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Abstract

The present study investigated the effects of polymethoxyflavonoids nobiletin and tangeretin on
uridine diphosphate-glucuronosyltransferase (UGT) activity in the livers of dams exposed to
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). PregnantWistar rats received TCDD (1 mg/kg, p.o.) on
gestational day (GD) 15, and the hepaticUGT activity and its inducibility usingTCDDwere assessed at
GD20. UGT activity against p-nitrophenol, 4-methylumbelliferone, and SN-38 was significantly
induced in hepatic S9 of TCDD-treated rats. Therefore, UGT isoforms involved in the glucuronidation
of these substrates are considered TCDD-inducible in pregnant rats. Kinetic analyses were performed
for pooled S9 of rats maternally exposed to TCDD and for control rats for SN-38 glucuronidation.Their
Km values were comparable, but the Vmax value in TCDD group was greater than that in the control
group. Considering the Km value, SN-38 concentrationwas fixed at 10 mM, and the inhibitory effects of
nobiletin and tangeretin were studied. Nobiletin and tangeretin significantly inhibited SN-38
glucuronidation in pooled hepatic S9 in the control rats at 10 mM. Tangeretin also inhibited SN-38
glucuronidation in the TCDD-treated dams at 10 mM, whereas Nobiletin was inclined to inhibit it. At
100 mM, nobiletin and tangeretin inhibited SN-38 glucuronidation in TCDD and control groups.
Although their inhibitory properties were similar, tangeretin was slightly stronger than nobiletin.
Thus, UGTs are involved in hormone homeostasis. Further analysis is required to determine whether
nobiletin and tangeretin reduce the adverse effects of maternal exposure to TCDD via their
modulation of TCDD-induced UGT activity.
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は じ め に

