22 

6 粒 10.7 ± 0.7 1.52 ± 0.37 7.80 ± 1.52 3.20 ± 0.45 0.98 ± 0.19 

a尿中 ITCs および DTCs 排泄量が最大となった時間（群間で有意差なし） 

 

第３項 SFN 吸収量および生体利用効率の比較 

 BS サプリメント摂取後の SFN 吸収量と生体利用効率について、3 粒摂取群と 6 粒摂

取群との比較を行った。前提として、BS サプリメント摂取後 30 時間までに排泄された

尿量に関して 2 群間で有意な差は認められなかった （3 粒: 1691 ± 818 mL, 6 粒: 1245 ± 

480 mL, N.S.）。Fig. 5-3 に示したように、BS サプリメント摂取後 30 時間までに尿中に

排泄された ITCs および DTCs の総量、すなわち体内に吸収された SFN 量は用量依存的
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に増加した。尿中に排泄された ITCsおよびDTCsの総量を、摂取したGR量（68.7 or 137.4 

µmol、それぞれ 30 or 60 mg に対応）で除し、個々の被験者毎に SFN の生体利用効率を

求めた。その結果、Fig. 5-2 に示したように、BS サプリメント摂取後の SFN の生体利

用効率は個人間で大きくばらついた (5.1 - 23.3%)。BS サプリメント 6 粒摂取群 (9.8%) 

と比べ、3 粒摂取群の SFN 生体利用効率 (13.5%) が多少高い値となったが、統計学的

な有意差は認められなかった (Fig. 5-3)。 

 

Fig. 5-3. BS サプリメント 3 粒または 6 粒摂取 30 時間後までに尿中に排泄された ITCs およ

び DTCs 量、ならびに GR 摂取量に対する尿中 ITCs および DTCs 排泄量の割合［平均値±

標準偏差 (n = 10 - 11), Student’s t-test］ 

 

第４項 血清第二相酵素活性に及ぼす影響 

 本試験において、BS サプリメントとして被験者が摂取した GR 量 (30 - 60 mg) は、

過去の介入試験 13, 14)において有効性が示唆されたGR量 (170 - 350 mg) と比べて低い量

である。そこで、BS サプリメントによる低用量の GR の摂取が、SFN の生理作用発現

の鍵となる Nrf2 シグナリングおよび下流の第二相酵素群の誘導に有効であるかどうか
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を評価するために、BS サプリメントの摂取前および摂取 24 時間後に被験者から採取し

た血清中の GST および NQO1 活性を測定した。その結果、3 粒または 6 粒の BS サプリ

メント摂取、すなわち 30 mg または 60 mg の GR 摂取により、用量依存的に血清 GST

活性および NQO1 活性ともに有意に上昇することが判明した (Fig. 5-4)。BS サプリメン

ト摂取前後における血清 GST 活性および NQO1 活性の変化率を被験者毎に求め、Fig. 

5-5 にプロットした。Spearman 検定の結果、GST 活性の変化率と NQO1 活性の変化率と

の間に弱いながらも有意な (p < 0.05) 正の相関関係があることが明らかになった。 

 

Fig. 5-4. BS サプリメント摂取前および 24 時間後の血清 GST および NQO1 活性［平均値±

標準偏差 (n = 10 – 11), *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 (Paired t-test)］ 
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Fig. 5-5. 血清 GST 活性変化率と NQO1 活性変化率との相関関係［n = 21, Spearman 検定］ 

 

第４節 考察 

 GR から SFN への変換に関わる細菌が腸内菌叢に存在するため、たとえミロシナーゼ

が失活したBS加工品や調理品を摂取した場合でもSFNが体内に吸収されることが多数

報告されている 63, 113-116)。しかし、市販の多くの BS サプリメントのように、BS 加工品

（抽出液・粉末など）をカプセルに詰めて摂取した場合の SFN 吸収性を調べた報告は

ほとんどない。そこで本章では、SFN の吸収評価に広く用いられる手法 113)、すなわち

尿中に排泄される ITCs および DTCs 量を測定することで、BS サプリメントの摂取によ

り、SFN がヒト体内に吸収されるかどうかを検討した。BS サプリメント摂取による SFN

の生体利用効率 (5 ~ 25%) は、これまでに報告されたカプセルに充填されていない BS

加工品やBS調理品を摂取した場合でのSFNの生体利用効率 (2 ~ 40%) 
63, 113-116)と同程度

であった。有意差は認められなかったものの、BS サプリメント 6 粒摂取群の SFN 生体

利用効率が 3 粒摂取群と比べて僅かに低くなったことから、腸内菌叢による GR から

SFN への変換能に上限があることが懸念された。しかしながら、ITCs および DTCs の

尿中排泄量が最も多かった BS サプリメント摂取 8 - 16 時間の時間帯において、6 粒摂

取群の尿中 ITCs および DTCs 量は 3 粒摂取群のそれと比べて 2 倍であったことから
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(Table 5-2)、腸内菌叢による GR から SFN への変換が律速となった可能性は低いと考え

られた。Fahey らの報告 63)によると、本試験の用量 (68.7 ~ 137.4 µmol) よりも多い 200 

µmol の GR を 45 人の被験者に摂取させたときの SFN の生体利用効率（平均値: 11.8%、

中央値: 9.6%）と、400 µmol の GR を 99 人の被験者に摂取させたときの SFN の生体利

用効率（平均値: 10.4%、中央値: 9.4%）は同程度であった。 

 これまでに SFN の様々な疾病予防・改善効果が臨床試験 13, 14, 17-21)により明らかにさ

れてきたが、それらの試験の多くは BS を SFN の供給源として使用している。その際、

GR（または SFN）の用量は BS をどのように被験者に摂取させるかによって大きく異

なる。GR とミロシナーゼを含む生鮮の BS や生成した SFN を含む BS 調製物を用いた

試験では、SFN または GR の用量は 100 µmol 程度に設定されることが多い 
14, 18, 19)。一

方、ミロシナーゼが失活された BS 加工品を用いた試験では、SFN の生体利用効率が低

いことを考慮し、GR の用量は比較的高く設定されてきた。例えば、中国の Qidong で実

施され、SFN が種々の発がん性物質や環境汚染物質の解毒および排泄促進に有効である

ことを示した複数の試験 13, 14)の GR 用量は 400 - 800 µmol であった。これらの試験にお

いて、GR 摂取による有害事象は全く報告されておらず、また、他の安全性評価結果 118)

