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序 論 

近年、わが国では平均寿命の延伸および出生率の低下によって、高齢化率（65歳以上

／日本の総人口の割合）は増加の一途をたどっている。高齢化率は 2021年 9月 15日現

在で 29.1%に達しており、過去最高を更新した。さらに、2060 年には 39.9%にまで増加

することが予想されている。世界の主要国における高齢化率を比較すると、わが国の高

齢化率は 1980年代までは下位水準であったのに対して、1990年以降急激に進行し続け、

2005年に世界第１位となり、現在まで継続している 1)。また、高齢化率の増加に伴って

国民医療費も同様に増加しており 2)、医療費に占める生活習慣病の割合は約 3割、死亡

者数の約 6割であること、要介護・要支援者における介護が必要となった原因について

も生活習慣病が約 3割を占めていることから、今後さらなる高齢化率が進むわが国にお

いては、医療や介護の負担を軽減するためにも、国民自らが健康を管理し、罹患や重症

化の予防に努めることが求められている。生活習慣病は食生活と密接に関わっているた

め、生活習慣病の 1次予防が重要である。 

お酒は、古来より「百薬の長」として世界各地で食事、儀式、祝祭などにおいて親し

まれてきた嗜好飲料の一種であり、我々の生活に潤いをもたらしている。一方、過度な

飲酒は様々な疾患や社会問題を引き起こす。世界保健機関 (World Health Organization: 

WHO) の統計によると、世界における 19の主要な健康リスクの中でアルコールは 8番

目に高い死亡要因となっている。しかし、死亡以外の有病や障害なども加味した障害調

整生命年 (Disability-adjust life years: DALY) に換算すると 3番目に大きな健康リスクと

なり、死亡への寄与が高い高血圧や喫煙といった要因よりも重要な位置づけを占める 3)。

また、アルコール摂取による死亡者数は、2016 年では年間約 300万人（全死亡者数の約

5.3 %）であることが報告されており 4)、これは結核や human immunodeficiency virus 

(HIV) / acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)、糖尿病による死亡者数を上回っ

ている 4）。このことを受け、１人当たりの年間アルコール消費量を削減するため、WHO

では「アルコールの有害な使用を低減するための世界戦略」5) が採択され、さらに、国

際連合においては、「2030 Agenda for Sustainable Development」6) の目標 3のひとつに「薬
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物乱用やアルコールの有害な摂取を含む、物質乱用の防止・治療を強化する。」を掲げ

ているように、世界的にアルコールによって引き起こされる問題に対し、様々な対策が

進められるようになってきた。 

アルコールの摂取により全身の臓器に多彩な障害が生じるが、中でもアルコールの代

謝を主に行う肝臓においては深刻な障害が生じることが知られている。アルコール性肝

疾患 (Alcoholic liver disease: ALD) は、大量かつ常習的なアルコールの摂取を要因とし

た生活習慣病で、特に西洋で多く認められるアルコール関連臓器障害である 7)。初期病

変としてアルコール性脂肪肝を呈し、肝細胞内に脂肪の沈着が認められるが、この段階

では禁酒によって沈着した脂肪は消失する。しかしながら、過度な飲酒を持続するとア

ルコール性肝炎を発症する。アルコール性肝炎は肝細胞の壊死・変性をきたす病変であ

り、さらにその後も飲酒を継続するとアルコール性肝線維症や肝がんに加え、重症アル

コール性肝炎では acute-on-chronic 型肝不全を呈して救命率の低い病態となることも、

臨床上重要な課題である。そのため、アルコール性脂肪肝や早期のアルコール性肝炎と

いった比較的初期の段階で疾病の進行を予防することは極めて重要である 8-10)。 

わが国における国民一人あたりの年間平均アルコール消費量は、経済成長、国民所得

の増加、ライフスタイルの欧米化など様々な要因によって年々増加してきたが、1990 年

代にピークを迎え、その後はやや減少傾向に転じたものの、近年はほぼ横ばいを示して

いる 11)。欧米人と比較するとアルコール代謝酵素  (特に  aldehyde dehydrogenase 2: 

ALDH2) 活性が低いといわれているアジア諸国民の中でも、日本人の年間平均アルコー

ル消費量は依然として高い水準にある 12)。さらに、わが国における肝疾患に占めるアル

コール性肝障害の比率は、1960 年代に比べて 2000 年代で約 4 倍と増加したことから、

アルコール性肝障害の臨床的重要性はますます増大することが予想される。また、2011

年の全国集計調査では全肝硬変のうちで非B非C肝硬変の占める割合が約 30％であり、

さらに、その半数以上がアルコール性であることから 13)、全肝硬変の約 20％がアルコ

ール性肝硬変であることが推計される。また、肝がんを発症した非ウイルス性肝硬変患

者のうち、半数以上がアルコールによるものとなっている 13)。さらに、男性よりも短期

間かつ少量で、アルコール性肝疾患を発症する女性（若年女性）の飲酒者が増加してい

ること 14)から、多量飲酒およびアルコール性肝疾患は国民的な社会問題となっている。

一方、アルコールによる障害は、本人の健康の問題であるのみならず、飲酒運転、暴力、
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虐待、自殺などの様々な問題にも密接に関連すると考えられており、2013年には「アル