ダイオキシン類は生体に対して多様な毒性を引

き起こす環境汚染物質である．1968 年に西日本

で発生したカネミ油症は，ライスオイルの加熱脱

臭時の熱媒体として用いられた polychlorinated

biphenyl（PCB）およびその加熱により生じたダ

イオキシン類が原因物質であると考えられており，

全身倦怠感や塩素ざ瘡，色素沈着などの中毒症状

がみられた1)．

ダイオキシン類の影響の中でも妊娠期や授乳期

の実験動物母体への暴露によって，出生児に対し

て低身長・低体重2)，学習記憶障害3)，社会行動の

低下4) といった成長遅延，ならびに生殖器官の萎

縮5)，交尾行動障害6)などの性未成熟といった影

響が生じる．さらに，ヒトにおいても母親の食事

由来の微量なダイオキシン類の摂取が次世代の発

育に対して影響を及ぼすことも示唆されている7)．

ダイオキシン類の多様な毒性の多くは，転写因子

である芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon

receptor, AhR）に結合して核内因子 AhR nuc-

lear translocator とヘテロダイマーを形成し，標

的遺伝子の転写を活性化することによって生じ

る8)9)．ダイオキシン類は化学的安定性，脂溶性

が高く，また難分解性でありヒトにおける半減期

が 10数年となっている10)11)ことから，生体に対

して長期的な影響を及ぼすと考えられる．これら

のことから，ダイオキシン類の慢性的な低用量暴

露による影響への対策を講じることは，油症患者

の症状緩和の方法構築とともに重要であると考え

られる．

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）

（Fig. 1）は最強毒性を有するダイオキシンで，極

めて微量で皮膚障害，肝障害，生殖障害，がんや

奇形などの原因となることが知られている1)．ダ

イオキシン類の多様な毒性のなかには薬物代謝酵

素の誘導に起因するものがあると考えられ，AhR

を介した cytochrome P450 1A1（CYP1A1）の誘

導性の強さは，ダイオキシン毒性の鋭敏な指標と

して広く用いられている8)12)．ダイオキシン類の

ようなAhRリガンドが誘導する遺伝子は多岐に

亘り，薬物代謝第一相酵素の P450 だけでなく，

第二相酵素にも影響を及ぼし，グルクロン酸抱合

を司る UDP-glucuronosyltransferase（UGT）も

誘導することが分かっている13)．ヒトにおいて

は，humanUGT1A6 および UGT1A9が，ラット

においては，rat UGT1A6 および UGT1A7 が

TCDDにより誘導されると報告されている12)~14)．

当研究室では，TCDD次世代毒性の解析を目的と

し，妊娠母ラットへの TCDD (1 mg/kg, p.o., ges-

tational day（GD）15）投与による検討を行ってい

る15)~18)．また，他研究室のこれまでの研究によ

り，妊娠母ラットへの TCDD 単回経口投与に

よって出生直前および離乳時期において児の血中

甲状腺ホルモン濃度低下19)20)が見られ，また妊

娠期，授乳期の継続的な TCDD処理による母体

甲状腺ホルモン低下とそれに伴う児の血中レベル

の低下が報告されている．TCDD による児の甲

状腺ホルモンレベル低下の機構には TCDD によ

る UGT の誘導が寄与する可能性が示唆されてお
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Fig. 1 Structure of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), Nobiletin and Tangeretin.



り19)20)，これは TCDD妊娠期暴露による発育障

害の一因と考えられる．しかし，TCDD処理した

妊娠母体を対象とする第Ⅱ相薬物代謝酵素の変動

については，当研究室の先行研究で GD18 および

GD19 における妊娠母体肝臓 UGT mRNAレベル

が調べられているものの，実際の活性に対する影

響など，未だ詳しい研究が行われていない21)．そ

こで本研究では GD15 の母ラットへ TCDD（1 m

g/kg）経口投与し，GD20 における母体肝臓での

UGT活性の変動を解析することで TCDDによる

次世代毒性へのグルクロン酸抱合の関与について

考察し，次いで UGT 発現誘導に対する改善策の

構築を目的とする．ラット妊娠母体に TCDD 低

用量暴露させた際の肝臓での UGT の活性の変動

とそれらの変動に対する防御策の検討を行った．

先行研究により，ラットの UGT分子種が多様

な薬物を代謝することが分かっており，4-methy-

lumbelliferone（4-MU）を基質とする分子種とし

て，多環芳香族炭化水素により AhR を介して誘

導される UGT1A6，UGT1A7が知られている13)．

また，フェノバルビタール誘導性の UGT2B122)，

モノテルペノイドに特異性を示す UGT2B1223)