も勘案すると、GR は人の健康に害を及ぼす可能性が極めて低い食品成分であると考え

られる。しかしながら、ダイエタリーサプリメントは使用制限がほとんどない状態で多

種多様な人々に利用されるため、ダイエタリーサプリメントとして GR を提供する場合

は、過剰摂取など不適切使用のリスクも考慮し、GR の用量を注意深く検討する必要が

ある。過去の調査 119, 120)から、GLSs の 1 日当たりの推定摂取量は約 100 µmol と報告さ

れており、この食経験に基づく摂取量が GR を安全に様々な人々に提供する際の基準と

なる。 

 本研究では、低用量の GR (30 ~ 60 mg = 69 ~ 138 µmol) を含む BS サプリメントの摂

取が、血清第二相酵素 (GST, NQO1) の活性を協奏的に高めることを示した (Fig. 5-4, 

5-5)。この結果から、BS サプリメントの摂取により体内に吸収された SFN が、転写因
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子 Nrf2 を介して第二相酵素を誘導したことが示唆された。Prochaska らの報告 121)によ

ると、古典的な第二相酵素誘導剤 (butylated hydroxyanisole: BHA) を投与したマウスに

おいて、肝臓の第二相酵素活性と血清の第二相酵素活性が連動して上昇することが確認

されており、血清中の第二相酵素活性が種々の臓器の”Chemoprotected State”を表すマー

カーとなる可能性が提示されている。実際に、その後の複数の臨床試験 122-124)において

も、野菜やファイトケミカルの有用性を予備的に評価する指標として血清第二相酵素活

性が測定されている。本研究の結果から、BS サプリメントにより 30 ~ 60 mg の GR を

摂取することで、体内の種々の臓器においても第二相酵素（および Nrf2 の下流に存在

する一連の生体防御遺伝子群）が誘導され、結果として種々の健康効果をもたらす可能

性が示唆された。 

 

第５節 小括 

Broccoli sprout (BS) supplements have been marketed over a decade in anticipation of health 

beneficial effects of sulforaphane (SFN) that induces an Nrf2 signaling and the downstream 

chemoprotective genes including phase 2 enzymes. However, absorption behavior of SFN after 

intake of BS supplements has been largely unknown. Additionally, the GR dose (around 30 mg) 

recommended by many manufacturers of BS supplements is relatively lower than the effective 

dose determined in previous intervention studies. This human study aimed to assess the effect of 

a single administration of a typical BS supplement at lower dose of GR (30 or 60 mg from 3 or 

6 capsules, respectively) on the SFN absorption and the serum activities of phase 2 enzymes as 

possible surrogate markers of health beneficial effects of SFN. Urinary excreted isothiocyanates 

and dithiocarbamates showed the SFN absorption after intake of BS supplement was prolonged 

and varied among individuals, which conforms to the well-known characteristics of intestinal 

microbiota-mediated SFN absorption. The absorbed amount of SFN increased with dose (3 

capsules; 9.27 µmol, 6 capsules; 13.5 µmol). Serum activities of phase 2 enzymes glutathione 
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S-transferase (GST) and NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1), which had been reported 

to display “chemoprotected states” in organs such as liver, were dose-dependently and 

synchronously elevated (p < 0.05) by taking the BS supplement. This revealed that the low dose 

(30 mg) of GR could show chemoprotective effects in humans.  
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第６章 ブロッコリースプラウトサプリメント摂取による肝機能改善作用 

 

第１節 緒言 

 治療薬の開発に伴いウイルス性肝炎の罹患者数は劇的に減少した。一方、生活習慣に

関連する肥満や肝機能異常の発症数は増加の一途を辿っている 125)。非アルコール性脂

肪性肝疾患 (NAFLD: Non-alcoholic fatty liver disease) は、飲酒歴や飲酒習慣が全くない、

あるいはほとんどない場合でも発症する生活習慣に起因する肝疾患のひとつであり、高

確率で肝炎や肝繊維化、通称 NASH (Non-alcoholic steatohepatitis) を併発する高いリスク

を有している。今日では、この NASH がウイルス性肝炎に代わり肝硬変や肝がんの主

たる原因となっており 126)、その予防・改善が強く求められている。2010 年に日本肝臓

学会が「NASH・NAFLD の診療ガイド 2010」を発表したが、NASH や NAFLD の治療・

改善に関する確立された方法はほとんどない。そのため、体重管理を主軸とした食事・

運動療法が優先的に選択される現状にあるが、人々の生活様式・習慣を変えさせること

は容易ではなく、治療・改善が成功する事例は限られている。生活習慣に起因する肝疾

患のもうひとつの代表格としてアルコール性肝疾患 (ALD; Alcoholic liver disease) があ

る。ALD は飲酒によって発症する脂肪肝、肝炎、肝硬変および肝がんの総称であり、

依然として世界中で深刻な健康課題となっている 127)。ALD の最も有効な予防・改善方

法は禁酒であるが、飲酒を嗜好し、日々の生活の楽しみにする人々にとって、それは必

ずしも簡単ではない。以上のことから、劇的な生活習慣の改善、例えば過度の食事制限

や禁酒、運動療法を強いることなく、肝臓の健康や機能を良好に維持・改善し得る方法

（さらにファイトケミカルの摂り方）の開発が望まれてきた。 

 ブロッコリースプラウト (BS) に豊富に含まれるスルフォラファン (SFN)
12, 22)

 は、

転写因子 Nrf2 の活性化を介して、第二相解毒酵素や抗酸化タンパク質を含む一連の生

体防御遺伝子を誘導する 64-67)ことで、種々のストレスから細胞や組織を保護する 15, 16, 68)。

Nrf2 は全身の生体防御機構を司るが、そのうち、肝臓においてもその保護や機能維持の
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ための決定的な役割を果たすことが近年明らかとなっている。すなわち、SFN は種々の

肝毒性物質に対する保護作用 128)や第 3 章で明らかにしたアセトアルデヒド代謝促進作

用に加え、Nrf2 が肝臓におけるエネルギー代謝をも制御し、高脂肪・高糖食の摂取が引

き起こす肝障害を抑制することが示唆されている 129)。この Nrf2 を介したメカニズムに

基づき、SFN の摂取が多様な肝毒性物質 90, 130-132)やアルコール 133)による肝障害に加え、

高エネルギー食投与による脂肪肝を併発した肝障害を抑制する 134, 135)ことが報告されて

いる。しかしながら、SFN の肝保護作用・肝機能改善作用をヒトで立証した報告は未だ

ない。 

 これまでの SFN の臨床研究 13, 14, 20)では、SFN の前駆体であるグルコラファニン (GR) 