コール健康障害対策基本法」が成立し、2016年に「アルコール健康障害対策推進基本計

画」が策定されたことからも、飲酒を主因とする健康障害の削減は、非常に重要な問題

である。 

当研究室では、食品成分によるアルコール性肝疾患の予防効果について研究を継続し

ており、アルコール性肝疾患予防効果を有する食品成分として、マテ茶抽出物 15)、褐藻

類の一種であるカジメ  (Ecklonia cava) に含まれるポリフェノール 16-17)、甘苦茶 

(Mallotus furetianus) 抽出物 18) などを見出している。そこで本研究では、黒にんじん 

(Daucus carota ssp. sativus var. atrorubens Alef.) に着目した。黒にんじんは、セリ科にん

じん属の一種である。にんじんは東洋系品種と西洋系品種に大別することができるが、

黒にんじんは原種に近く、その名の通り通常のにんじんと比較して黒みがかった色をし

ている。約 3000年前からアフガニスタンで栽培されていたものがヨーロッパに伝わり、

現在トルコを中心とした一部の地中海周辺国で栽培されるようになった。黒にんじんに

は、ビタミン C やビタミン E などの抗酸化物質が含まれているほか、抗酸化力に大き

く寄与するフェノール化合物も含まれている。さらには、主要なフェノール化合物であ

るアントシアニンのほか、カフェ酸などのヒドロキシナメートが豊富に含有されている

ことが明らかにされている 19-20)。 近年、黒にんじんには抗酸化作用、抗炎症作用、ガ

ン細胞増殖抑制効果、糖尿病予防効果などの生理作用を有することが報告されており 21-

22)、ヒトの健康増進への有用性が注目されている。また、わが国においても、2014 年に

沖縄県で初めて栽培に成功して以来、積極的に栽培され需要が高まりつつある黒にんじ

んは、今後、沖縄を代表する健康食材となることが期待されている。 

黒にんじんによるヒトの健康増進への有用性が注目されている中で、アルコール性肝

疾患に対する予防効果についてはいまだ明らかにされていない。そこで本研究では、黒

にんじん抽出物によるアルコール性肝疾患予防効果とその作用メカニズムを解明する

ことを目的として、以下の 3 章に分けて検討した。すなわち、「第 1 章 黒にんじん抽

出物 (Black carrot extract: BCE) によるアルコール性肝疾患予防効果 ～In vivo 実験系に

よる検討～」では、アルコール性肝疾患モデル動物（ラット）を作製し、BCE を飼料と

して与えた時の BCE によるアルコール性肝疾患の予防効果を血液性状と肝臓の病理組

織学的解析から検討した。次に、「第 2章 黒にんじん抽出物 (Black carrot extract: BCE) 
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によるアルコール性肝疾患予防効果 ～In vitro 実験系による検討～」では、ラット肝臓

から単離した初代培養肝細胞を用いて in vitroアルコール性肝細胞障害モデルを作製し、

BCE およびその抽出画分による肝細胞障害に対する予防効果とその作用メカニズムに

ついてアルコール代謝関連酵素を中心に検討した。さらに、「第 3 章 黒にんじん抽出

物（Black carrot Extract：BCE）によるアルコール性肝疾患予防効果 ～エピジェネティ

ック修飾 ～」では、第 2 章の結果をもとにして、より詳細な作用メカニズムを明らか

にするために、DNAヒストンのエピジェネティック修飾について検討した。 
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第 1章 黒にんじん抽出物（Black carrot extract: BCE）による 

アルコール性肝疾患予防効果 ～In vivo実験系による検討～ 

 

第 1節：背景・目的 

アルコール性肝疾患の病態を模倣する動物モデルの作製は、非常に困難であり、長年

多くの研究者によって様々なモデルの作製方法が提案されてきた 23-24)。 

近年では、エタノール (EtOH) を含有した液体飼料である Lieber-DeCarli 流動食モデ

ル 25) や胃チューブを用いて直接アルコールを摂取させる Tsukamoto-French 胃内アルコ

ール注入モデル 26) が一般的な方法としてよく使用されている。しかし、これらのモデ

ルはアルコール性肝疾患の病態を顕著に示す一方、明確な肝線維化を生じにくいことや

特殊な器具や設備を要すること 27)、さらに、飼育時間が長く個体差も大きいなど、様々

な問題点を抱えている。このような問題を改善するために、特に肝線維化を誘発するた

めに EtOHとともに鉄や高脂肪食、リポ多糖類や四塩化炭素 (Carbon tetrachloride: CCl4) 