も 4-MUを基質にする．4-MUは UGTに対する

普遍的な基質であり，上述の分子種だけでなく，

ラットにおいて UGT1A1，1A2，1A3なども含む

広範な UGT 分子種が基質とする24)．また，

HPLC による測定法も確立されている25)．p-

Nitrophenol（p-NP）はアルカリ性で黄色を呈し，

また抱合により脱色することを利用した消失法が，

測定の容易さから汎用されてきた26)．p-NPの抱

合活性が多環芳香族炭化水素誘導性であることが

よく知られており27)，この活性を指標に酵素が精

製され，cDNA クローン化されたのが rat

UGT1A6である26)．UGT2B12 にも p-NP抱合活

性があることが分かっている23)．p-NP は，有機

リン系農薬であるパラチオン，メチルパラチオン

の微生物分解によって生じ，水質汚濁の指標に用

いられる物質であり29)，ラットにおいては

UGT1A6 に活性が高いことが知られている26)，

また，p-NPについても，HPLC による測定法が

確立されている25)．抗がん剤であるイリノテカ

ンの活性代謝物である SN-38はラットで主に rat

UGT1A1，1A7，1A8 によりグルクロン酸抱合を

受け，また，ヒトにおいては human UGT1A1，

1A7，1A9，1A8で抱合される30)ことが知られて

いる．これらの基質に対する UGT 活性が，

TCDD 低用量暴露母体の肝臓でどのように変動

するのかは未だ検討された例はなく，本研究では

これを研究対象とした．

ダイオキシン毒性に対して，レスベラトロール，

クルクミンなどのポリフェノール類31)32)や多く

のフラボノイド類がその毒性軽減に有効であると

報告されている33)~37)．柑橘類に含まれるヘスペ

リジン33)34)や，リンゴなどに含まれるケルセチ

ン35)36)，ケンフェロール37)などがその例である．

本研究では，TCDD毒性に対する防御策として期

待されるノビレチン（NBL，3ʼ,4ʼ,5,6,7,8-hex-

amethoxyflavone）およびタンゲレチン（TNG，

4ʼ,5,6,7,8-pentamethoxyflavone）を in vitro に

おける検討に用いた（Fig. 1）．ノビレチンは柑橘

系植物，特にシークワーサーに多く含まれるポリ

メトキシフラボノイドの一種であり，抗炎症作

用38)39)，抗認知症作用40)，抗がん作用41)42)及び

抗肥満作用43)などの多様な作用を示すことが知

られている．TCDD 毒性に関する報告では，

U937 ヒトマクロファージで TCDDによって誘導

された human CYP1A1 を mRNA レベルで発現

抑制すること44)，また当研究室では Luciferin誘

導体をマーカー基質とした rat CYP1A1，1A2，

2C6 および 3Aに対する活性の阻害作用を報告し

ている18)が，UGTの活性に及ぼす影響に関する

情報は筆者の知る限り乏しい．タンゲレチンも同

様に ,柑橘系植物，特にタンジェリンに多く含ま

れるポリメトキシフラボノイドであり，抗炎症作

用45)や抗糖尿病作用46)，抗がん作用47)などが報

告されている．タンゲレチンはヒト大腸腺がん株

を対象とした in vitro実験で，human CYP1A2 に

対し阻害を示すこと48)，また TCDD毒性に関し

ては Caco-2細胞で TCDD によって誘導された

human CYP1A1，CYP1A2をmRNAレベルで発

現抑制することが報告されている49)が，UGT活

性への影響に関する報告は筆者の知る限り未だな

されていない．よって本研究では，妊娠母体に対

する TCDD 低用量暴露による母体肝臓の UGT

活性の誘導作用を調べ，UGT活性変動に対する

ノビレチンおよびタンゲレチン添加効果を解析す

ることで，TCDD次世代毒性に対するこれらポリ

メトキシフラボノイドの有効性を検討した．
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実 験 方 法

1．試薬

4-Methylumbelliferon (4-MU) : Sigma-Aldrich

(東京)