の用量が比較的高く設定されてきた。ダイエタリーサプリメントとして広く一般の人々

に安全に提供するためには、その成分の食経験や摂取実態（グルコシノレートの 1 日推

定摂取量：約 100 µmol）119, 120)に基づいて注意深く用量を決定する必要がある。第５章

において、BSサプリメントの摂取により、食経験の範囲内のGR (30 mg = ca. 69 µmol) を

摂ることで、転写因子 Nrf2 の下流に存在する第二相酵素活性の競争的な上昇が認めら

れた。そこで本章では、肝機能異常と診断された男性に対して生活習慣指導を行うこと

なく BS サプリメントを 2 ヶ月間摂取させ、肝機能マーカーの数値に及ぼす影響を評価

した。 

 

第２節 材料および方法 

 

第１項 BS 抽出物および BS サプリメントの調製 

 BS 抽出物は、第 5 章で述べたように、カゴメ株式会社において生産した。BS サプリ

メントは、Good manufacturing practices (GMP) 施設 (Sunsho Pharmaceutical Co., Ltd., 

Shizuoka, Japan) で調製した (Table 5-1)。なお、プラセボサプリメントは、BS 抽出物の

代わりにコーンスターチを配合し、BS サプリメントと同様に調製した。 
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第２項 臨床試験 

 2014 年 1 月から 5 月にかけて、東海大学医学部付属東京病院において、無作為化二

重盲検プラセボ対照並行群間試験を行った。試験はヘルシンキ宣言に則り実施した。試

験計画について、東海大学医学部臨床研究審査委員会 (#13R-169) およびカゴメ株式会

社研究倫理審査委員会 (#2013-R05) による承認を取得し、試験開始前までに UMIN 臨

床試験登録システム (UMIN-CTR) に登録した (#UMIN000012855)。 

 東海大学医学部付属東京病院に通院する 30 歳以上 69 歳未満の男性のうち、過去 2 ヶ

月間にアラニンアミノ基転移酵素 (ALT)、アスパラギン酸アミノ基転移酵素 (AST)、γ-

グルタミルトランスペプチダーゼ (γ-GTP) のいずれかの値が基準値 (ALT ≥ 40 IU/L, 

AST ≥ 35 IU/L, γ-GTP ≥ 80 IU/L) を超え、超音波測定により脂肪肝の所見が認められた

方を被験者とした。重篤な肝疾患の既往歴がある方、急性肝炎障害やウイルス性肝炎、

または他の重篤疾患がある方、過度の飲酒習慣（1 日平均 60 g 以上のアルコール摂取）

を持つ方、および試験責任医師が不適格と判断した方は、被験者として選定しなかった。

全ての被験者から書面でインフォームドコンセントを得た。 

 被験者の 2 群への無作為割付は乱数発生表を用いて行った。その結果に基づき、2 種

の試験食品（BS サプリメントまたはプラセボ）が入った無地の容器に被験者番号を付

した。被験者は、プラセボかBSサプリメントのいずれかを 1日 3粒 (GR = 0 mg or 30 mg)、

2 ヶ月間摂取した。被験者はもとより、医師ならびに測定・解析に関与する全ての研究

者は、被験者がどちらの試験食品を摂取したか判らない状態（二重盲検下）で試験を実

施した。 

 主評価項目は、主要な肝機能マーカーである ALT、AST、または γ-GTP 値の変化量

とした。副次評価項目を Table 6-1 に示した。 
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Table 6-1. 副次評価項目 

分類 項目 

身体測定 body weight, body mass index (BMI), and waist circumference 

肝機能関連マーカー 
albumin, total bilirubin (TB), alkali phosphatase (ALP), 

choline esterase (ChE), ferritin 

腎機能関連マーカー urinary acid (UA) 

脂質代謝関連マーカー 

triglyceride (TG), total-cholesterol (TC), 

high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol, 

low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol 

糖代謝関連マーカー fasting blood sugar (FBS), hemoglobin A1c (HbA1c) 

炎症マーカー high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) 

アディポカイン leptin, adiponectin 

酸化ストレスマーカー 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)
1
 

1
 尿を分析に使用  

 

第３項 動物試験 

 動物試験はカゴメ株式会社動物・生体試料管理運営委員会による承認 (#2008.004) を

得た上で、実施した。7 週齢雄性 Sprague-Dawley (SD) 系ラットは個別のステンレスケ

ージで飼育し、AIN-76 飼料 (CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan) を与えた。飼育環境は温

度：20 ± 2°C、湿度：65 ± 6%、明暗サイクル：12 時間とした。十分に馴化させた後、

ラットを 5 群：sham 群 (n = 6)、control 群 (n = 8)、BS-low 群 (n =8)、BS-middle 群 (n =8) 

および BS-high 群 (n =8) に分けた。sham 群と control 群のラットには、AIN-76 飼料を 4

週間自由摂取させ、BS-low 群、BS-middle 群および BS-high 群のラットには異なる量の

BS 抽出物を混ぜた AIN-76 飼料を 4 週間摂取させた。各飼料の組成と SFN の前駆体で

あるGR含量をTable 6-2に示す。sham群を除く 4群のラットには、N-nitrosodimethylamine 

(NDMA) を体重 1 kg 当たり 5 mg となるように週に連続 3 日（火曜、水曜、木曜）、4

週間腹腔投与した。sham 群には生理食塩水を同様に投与した。4 週間の試験期間中はラ

ットの体重と摂餌量を経時的に測定した。試験期間終了後、血液と肝臓を採取した。得

られた血清および液体窒素で凍結させた肝臓は使用するまで-80℃で保管した。  
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Table 6-2. 動物飼料の組成 

Contents, g/100 g Normal Diet BS-low BS-middle BS-high 

Casein 25.00 25.00 25.00 25.00 

Corn starch 40.25 39.83 39.41 38.56 

Sucrose 20.00 20.00 20.00 20.00 

Corn oil 5.00 5.00 5.00 5.00 

Mineral mix
1
 3.50 3.50 3.50 3.50 

Vitamin mix
1
 1.00 1.00 1.00 1.00 

Choline bitartrate  0.25 0.25 0.25 0.25 

Cellulose 5.00 5.00 5.00 5.00 

Broccoli Sprout (BS) extract 0.00 0.42 0.84 1.69 

Glucoraphanin (GR) 0.00 0.063 0.13 0.25 
1
 AIN-76飼料組成に準拠 

 

第４項 生化学指標の測定 

 被験者から採取した血液の生化学検査は、自動測定装置を用いて行った。血清

adiponectin および leptin 濃度は市販のキット (Human adiponectin ELISA kit, Otsuka 

Pharmaceutical Co., Ltd., Tokushima, Japan; Human leptin highly sensitive assay kit, 

Immuno-Biological Laboratories Co, Ltd., Gunma, Japan) を用いて測定した。尿中 8-OHdG

濃度は市販の ELISA キット (New 8-OHdG check, JaICA, Shizuoka, Japan) を用いて測定

し、クレアチニン濃度 (creatinine urinary assay kit、Cayman Chemical Company, MI, USA) 

で標準化した。 

ラット血清中の AST および ALT活性の測定にはトランスアミナーゼ CII-テストワコ

ー (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) を使用した。ラット血清中のアルブミンおよび

総ビリルビン濃度の測定はそれぞれ、改良ブロモクレゾールパープル (BCP) 法および

化学酸化法により行った (SRL, Inc., Tokyo, Japan)。ラット肝臓におけるチオバルビツー

ル酸反応性物質 (TBARS) の測定は Kikugawa らの方法 136)に準じて行った。0.5 g の肝
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臓切片を 4.5 mL の 10 mM Tris-HCl (pH 7.4) 中でホモジナイズし、遠心分離 (12,000 × g, 

20 min, 4°C) により得た上清 0.2 mL を、0.65 mL の反応溶液 (5.0% sodium dodecyl 

sulfate (SDS): 0.4 mL, 0.8% butylhydroxytoluene (BHT): 0.01 mL, dH2O: 0.32 mL) を含む試

験管に加えた。0.15 mL の 20% 酢酸緩衝液 (pH 3.5) を添加した後、試験管をパラフィ

ルムでシールし、100℃で 1 時間インキュベートした。その後 1 mL の butanol:pyridine 

(15:1) で抽出した TBARS を吸光度 (λ = 532 nm) 測定した。肝臓中の TBARS 量は、

1,1,3,3-tetramethoxypropane を用いて作成した検量線から計算した。ラット肝臓の

glutathion S-transferase (GST) の活性は、1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) を基質に用

いて既報 117)に準じて行った。 

 

第５項 統計処理 

 パラメトリックデータは平均値±標準偏差で示し、ノンパラメトリックデータは中央

値とパーセンタイル値で示した。臨床試験において、2群間の差はMann-Whitney U-test、

同群の介入前後の比較は Wilcoxon の符号順位検定で解析した。変数間の相関は

Spearman 検定により解析した。動物試験における 5 群間の比較は、ノンパラメトリッ

クデータについては Kruskal-Wallis 検定を行った後、Steel-Dwass 法による多重検定を行

い、パラメトリックデータについては ANOVA の後、Tukey-Kramer 法または Dunnett 法

による多重検定を行った。有意水準は 5%未満とした。 

 臨床試験におけるサンプルサイズの計算は、試験期間中に 10%の脱落者が発生するこ

とを考慮し、信頼水準 95%、検出力 80%と仮定して行った。 

 全ての統計処理は、JMP (SAS institute, Cary, NC) を用いて行った。 
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第３節 結果 

 

第１項 被験者のプロファイル 

 被験者として選定された合計 55名の男性通院患者をプラセボ群 (n = 28) と BS群 (n 

= 27) の 2 群に無作為に割付け、試験を開始した。制限事項等の逸脱がなく、試験を最

後まで終了したプラセボ群の 28 名と BS 群の 24 名を解析対象者に選定し、BS サプリ

メントの有効性を評価することとした。BS 群の 3 名のうち 2 名は検査日に来院しない

など、試験計画からの逸脱が甚だしかったため解析対象者から除外し、残る 1 名は試験

期間中に胆石性膵炎を患ったため試験参加を中止させた。試験計画および試験食品に起

因する有害事象は一切認められなかった。Table 6-3 に被験者の特徴と試験開始前の主評

価項目の数値を示す。肝機能マーカーである ALT、AST および γ-GTP の試験開始時の

値について 2 群間で有意な差は認められなかった。 

 

Table 6-3. プラセボ群および BS 群の被験者の介入前検査値 1
 

 
Median (IQR) 

プラセボ群 BS群 

n 28 24 

Age, year 56.0 (49.8–63.3) 51.5 (42.0–57.5) 

BMI, kg/cm
2
 25.9 (24.5–27.2) 25.7 (24.2–27.6) 

Waist circumference, cm 92.3 (88.3–95.3) 86.5 (81.0–95.0) 

AST, IU/L 30.0 (27.5–39.5) 37.5 (24.8–48.3) 

ALT, IU/L 41.5 (34.0–64.3) 54.0 (34.5–79.0) 

γ-GTP, IU/L 52.0 (39.5–91.5) 51.5 (40.8–91.3) 

1全ての項目において群間に有意差なし (Mann-Whitney U test) 

 IQR = interquartile range; AST = aspartate-aminotransferase; ALT = alanine 

aminotransferase; γ-GTP = γ-glutamyl transpeptidase. 
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第２項 BS サプリメントの摂取が肝機能マーカーの数値に及ぼす影響 

 SFN の前駆体である GR を 30 mg含む BS サプリメントまたはプラセボ摂取前後の主

要肝機能マーカー (ALT、AST、および γ-GTP) の値を Fig. 6-1 と Table 6-4 に示した。

Wilcoxon の符号順位検定を行った結果、BS サプリメントを 2 ヶ月間摂取した BS 群に

おいて ALT と γ-GTP の値が摂取前と比べて有意に低下したことが判明した。AST の値

については摂取前後で有意な差は認められなかった。プラセボ群では、3 種の肝機能マ

ーカー全てにおいて摂取期間の前後で有意な差は認められなかった。 

 Table 6-4 に示したように、肝機能マーカーとして用いられる血清 ALP 値とアルブミ

ン値もまた BS サプリメントの摂取で有意に低下した。ALP の中央値は BS 群において

6 IU/L (IQR = 17.8) 低下したが、プラセボ群においては 3.5 IU/L (IQR = 25.5) 上昇した 

(p < 0.05)。血清アルブミン値は BS 群において有意に低下したが、その変化量は僅かで

あり、基準値範囲内での変化であった。 

 