p-Nitrophenol (p-NP), 4-MU-glucuronide,

p-nitrophenyl-b-D-glucuronide, UDP-glucuronic

acid (UDPGA, trisodium salt), Brij-58 : ナカライ

テスク（京都）

ノビレチン：INDOFINE Chemical Company の

ものをフナコシ㈱より購入した．

タンゲレチン：富士フイルムWako（東京）．

SN-38，SN-38-glucuronide：株式会社ヤクルト

本社より供与された．

2．動物実験

本研究における動物実験は，九州大学動物実験

委員会による実験計画の承認を受けた上で実施し

た．雌雄のWistar系ラットを一晩交配し，翌朝

膣内に精子が確認された場合，その日を妊娠 0日

目とした．妊娠 15 日目に，TCDD（1 mg/kg/2

mL corn oil）を単回経口投与した．対照群には，

Corn oil のみを投与した．胎生 20 日目（GD20）

の胎児は母体から摘出し，次世代毒性の解析に供

した50)．また，母体の肝臓を摘出し，液体窒素に

て凍結したのち，使用まで-80℃にて凍結保存し

た．

3．S9サンプル調製

GD20 母体 1 匹分当たり 1 g を 0.25 M スク

ロース 3 mL でホモジナイズした．そののち，

9,000× g，4℃で 20分間遠心分離した．得られ

た上清（S9）を分注し，使用するまで-80℃にて保

存した．タンパク質定量は，Lowryらの方法に基

づいて行った．なお，標準タンパク質として

bovine serum albumin（BSA）を用い，吸光度測

定には HITACHI U-1800 Spectrophotometer を

用いた．

4．UGT活性測定

基質として 4-MU，SN-38，p-NPを用い，UGT

の活性測定を行った．有機溶媒の終濃度は全て

1％以下になるよう調節した．S9サンプルとBrij-

58（0.25mg/mg of protein）と混合後，30分間氷

上で処理したのちに活性測定に供した．UDPGA

を含む bufferを加えた後，37℃，10分プレイン

キュベーションし，酵素反応は S9 の添加により

開始し，37℃，60分インキュベーションした．反

応はいずれの基質に対しても 1 M TCA 溶液を

100 mL 添加することで停止させた．30分間氷冷

後，13,000 rpm，4℃，10分遠心し，上清をHPLC

解析に供した .生成物であるグルクロニドの定量

は，いずれの基質においても各々のグルクロニド

を標品とした絶対検量線法にて行った．HPLC 条

件は以下に示す通りで，移動相および測定条件は

4-MU25)，SN-3851)，p-NP 25)，それぞれの基質に

対し先行研究にて適用された条件を参考に設定し

た．

HPLC 条件

装置：HITACHI Chromaster 5110 Pump, 5210

Auto sampler, 5440 FL Detector, 5420 UV-VIS

Detector, 5310 Column Oven

Column : Nova-Pak® C18 cartridge（4 mm，8×

100 nm：Waters）を RCM 8× 10 Module（Wa-

ters）に充填したものを，Nova-Pak®C18 Guard

Column（60Å，4 mm，3.9 nm× 20mm）に連結

して使用した．

5．データ解析

データ解析にはGraphpad Prism®8.02（Graph-

pad Software Inc., San Diego, CA）で行った．全

ての 2群間の比較については，Studentʼs t testを

用いて解析した．有意水準は p ＜ 0.05 とした．

また，kineticsの結果はMichaelis-Menten式に

非線形解析を行い，各パラメーターを算出した．

酵素阻害における IC50（half maximum inhibi-

tory concentration）の算出は以下の式に当てはめ

て行った．

Y=Bottom＋
(Top − Bottom)

(1 + 10((log(IC50)− log(X))*Hillslope))

この数式において，酵素活性(Y)は阻害剤の濃

度(X)と 4 つのパラメータにより表現される．

Topは阻害剤濃度 Y=0 のときの酵素活性を表し，

Bottomは阻害剤濃度が無限大の時の活性を示し

ている．また，Hillslope の値が大きいほど IC50
付近のグラフの傾きは急になる．
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実 験 結 果