第３項 BS サプリメントの摂取が他の生化学指標に及ぼす影響 

 BS サプリメントの摂取は、BMI や腹囲といった身体計測値や糖代謝マーカー（空腹

時血糖値、HbA1c）にはほとんど影響しなかった。プラセボ群において BMI の有意な

改善が認められたが、その原因は不明であった。BS 群において、脂質代謝関連マーカ

ーの一部に改善が認められた。試験開始時の BS 群の血清総コレステロール濃度は、ア

メリカ心臓学会が境界域に定める 200 mg/dL を上回っていたが、BS サプリメントの摂

取により有意に (p < 0.05) 改善した。一方、プラセボ群では試験期間の前後で血清総コ

レステロール濃度は上昇した。本試験では HDL-および LDL-コレステロール濃度に顕

著な変化は認められなかった。総コレステロール濃度の改善と関連して、肥満や脂肪肝

の進行に伴って上昇することが知られる血清コリンエステラーゼ (ChE) 活性は BS サ

プリメントの摂取により有意に低下した。さらに、代表的な酸化ストレスマーカーであ

る尿中 8-OHdG 濃度もまた BS サプリメントの摂取により有意 (p < 0.05) に低下した。 
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Fig. 6-1. プラセボまたはBSサプリメント摂取前および摂取 2か月後の血清ALT値と γ–GTP

値［個々の被験者のデータを丸印で示し、前後の変化を線で結ぶ (n = 24 – 28), Wilcoxon の

符号順位検定］ 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Before After

P < 0.05

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Before After

P < 0.05

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Before After

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Before After

Se
ru

m
 A

LT
 (

IU
/L

)
Se

ru
m

 γ
-G

TP
 (

IU
/L

)

N.S.

N.S.

BSプラセボ

ALT

γ-GTP

BSプラセボ



77 

 

Table 6-4. プラセボ群および BS 群の被験者の介入前後における検査値［Median (IQR)］ 

 プラセボ群 (n = 28) BS 群 (n = 24) 

 Before After Before After 

BMI, kg/m
2
 

25.9 (24.6–26.8) 25.6 (24.5–26.8)
 a
 25.7 (24.2–27.6) 25.8 (24.2–27.3) 

Waist Circum., cm 
92.3 (88.4–95.3) 91.4 (88.5–97.1) 86.5 (81.0–95.0) 88.8 (82.5–95.0) 

AST, IU/L 
30.0 (27.5–39.5) 26.0 (22.5–42.8) 37.5 (24.8–48.3) 37.5 (27.0–39.8) 

ALT, IU/L 
41.5 (34.0–64.3) 40.5 (27.0–60.5) 54.0 (34.5–79.0) 48.5 (33.0–65.3)

 a
 

γ-GTP, IU/L 
52.0 (39.5–127.5) 53.0 (37–99) 51.5 (40.8–91.3) 50.0 (37.8–85.3)

 a
 

Alb, g/dL 
4.6 (4.5–4.7) 4.6 (4.5–4.8) 4.6 (4.4–4.9) 4.5 (4.3–4.7)

 a
 

TB, mg/dL 
0.9 (0.6–1.1) 0.8 (0.7–1.0) 0.9 (0.6–1.1) 0.9 (0.7–1.2) 

ALP, IU/L 
230 (206–274) 231 (214–281) 210 (168–248) 182 (166–140)

 a
 

ChE, IU/L 
398 (369–458) 406 (370–424) 390 (359–436) 388 (358–421)

 a
 

Ferritin, ng/mL 
231 (162–322) 215 (168–321) 281 (131–381) 216 (136–365) 

UA, mg/dL 
6.4 (5.4–6.8) 6.1 (5.6–6.7) 6.1 (5.5–7.0) 6.0 (5.4–6.8) 

TG, mg/dL 
133 (99.3–166) 113 (83.0–160) 146 (118–193) 135 (95.5–208) 

TC, mg/dL 
196 (183–224) 207 (184–225) 201 (182–219) 194 (184–211)

 a
 

HDL-C, mg/dL 
47.5 (44.8–58.0) 49.5 (45.0–57.0) 50.0 (44.0–59.0) 48.5 (44.8–54.0) 

LDL-C, mg/dL 
125 (116–142) 137 (118–146) 123 (107–138) 123 (111–141) 

HbA1c, % 
5.8 (5.5–6.1) 5.8 (5.5–6.1) 5.7 (5.4–6.1) 5.7 (5.5–6.0) 

FBS, mg/dL 
105 (99–115) 106 (97.5–115) 105 (99.8–113) 106 (101–115) 

hs-CRP, mg/dL 

0.056 

(0.037–0.14) 

0.068 

(0.028–0.15) 

0.067 

(0.036–0.13) 

0.059 

(0.031–0.13) 

8-OHdG, ng/mg-CRE  
6.6 (5.3–8.4) 6.1 (4.7–7.6) 6.8 (5.5–9.0) 5.5 (4.9–6.7)

 a
 

Adiponectin, µg/mL 
6.3 (4.6–9.5) 6.1 (4.6–7.9)

 a
 6.1 (4.8–7.4) 4.8 (4.1–7.7)

 a
 

Leptin, ng/mL 
7.3 (5.2–11.4) 6.6 (4.1–10.1) 5.9 (4.2–7.5) 5.8 (3.0–8.7) 

a
p < 0.05 vs before; AST = aspartate-aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; γ-GTP = 

γ-glutamyl transpeptidase; Alb = albumin; TB = total bilirubin; ALP = alkali phosphatase; ChE = choline 

esterase; UA= urinary acid; TG = triglyceride; TC = total cholesterol; HDL-C = high-density lipoprotein 

cholesterol; LDL-C = low density lipoprotein cholesterol; HbA1c = hemoglobin A1c; FBS = fasting 

blood sugar; hs-CRP = high-sensitivity C-reactive protein; 8-OHdG = 8-hydroxydeoxyguanosine; CRE = 

creatinine 
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第４項 酸化ストレス軽減と肝機能改善の相関 

 Speaman の相関解析の結果、BS 群の被験者において尿中 8-OHdG 濃度の変化量 

(∆8-OHdG) と肝機能マーカーの変化量 (∆ALT および∆γ-GTP) の間に有意な正の相関

関係があることが明らかとなった (Fig. 6-2)。プラセボ群においては、これら変数間に

有意な相関関係は認められなかった。酸化ストレス軽減と肝機能マーカー改善作用との

相関を明らかにするために、尿中 8-OHdG 濃度が低下した (∆8-OHdG < 0) 被験者とそ

うでない (∆8-OHdG ≥ 0) 被験者の間で肝機能マーカーの変化量 (∆ALT, ∆γ-GTP) を比

較した。その結果、両肝機能マーカーともに 8-OHdG 濃度が低下した被験者において低

下する傾向が確認された (Fig. 6-3)。8-OHdG 濃度が低下した被験者の∆ALT および

∆γ-GTP の中央値は、そうでない被験者の∆ALT および∆γ-GTP の中央値と比べてそれぞ

れ 17 IU/L および 11.5 IU/L 低いことが示された。 

 

Fig. 6-2. BS 群の被験者における、尿中 8-OHdG 値の変化量 (∆8-OHdG) と血清肝機能マーカ

ー値の変化量 (∆ALT または∆γ-GTP) との間の相関関係［n = 24, Spearman 検定］ 

 

-150

-100

-50

0

50

-15 -10 -5 0 5

∆
γ-

G
TP

 (
IU

/L
)

∆8-OHdG (ng/mg-Creatinine)

r = 0.496, p = 0.016
-100

-80

-60

-40

-20

0

20

40

-15 -10 -5 0 5

∆8-OHdG (ng/mg-Creatinine)

∆
A

LT
 (

IU
/L

)

r = 0.518, p = 0.011

∆ALT vs. ∆8-OHdG ∆ γ-GTP vs. ∆8-OHdG



79 

 

 

Fig. 6-3. BS 群の被験者のうち介入前後で尿中 8-OHdG 値が低下した人 (∆8-OHdG < 0, n = 

15) とそうでない人 (∆8-OHdG ≥ 0, n = 9) における、血清肝機能マーカー値の変化量 

(∆ALT および∆γ-GTP) の比較［グラフ中の横棒は中央値を示す。Mann-Whitney U 検定］ 

 

第５項 BS 抽出物の NDMA 誘導性慢性肝障害抑制作用 

 BS 抽出物の肝保護作用について慢性肝障害動物モデルを用いて検証した。4 週間 

NDMA（5 mg/kg 体重）を反復腹腔投与したラット (control) の体重は、生理食塩水を投

与されたラット (sham) と比べ約 17%低かった。肝重量については、sham 群と比べて

control 群で有意に (p < 0.05) 低下した (29%) (Table 6-5)。これら NDMA による体重や
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機能の評価に使用される血清アルブミン値やビリルビン値の改善が認められた (Fig. 

6-4)。 

 

Table 6-5. N-nitrosodimethylamine (NDMA) の毒性に対する BS 抽出物の効果［平均値±標準

偏差］ 

試験群 n 
体重の増加量  

(g) 

肝重量 

(g) 

摂餌量 

(g/day) 

sham 6 210.0 ± 23.7 17.1 ± 1.4 20.3 ± 1.3 

control 8 174.4 ± 20.5 12.1 ± 1.5
**

 19.2 ± 1.7 

BS-low 8 181.4 ± 20.3 12.9 ± 1.6 19.3 ± 1.6 

BS-middle 8 186.8 ± 21.1 13.9 ± 2.2 19.2 ± 2.1 

BS-high 8 188.3 ± 8.7 15.1 ± 1.4
††

 18.9 ± 1.0 

**
p < 0.01 vs. sham, 

††
p < 0.01 vs. control by the Dunnett’s test. 

 

第６項 BS 抽出物の摂取がラット肝臓の酸化ストレスや第二相酵素活性に及ぼす影響 

 血清 AST および ALT 値の上昇と連動して、肝臓 TBARS 値もまた control 群において

有意に上昇した (Fig. 6-5)。しかしながら、BS 抽出物を摂取したラットの肝臓では

TBARS 値は低値を示し、特に BS high 群では TBARS 値の上昇はほとんど完全に抑制さ

れた。代表的な第二相酵素であり、NDMA の解毒を担うとともに抗酸化的役割を果た

すことが知られる GST のラット肝臓における酵素活性は、BS 抽出物の摂取により用量

依存的に有意に上昇した (Fig. 6-5)。 
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Fig. 6-4. BS 抽出物の摂取が、N-nitrosodimethylamine (NDMA) 反復投与により慢性肝障害を

誘導したラットの血清肝機能マーカー (AST&ALT)、アルブミン、およびビリルビン値に及

ぼす影響［箱ひげ図のエラーバーの下端と上端、箱の下端と上端および箱内の横線は、最

小値、最大値、第 1 四分位点、第 3 四分位点および中央値を示す (n = 6 - 8)。 
*
: p < 0.05 

vs. sham, 
†
: p < 0.05, 

††
: p < 0.01 vs. control（Steel-Dwass 検定）］ 
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Fig. 6-5. BS 抽出物の摂取が、N-nitrosodimethylamine (NDMA) 反復投与により慢性肝障害を

誘導したラットの肝臓 TBARS 量および GST 活性に及ぼす影響［平均値±標準偏差 (n = 6 - 

8), 
*
: p < 0.05, 

**
: p < 0.01 vs. sham,

 ††
: p < 0.01, 

†††
: p < 0.001 vs. control（Dunnett’s 検定）］ 

 

第４節 考察 
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あることが判明した (Fig. 6-1)。しかしながら、肝機能マーカーの低下（変化）量を BS

群とプラセボ群とで比較したところ、有意差は認められなかった。被験者の選定基準を、

「3 種の肝機能マーカー (AST, ALT, γ-GTP) のうち、いずれかの値が基準値を超えてい

る方」としたことでデータのばらつきが生じ、有意差の検出が困難となった考えられた。

本試験において、プラセボ群の数名の被験者において肝機能マーカーの数値改善が見ら

れた。いわゆるプラセボ効果や生活習慣の僅かな変化、その他のバイアスが微妙に影響

したと考えられた。しかしながら、BS 群で認められた肝機能改善効果と決定的に異な

ることとして、プラセボ群における肝機能マーカーの数値改善は、酸化ストレスマーカ

ー（尿中 8-OHdG 濃度）の低下と全く関連していなかった。このことから、2 ヶ月間の

スルフォラファンの前駆体 (GR) を含む BS サプリメントの摂取は、プラセボ効果の枠

を超えて被験者の生理機能に確実な影響を及ぼしたと考察された。また、酸化ストレス

の低減が肝機能改善に寄与した可能性が見出された。尿中 8-OHdG は、種々の細胞や組

織で起こる DNA の酸化傷害を反映する指標として確立されており 137)、体内の酸化スト

レスを評価するために広く様々な研究において使用されてきた 138, 139)。また、肝臓中の

8-OHdG量と尿中 8-OHdG濃度との間に有意な相関関係があることもC型ウイルス肝炎

患者を対象とした研究において確認されている 140)。本研究では肝生検を実施しなかっ

たため直接的なデータを提示していないが、BS サプリメントを摂取した被験者におい

ては、様々な生活習慣（飲酒、暴飲暴食、喫煙）による肝臓中の酸化ストレス上昇が軽

減されたと推察された。 

 SFN または BS による肝保護効果や肝機能改善効果に関して、ヒト試験における有効

性を示した報告は未だないが、動物試験の結果については数多く報告されている。古く

は肝毒性を持つ物質に対する SFN の効果が幅広く検討されており、SFN またはその前

駆体である GR の摂取が、cisplatin
130)、mycocystin

131)、carbon tetrachloride
132)、および

D-galactosamine 
89)によって誘導される肝障害を顕著に抑制することが報告されている。

加えて近年では、SFN が生活習慣関連因子、つまり飲酒や過剰なエネルギー摂取による
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肝疾患に対しても予防・改善効果を示すことが示唆されている 133-135)。Nrf2 ノックアウ