1．TCDD低用量暴露母体肝での UGT酵素活

性変動

4-MU，p-NP，SN-38を基質とし，活性測定を

実施した．S9 のタンパク量を，4-MU，SN-38で

は 50 mg /100 mL，p-NPに対しては 200 mg/100

mL として解析を行った．基質濃度はいずれの基

質に対しても低濃度側，高濃度側の 2点で測定を

実施し，先行研究の Km値を参考に，4-MUは終

濃度 50 mM・200 mM25)52)，p-NPは終濃度 100 m

M・1000 mM25)，SN-38は終濃度 30 mM・100 m

M53) に設定した．その結果，Control群と比較し

て TCDD群ではいずれの基質に対しても，低濃

度・高濃度双方でグルクロン酸抱合活性が有意に

増加した（Fig. 2）．SN-38はどちらも Control群

より高い活性を示したが，低濃度・高濃度での酵

素活性に差がみられないことから，本条件におい

てラット肝 S9 の SN-38 の Km 値は 30 mMより

も低濃度側にあることが示唆された．

2．ノビレチン，タンゲレチンによる in vitro

での UGT活性に対する阻害効果

次に，SN-38を基質としてノビレチン及びタン

ゲレチンの UGT に対する阻害効果を検討した．

SN-38 の終濃度は，算出されたキネティックスパ

ラメーター（Km，Vmax）（Table 1）を基に 10

mMに設定した．阻害剤として添加したノビレチ

ンおよびタンゲレチンは SN-38 と同じく DMSO

に溶解し，終濃度 1〜100 mMの範囲で反応させ

た．酵素源として，5匹の母ラット肝臓のサンプ

ルを等量混和したプールド S9サンプルを用い，

酵素を添加することで反応を開始させた．算出さ

れた IC50値はいずれも本条件の最高濃度である

100 mMより大きな値となった．本結果を基に，

ノビレチンおよびタンゲレチン濃度 10 mM，100

mMにおける阻害効果を検討した．ノビレチンお

よびタンゲレチンの代わりに DMSO を同量添加

し反応させた対照と比較した．ダイオキシンを投

与していない母体の肝臓由来のプールした Con-

trol の S9 に，ノビレチンおよびタンゲレチンは

10 mMで有意な阻害効果を示し，また高濃度側の

100 mM においても同様に阻害作用を示した

（Fig. 3）．また，Control の S9 に対してノビレチ

ンには，低濃度より高濃度で阻害作用が強くなる

傾向があったが，タンゲレチンでは低濃度と高濃

度間で同程度の阻害作用を示した．一方，TCDD

妊娠期暴露した母体の肝臓由来のプールした S9

において，タンゲレチンは 10 mMで有意な阻害

作用を示したが，ノビレチン 10 mMではUGT活

性の減少傾向にとどまった．また，高濃度側にお

いては，ノビレチンおよびタンゲレチンは，ほぼ

同様の阻害作用を示した．ノビレチンおよびタン

ゲレチンいずれにおいても，低濃度に比べて高濃

度では阻害効果が有意に強くなっていた．このよ

うに，ラット肝 S9分画を用いた in vitroでの検討

ではノビレチンおよびタンゲレチンによる UGT

阻害効果が確認された．これらの阻害作用は類似

していたものの，タンゲレチンの方がノビレチン

よりも僅かに，阻害効果が強い結果となった．

考 察

本研究では，TCDD 妊娠期低用量暴露した母

ラットの肝臓の UGT活性を測定し，さらにSN-

38を基質とした UGT活性に対するノビレチン・

タンゲレチンの影響について検討した．高濃度お
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Table 1 The kinetic parameters for UGT activity in rat liver S9 toward SN-38.

Enzyme source (S9) Km (mM) Vmax (pmol/min/mg protein)

Control 8.69± 2.62 6.52± 0.51

TCDD 9.42± 2.64 11.8 ± 0.9

S9 samples were prepared from the liver homogenate of pregnant rats (GD20) orally

treated with TCDD (1 mg/kg) or vehicle (corn oil). S9 samples of 5 rats were pooled and

subjected to the assay. Pooled S9 sample (50 mg protein) was used for each assay. SN-38

concentrations were varied ranging from 1 to 100 mM. UDPGA concentrationwas fixed

at 2 mM. Each value represents the mean± S.E.M. of triplicate assay.
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Fig. 2 Effect of maternal exposure to TCDD (1 mg/kg at GD15) on the
hepatic glucuronidation activity in dams at GD20 toward 4-MU,
p-nitrophenol and SN-38.
Control group was treated with corn oil at GD15. S9 was prepared
from dam liver at GD20. Glucuronidation activities toward 4-MU,
p-nitrophenol and SN-38 were assayed at indicated concentrations.
UDPGA concentration was fixed at 2 mM. Each bar represents the
mean± S.E.M. of 5 rats. Significantly different from Control : ＊p＜
0.05, ＊＊p＜ 0.01, ＊＊＊p＜ 0.001.



よび低濃度の基質濃度 2点を対象とした 4-MU，

p-NPおよび SN-38 に対する UGT活性測定の結

果，いずれの基質に対しても TCDD処理群の方

が活性が高かったことから（Fig. 2），TCDD母体

暴露によりこれらの基質の抱合に関与する UGT

分子種が誘導されたと考えられる．TCDD によ

る rat UGT1A6，1A7 の誘導については広く知ら

れており12)~14)，AhR活性化を介したメカニズム

についても考察がなされている12)~14)．また，先

行研究において TCDD 低用量暴露による肝臓で

の rat UGT1A6/7 の mRNAレベルの解析が行わ

れており，胎児においては増加傾向，母体におい

ては顕著な誘導がみられている21)．筆者が知る

限り現在までに検証した報告はないため，

rUGT1A7が p-NP抱合活性を示す可能性は否定

できないが，p-NP抱合活性を有する rUGT1A6

は AhR を介して誘導される（なお，当時は命名

法が定まっていなかったため，多環芳香族炭化水
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Fig. 3 Effect of nobiletin (NBL) and tangeretin (TNG) in vitro on the
glucuronidation activity in hepatic S9 of pregnant rats (GD20)
exposed to TCDD (1 mg/kg at GD15).
Control group was treated with corn oil at GD15. S9 samples of 5
rats of control group or TCDD-groupwere pooled and subjected to
the assay. NBL and TNG were added at indicated concentration.
For S9 without NBL and TNG, DMSO was added as a vehicle. Each
value represents the mean± S.D. of triplicate assays. Significantly
different from S9 without NBL or TNG : ＊＊p ＜ 0.01, ＊＊＊p ＜
0.001. Significantly different between the pair indicated : †† p＜
0.01, ††† p＜ 0.001.