トマウスを用いた多数の報告 141, 142)によって、転写因子 Nrf2 を介した第二相酵素・抗酸

化タンパク質誘導作用や抗炎症作用などが SFN の多彩な肝保護効果に大きく寄与する

こと示されている。 

 本章では、ヒト試験で使用した BS 抽出物が Nrf2 の下流に存在する第二相酵素を誘導

するかどうかについて、慢性肝障害動物モデルを用いた試験を実施した。その結果、

BS 抽出物を 4 週間摂取させたラットの肝臓において代表的な第二相酵素として知られ

る GST が誘導されることを確認した (Fig. 6-5)。また、SFN が肝臓の GST を誘導した

結果、NDMA の反復投与による肝臓中酸化ストレスの増大や慢性肝障害が有意に抑制

された (Fig. 6-4)。以上の結果は、BS 抽出物の生体内での有用性、すなわち、BS 抽出

物の摂取により SFN が体内に吸収され、肝臓等において Nrf2 を介して種々の作用を発

現する可能性を示している。 

 本章の臨床試験では、第５章の結果に基づき、SFNの前駆体である GRの用量を 30 mg

と設定した。この用量は、先行研究 12, 13)で使用された GR の用量 (400 - 800 µmol) と比

べて低く、また食経験の範囲内であり、ダイエタリーサプリメントとして広く安全に提

供可能な用量であると考えられる。 

 なお、本研究にはいくつかの考慮すべき課題がある。第一に、本ヒト試験は男性被験

者を対象に実施しており、試験結果が女性にも当てはまるか否かは不明である。第二に、

試験期間が 2 ヶ月と短かったことがある。著明な肝保護成分である silymarin は、3 ヶ月

間の摂取試験でその有効性が確認されている 143)。第三に、本研究では肝生検は実施し

ていない。倫理的な観点から容易ではないが、ヒト体内または肝臓中における SFN の

詳細な作用メカニズムを解明するためには、今後さらなる検討が必要である。 

 

第５節 小括 

To evaluate the effects of dietary supplementation of sulforaphane (SFN)-rich broccoli sprout 
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(BS) extract on hepatic abnormalities in Japanese male participants, a randomized, 

placebo-controlled, double blind trial was performed. Dietary supplementation with BS extract 

containing SF precursor GR (n = 24) for 2 months significantly improved serum levels of liver 

function markers, ALT and γ-GTP, as well as alkali phosphatase activity. Placebo (n = 28) 

showed no significant effects on the markers. The urinary level of 8-OHdG, an established 

oxidative stress marker, was significantly reduced in participants who had received BS 

supplement. The reduction of urinary 8-OHdG was significantly associated with decreased 

levels of both ALT and γ-GTP. Intake of BS extract significantly prevented chronic liver failure 

in Sprague-Dawley rats induced by successive intraperitoneal injection with 

N-nitrosodimethylamine (NDMA) for 4 weeks. BS suppressed the increase in the level of 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in rat livers through induction of hepatic phase 

2 enzymes including hepatic GST. In conclusion, dietary supplementation with BS extract 

containing the SFN precursor GR (even at 30 mg) seems to be highly effective in improving 

liver function through reduction of oxidative stress.  
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第７章 総括 

 

 健康寿命の延伸を目的としたアクションプランには、基本的な生活習慣の見直し（適

度な運動、適切な食習慣、禁煙）に加え、けんしん（健診・検診）が組み込まれている。

「けんしん」により自分自身の健康状態を定期的に把握することは、自律した健康管理

や疾病予防の第一歩となる。現在、人間ドック受診者の約 3 人に 1 人が肝機能異常を抱

えている。肝臓は沈黙の臓器と呼ばれ自覚症状を得にくいため、「けんしん」により肝

臓の健康状態を知り、必要に応じて肝機能改善向けた対策を講じなければならない。し

かしながら、人間ドックで知り得る他の健康異常（肥満、高血圧、耐糖能異常、高コレ

ステロール、高中性脂肪）には、その予防や改善に有効である可能性が高いと裏付けら

れた特定保健用食品が多数存在するのに対して、肝機能異常に対応する特定保健用食品

はない。それゆえ、肝機能異常と診断された人々が改善に向けた対策を講じることが困

難な状況にある。そこで本研究では、野菜の摂取を通じて、肝機能改善に有効な情報を

提供することを目的として、トマトおよびブロッコリースプラウトに着目し、その肝機

能改善作用について詳細な検討を行った。 

 第 2 章では、世界各地の飲酒シーンで摂取される伝統・慣習があるトマトについて、

飲酒後のアルコール代謝に及ぼす影響を調べた。健常な男性被験者に 5%のアルコール 

(Alc)、または 5%のアルコールを含むトマトジュース (TJAlc) を摂取させた結果、Alc

摂取後と比べ、TJAlc 摂取後の血中エタノール濃度が有意に低く推移し、血中酢酸濃度

が有意に高く推移したことから、飲酒時のトマト（ジュース）の摂取がアルコール代謝

を促進することが明らかとなった。動物試験により有効成分を探索した結果、トマトに

含まれる複数の水溶性成分がアルコール代謝促進作用に寄与することが示唆された。作

用機序については、トマト中の有効成分がピルビン酸合成系の亢進を介して肝臓の乳酸

脱水素酵素の活性を高めたことで、NAD/NADH バランスが是正され、最終的に NAD

依存酵素であるアルコール代謝関連酵素の活性が高まったものと推察された。 
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 第 3 章では、強い毒性を示し、我々日本人を含む東アジアの人々の健康を脅かすアセ

トアルデヒドに着目した。アセトアルデヒドの代謝を担うアルデヒド脱水酵素 (ALDH) 

を誘導することが期待された、ブロッコリースプラウト (BS) 由来のファイトケミカ

ル・スルフォラファン (SFN) について検討を行った。マウス肝がん由来細胞株 Hepa 

1c1c7 を用いて検討を行った結果、SFN が顕著な ALDH 誘導能を示すことを見出した。

また、天然由来および化学合成の計 15 種類の化合物が ALDH 誘導能を示すことを明ら

かにした。これら化合物の ALDH 誘導能と第二相酵素である NQO1 に対する誘導能の

間に正の相関関係が認められたことから、ALDH が NQO1 と同じメカニズムで誘導さ

れることが示唆された。そこで、NQO1 の誘導を制御する転写因子 Nrf2 を欠損させた

マウス胎児線維芽細胞を用いて試験したところ、SFN による ALDH 誘導作用は完全に

消失した。また、プロモーター領域に ARE (Antioxidant Response Element) コアコンセン

サス配列の存在を確認したことから、アセトアルデヒドの代謝を担う Aldh1a1 と Aldh2

の発現誘導に Nrf2-ARE 経路が関与することが強く示唆された。本章では、SFN および

他の第二相酵素誘導剤による ALDH 誘導メカニズムの解明に加え、SFN の摂取により

マウス肝臓の ALDH が誘導されること、その結果、エタノール投与後のアセトアルデ

ヒドの代謝が約 2 倍まで速まることを実証した。 

 第 4 章では、Caco-2 細胞単層膜を用いて SFN の腸管上皮における吸収機構および吸

収経路の解明を行った。その結果、SFN は受動拡散により Caco-2 細胞単層膜を透過す

ることが判明した。タイトジャンクション (TJ) 閉口剤である sodium butyrate 処理を施

した Caco-2 細胞単層膜において SFN の透過が有意に抑制されたこと、細胞間隙透過の

マーカーとして用いられる fluorescein の Caco-2 細胞単層膜透過を SFN が競合的に阻害

したことから、細胞間隙 TJ が SFN の透過経路であることが明らかとなった。一方、基

底膜側から微量の GSH-SFN が検出されたことから、少なくとも SFN の一部は細胞内

を透過しているものと示唆された。 

 第 5 章では、SFN の安定前駆体・グルコラファニン (GR) を含有する BS 抽出物を用
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いてサプリメントを作製し、その有用性をヒト試験において評価した。健常被験者に 3

粒または 6 粒の BS サプリメント (GR = 30 or 60 mg) を摂取させ、その後 30 時間に尿

から排泄される isothiocyanates (ITCs) および dithiocarbamates (DTCs) 量をSFN吸収量の

指標として測定した。その結果、BS サプリメント摂取により GR 用量依存的に SFN の

吸収量が増加することが判明した。SFN の生体利用効率（摂取した GR 量に対する SFN

吸収量の百分率比）は、BS サプリメントを 3 粒摂取したときと 6 粒摂取したときとで

変化はなかった。BS サプリメント摂取により、GR 用量依存的な血中第二相酵素

（glutathione S-transferase: GST および NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1: NQO1）活性の

上昇が認められた。両第二相酵素活性の上昇が協奏的なものであったことから、体内に

吸収された SFNが第二相酵素など一連の生体防御遺伝子群の転写を司る Nrf2 を活性化

したと推察された。これまでに実施された臨床研究でのGRの用量 (400 - 800 µmol) は、

日常に摂取されるグルコシノレート (GLS) 量（1 日推定摂取量：約 100 µmol）と比べ

て極めて高い。本章において、Nrf2 を介して種々の生理作用を発現する可能性が示唆さ

れた GR 用量 (30 - 60 mg = 68.7 - 137.5 µmol) は食として安全にて提供可能な用量であ

るため、本研究成果は、SFN を訴求する機能性食品の開発に大いに役立つと期待される。 

 第 6 章では、第 5 章で試作した BS サプリメントを用いて、肝機能異常の男性を対象

とした無作為化プラセボ対照二重盲検試験を行い、SFN の肝機能改善作用を検討した。

男性被験者に、SFN の前駆体である GR (30 mg) を含む BS サプリメント、または GR

を含まないプラセボを 2 ヶ月間摂取させ、血中の主要な肝機能マーカー（Alanin 

aminotransferase: ALT および γ-glutamyl transpeptidase: γ-GTP）の数値や他の生化学的指標

に及ぼす影響を調べた。その結果、BS サプリメントを摂取した被験者において ALT、

γ-GTP および肝・胆機能マーカーである ALP (alkali phosphatase) の有意な改善が認めら

れた。一方、プラセボを摂取した被験者では有意な改善は認められなかった。さらに、

BS サプリメントを摂取した被験者では、肝機能マーカーの変化量と酸化ストレスマー

カーである尿中 8-OHdG の変化量の間に有意な相関関係が認められた。このことから、
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BS サプリメント摂取による肝機能改善作用には酸化ストレスの軽減が寄与したものと

推察された。N-nitrosodimethylamine (NDMA) 誘導性慢性肝障害ラットモデルを用いて、

BS サプリメントの原材料である BS 抽出物の摂取が肝臓の酸化ストレスに及ぼす影響

を調べた。その結果、GR 用量依存的にラット肝臓において第二相酵素 (GST) 活性が

上昇し、NDMA 反復投与による肝臓の酸化ストレス (TBARS) の増大および慢性肝障

害が有意に抑制された。以上の結果から、生体防御機構を司る Nrf2 の強力な誘導剤と

して知られる SFN は第二相酵素など種々の生体防御遺伝子を誘導することで、人々が

日々の生活で被る酸化ストレスを軽減し、肝機能を改善する可能性が示唆された。ヒト

を対象とした試験において SFN の肝機能改善作用を報告した例はなく、本研究成果は

SFN の新たな臨床的有用性を示すものである。 

栄養学・食品科学・医学・薬学など様々な分野における研究の進展に伴い、また、多

数の疫学研究の結果から、野菜を摂取することの意義、野菜の摂取が人々の健康に役立

つ理由が明らかになりつつある。しかしながら、未だ全容解明に至っていないのも事実

であり、野菜には解明すべき価値や可能性、魅力が潜在している。その一例が、食品の

三次機能を担うファイトケミカルの存在である。未知なるファイトケミカルの発見はも

とより、SFN をはじめとする既知のファイトケミカルに新たな分子メカニズムや生理作

用を見出すこともまた、野菜を摂取する意義の解明に繋がるものと考える。本研究がそ

の一助となり、国民の野菜摂取量の増加やさらなる健康長寿社会の実現に貢献すること

を期待する。 
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