素により誘導される UGT分子種を CYP1A1 に

倣って，UGT1A1 と記述されていることに留意

する必要がある)54)，よって，p-NPに対する抱合

活性が TCDD妊娠期暴露により有意に上昇した

ことは，少なくとも UGT1A6が誘導されたこと

によると考えられる．また，SN-38抱合活性を有

するラットの UGT分子種のうち TCDD誘導性

が分かっているのは rUGT1A7 である30)．従っ

て，SN-38 に対する抱合活性が TCDD 低用量暴

露により有意に上昇したことは，rUGT1A7が誘

導されたことによると考えられ，同用量で GD18

および GD19 にて実施された先行研究21)を支持

する結果となった．4-MUは多くの UGT分子種

に抱合を受けると考えられるが，冒頭でも記述し

たようにダイオキシン誘導性の rUGT1A6 および

rUGT1A7 でも代謝を受けることが知られてい

る13)．このことから，TCDD 母体暴露により誘

導されたこれら分子種により 4-MUに対する抱

合活性が有意に上昇したためと考えられる．

TCDD により誘導された rUGT1A7は甲状腺ホ

ルモンであるチロキシン（T4）の抱合に関与する

ことが報告されており14)，これが母体における甲

状腺ホルモンレベルの減少に関与していると考え

られている．本研究の結果から TCDD妊娠期低

用量暴露によって母体肝における rUGT1A7 の誘

導が示唆されたことから，母体において甲状腺ホ

ルモンレベルも同様の機構で低下し，これが間接

的に児の甲状腺ホルモンレベルへ影響する可能性

がある．

次いで，TCDD低用量暴露した妊娠母体肝にお

いて誘導されたと考えられる rUGT1A7 の触媒す

る活性として SN-38抱合活性を指標とし，プー

ルした S9 に対する 2種のポリメトキシフラボノ

イドの阻害活性を評価した（Fig. 3）．結果，ノビ

レチン及びタンゲレチンはダイオキシン処理して

いない対照群の母体肝臓のプールした S9 におい

て基質濃度と同濃度である 10 mM で UGT活性

を有意に阻害した．また，ノビレチンには 100

mMにおいて阻害作用が僅かに強くなる傾向が

あったが，タンゲレチン 100 mMでは，10 mMの

時と阻害効果はほぼ同じであり，高濃度にするこ

とによる影響は小さかった．ノビレチンの高濃度

における阻害作用は，タンゲレチンと遜色なかっ

た．ラット肝に発現している UGT分子種のうち，

SN-38 の抱合速度はUGT1A7，1A8，1A1 の順に

高い30) との報告があるものの，UGT1A7 および

1A8は恒常的な発現量が低く，mRNAレベルで

は UGT1A1 と比べ 1/10 に満たない55)程度であ

る．そのため，それぞれその恒常的な発現量を考

慮すると構成的条件下では，SN-38 の主要抱合酵

素は rUGT1A1である．ダイオキシン暴露してい

ない母体肝臓の S9 においては，ノビレチン及び

タンゲレチンは主に恒常的に発現している

rUGT1A1 に対して阻害効果を示し，ノビレチン

よりタンゲレチンの方がやや rUGT1A1 に対する

阻害効果が高いことが示唆された．また，高濃度

ではいずれも同程度 rUGT1A1活性を低下させる

と考えられた．ヒト肝癌細胞由来である HepG2

細胞でポリメトキシフラボノイドによる

hUGT1A1 発現量の変動を ELISA 法を用いて検

討した研究が行われており，その結果ノビレチン

では hUGT1A1 発現量に影響を及ぼさなかった

ものの，タンゲレチンでは hUGT1A1 発現量を上

昇させたとの報告がある56)．本研究では，cell-

free の実験系を用い in vitroでの添加効果を調べ

ている．代謝物による影響が一部ある可能性は否

定できないものの，基本的に UGT に対するポリ

メトキシフラボノイドの直接の影響を見たものと

考えて良いだろう．そのため，酵素活性を測定す

る際にタンパク質レベルが変動することは考えづ

らい．一方，先行研究56)では，ELISA 法を用い

て調べており，活性を測定したのではなく

hUGT1A1 のタンパク質としての発現量を定量し

ていることになる．従って，細胞に添加したタン

ゲレチンが実際に UGT1A1 による抱合活性にど

のように影響したのかが調べられているわけでは

ない．また，細胞にポリメトキシフラボノイドを

添加しているため，代謝の影響が無視できない上

に，遺伝子発現を変動させる転写調節因子にも影

響を与える可能性がある．本研究はラット肝臓

S9を用いたものであり，この先行研究はヒト由

来細胞を用いているという違いもあるが，タンゲ

レチンがラット UGT1A1を阻害するだけでなく

ヒト UGT1A1 にも類似の影響を及ぼす可能性は

否定できない．このように，本研究から，タンゲ

レチンがラット UGT1A1 による SN-38抱合活性

を低下させる作用があることが分かった．

また TCDD 母体暴露した母ラット肝臓 S9 に
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よる SN-38抱合活性に対しては，低濃度のタン

ゲレチンでは有意な活性低下作用が見られたが，

低濃度ノビレチンでは減少傾向にとどまった．ま

た高濃度ではどちらも有意な活性低下作用があり，

遜色なかった．TCDD 暴露した母ラット肝臓に

は UGT1A7が誘導されていると考えられ，ここ

で検討した 2種のポリメトキシフラボノイドの

SN-38抱合活性の低下作用は類似しているもの

の，タンゲレチンの方がノビレチンよりも僅かに

強いことが分かった．このことは，濃度増大によ

る阻害効果の増強の度合いがノビレチンの方に顕

著だったことからも支持される．TCDD 母体暴

露した母ラット肝臓 S9 には rUGT1A1が含まれ

ているだけでなく，TCDD により誘導された

rUGT1A7も含まれており，後者の SN-38抱合へ

の寄与が大きいと考えられる．従って，阻害効果

も，構成的発現をしている rUGT1A1 と TCDD

により誘導された rUGT1A7 の両方に対するもの

であると言えよう．ポリメトキシフラボノイドが

ダイオキシンによる rUGT1A7 の誘導作用を阻害

するか否かは今後の課題であるが，ダイオキシン

で誘導された rUGT1A7が触媒する抱合活性を適

度に阻害することは期待される．

次に，これら 2種類のポリメトキシフラボノイ

ドによる阻害効果の差に関して考察する .ノビレ

チン及びタンゲレチンはともに CYPによる酸化

を受けることが知られている．本研究において用

いた TCDD妊娠期暴露した母ラット肝臓 S9サ

ンプルでは，UGT のみならず CYP も TCDD に

よる誘導を受けていると考えられる17)．本研究

で S9 に添加した補酵素は UDPGAのみであるが，

内在性の補酵素も一部残存していると考えられる．

ラット肝においてノビレチンは CYPによる脱メ

チル化反応を受け，4ʼ-OH，7-OH，6-OH，3ʼ,

4ʼ-diOH，6,7-diOHに代謝され57)，中でも 4ʼ-OH

体の生成は CYP2C11，次いで rCYP1A1 の寄与

が最も大きく，7-OH体の生成には CYP2C11 の

影響が突出して大きく，次いで CYP3A1 及び

CYP3A2 が関与している．6-OH 体の生成には

CYP2C11，CYP2D1，CYP3A1 および CYP3A2

がほぼ同程度で関与している．ラットでは 4ʼ-OH

体が主要代謝物であるが，その生成に主に関与す

る CYP2C11は雄に特異的な分子種であり58)，こ

の代わりに雌では CYP2C6 による代謝が起こる

ことが推測されている18)．マーカーとなる酵素

活性を基にすると，TCDD低用量暴露母体の肝臓

において CYP2C6 および rCYP1A1 のマーカー

活性が誘導される18)ことから，TCDD 暴露群母

ラットからのプールした S9では誘導された CYP

による代謝を一部は受け，主に 4ʼ-OH，7-OH，

6-OHの形でノビレチン代謝産物が生成されたと

推定される．ノビレチン及びタンゲレチンが直接

UGTを阻害する可能性もあるが，これら代謝物

が UGT に対する阻害効果を示した可能性もある．

一方タンゲレチンはラット肝において CYPによ

る脱メチル化反応や水酸化反応を受け，4ʼ-OH，

3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOHに代謝される59)60)ことが

報告されている．どの CYP 分子種が代謝に寄与

するかの報告は乏しいが，CYP1Aが 3ʼ の水酸化

反応に，その他の CYP が脱メチル化反応に関与

することが報告されている59)．ヒト肝を対象と

した検討ではタンゲレチンの代謝物としては

4ʼ-OH，5,6-diOH，3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,7-diOH，4ʼ,

6-diOHがあり61)，4ʼ-OH体への代謝は CYP1A2

の関与が最も大きく，ついで CYP3A4 となって

いる．3ʼ,4ʼ-diOHは CYP1A2，CYP3A4が同程度

に関与することが確認されており61)，ラットにお

いて CYP1Aが脱メチル化に関与する点で類似性

がみられる．ラットにおいて知られている上述の

3つの代謝物のうち 4ʼ-OH体が主要代謝物であり，

次いで 3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOHとされている59)60)．

これらのことから，ノビレチン同様にタンゲレチ

ンも TCDD 低用量暴露母体肝臓において誘導さ

れた CYP 分子種で酵素的脱メチル化反応や水酸

化反応を受け，4ʼ-OH，3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOHと

なると推測される．先行研究において母体に対す

る TCDD 低用量暴露により rCYP1A2活性に増

加傾向がみられる18)ことも，本推測を支持する．

今回用いた 2種のポリメトキシフラボノイドの阻

害効果の差において，CYPにより代謝を受け，脱

メチル化ないし水酸化され生成された代謝物の構

造に着目すると，タンゲレチンにおいて主要代謝

物の水酸基数がノビレチンのそれよりも多いこと

がわかる．阻害作用には構造的な特性が最も重要

と考えるものの，二つの化合物の予想代謝物は極

めて類似した構造であり，水酸基数に違いがある．

グルクロン酸抱合反応は対象化合物の水酸基に対

して UDPGAよりグルクロン酸を転移する反応

ポリメトキシフラボノイドの UGT阻害効果 73

（ 73 ）



であることから，主要代謝物の水酸基数の差に

よって，ノビレチンよりもタンゲレチンの方が強

い阻害効果を示した可能性はある．

本研究で実施した阻害実験の濃度範囲では 2種

の阻害剤の IC50を算出するには至らなかったが，

いずれのポリメトキシフラボノイドも母体におけ

る TCDD 低用量暴露により誘導された UGT に

対し，基質濃度と同濃度で阻害効果を示した．

TCDD により誘導された rUGT1A7は甲状腺ホ

ルモンであるT4の主要抱合酵素として働く
14)こ

とが報告されている．TCDD による児の発育障

害には，児の成長ホルモンの低下62)や母親のプ

ロラクチンの低下による低育児63)が重要である

が，冒頭にも述べたように，児の甲状腺ホルモン

レベルの低下も一因とされており19)20)，出生後は

児における影響が主と思われるが，胎児期におい

ては母体における甲状腺ホルモンレベル減少に伴

う児での甲状腺ホルモン減少が関与していると考

えられている64)．本研究により in vitroでノビレ

チン及びタンゲレチンが母体肝臓 S9 における

TCDD誘導性の rUGT1A7 の SN-38抱合活性を

低下させることが示された．これらの食事由来ポ

リメトキシフラボノイドの摂取が in vivoにおい

てもダイオキシン誘導性 UGT1A7阻害するか否

かは今後の課題である．ノビレチンやタンゲレチ

ンの摂取が，UGT1A7 の適度な阻害を通じた甲状

腺ホルモンの過剰な抱合の抑制，ならびに児にお

ける発育障害の抑制につながることが期待される．

結 論

比較的低用量のTCDD（1 mg/kg，p.o.）を妊娠

ラット GD15 に暴露することより GD20 の母体肝

臓において，4-MU，p-NPおよび SN-38 のグル

クロン酸抱合活性が有意に上昇したことから，

rUGT1A6 および rUGT1A7 の誘導が起こったと

推察された．

ノビレチン及びタンゲレチンは in vitroでダイ

オキシンで誘導された SN-38抱合活性を有意に

阻害した．

SN-38抱合活性を rUGT1A7が触媒する T4抱

合活性測定の代替と考え，これらのポリメトキシ

フラボノイドが甲状腺ホルモンの過剰な抱合を抑

制し得る食事由来成分として期待された．

これらの食餌由来ポリメトキシフラボノイドの

摂取が in vivo においてもダイオキシン誘導性

rUGT1A7阻害するか否かは今後の課題である．
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