などを投与する方法が取られている 28-31)。CCl4 は、細胞毒性が非常に強く、絶食下の

齧歯類に対して短期間で強い肝障害を誘発させる確実性が高いことから、急性肝障害モ

デルの作製に広く用いられている化学物質である 32)。当研究室では、ラットに 5% EtOH

を 3 週間自由摂取させ、単独投与では肝障害を惹起しない低濃度の CCl4を定期的に腹

腔内投与することによって、簡便かつ有効なアルコール性肝疾患動物モデルを作製する

方法を確立しており、すでに、本モデルを用いて種々の食品成分によるアルコール性肝

疾患の予防効果について報告している 15-17, 33)。 

そこで本章では、当研究室が確立した in vivo アルコール性肝疾患モデルを用いて、

BCEによるアルコール性肝疾患予防効果について検討した。 
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第 2節 材料および方法 

1．BCEの作製 

沖縄県で栽培された黒にんじんを粉末状にし、室温下 50% EtOH で 2 時間抽出した。

エバポレーターで抽出液を濃縮した後、凍結乾燥したものを BCEとして実験に供した。 

 

 

2．動物の飼育 

日本 SLC株式会社から入手した 8 週齢の Wistar系雄性ラット（約 220 g体重）を 1匹

ずつケージに入れて、固形飼料（ラボストックMR; 日本 SLC株式会社）で１週間、さ

らに粉食の形状をした Control 食で１週間予備飼育した。なお、飼料と水道水は自由摂

取させた。飼育は午前 8 時から午後 8 時までを蛍光灯で照射する 12 時間の明暗サイク

ルで、室温は 23 ±1℃に調節した動物飼育室にて行った。 

予備飼育終了後、1) Control 食群 (C 群)、2) 5% EtOH＋CCl₄処理＋Control 食群 (ET

群)、3) CCl₄処理＋Control 食群 (T 群)、4) 5% EtOH＋CCl₄処理＋0.48% BCE 食群 (B群) 

の 4群に分け、Table Ⅰ-1 に示す組成の飼料を給餌した。CCl₄は、単独では肝障害を誘導

しない濃度(0.1 ml/kg 体重) になるようにオリーブオイルで 1:4 の割合で希釈したもの

を週 2回、腹腔内に投与した 34)。なお、飼料と 5% EtOHまたは水道水は自由摂取させ

た。C群には等量のオリーブオイルを週 2回、腹腔内注射した。また、最終回の CCl4注

射から 48 時間後に解剖した。血液は飼育１週間ごとに尾静脈から、解剖時には麻酔下

で下大静脈から採血し、マイクロチューブに回収した。各臓器は生理食塩水で洗浄後、

重量を測定した。肝臓は左葉の一部を 10% 中性緩衝ホルマリン固定液で数日間固定し、

病理組織学的解析用に使用した。残りの肝臓組織は液体窒素で凍結させた後－80℃下で

凍結保存した。血液は、採血後 30 分以上室温下で静置した後、1,500 × g で 10 分間遠

心分離し、血清を採取した。 

動物の飼育および動物実験は、大阪市立大学動物実験管理委員会規定 35) に基づいて

実施した。 
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Table Ⅰ-1. Composition of experimental diets 

Components (g) Control 0.48% BCE 

Casein 140 140 

L-cystine 1.8 1.8 

Cornstarch 465.692 460.892 

α-cornstarch 155 155 

Sucrose 100 100 

Soybean oil 40 40 

Cellulose powder 50 50 

AIN-93M mineral mix a) 35 35 

AIN-93 vitamin mix b) 10 10 

Choline Hydrogen 

Tartrate 

2.5 2.5 

tert-Butylhydroquinone 0.008 0.008 

BCE 0 4.8 

Total (g) 1000 1000 

a) Composition in g/kg diet: Calcium carbonate, anhydrous, 357.00; Potassium 

phosphate, monobasic, 250.00; Sodium chloride,74.00; Potassium sulfate, 46.60; 

Potassium citrate, 28.00; Magnesium oxide, 24.00; Ferric citrate, 6.06; Zinc carbonate, 

1.65; Manganous carbonate, 0.63; Cupric carbonate, 0.324; Potassium iodate, 0.01; 

Sodium selenate, anhydrous, 0.01025; Ammonium paramolybdate, 4 hydrate, 0.00795; 

Sodium meta-silicate, 9 hydrate, 1.45; Chromium potassium sulfate, 12 hydrate, 0.275; 

Lithium chloride, 0.0174; Boric acid, 0.0815; Sodium fluoride, 0.0635; Nickel 

carbonate, 4 hydrate, 0.0306; Ammonium vanadate, 0.0066; Powdered sucrose, 

209.7832. 
b) Composition in g/kg diet: Nicotinic acid, 3.000; Ca Pantothenate, 1.600; Pyridoxine-

HCl, 0.700; Thiamin-HCl, 0.600; Riboflavin, 0.600; Folic acid, 0.200; D-Biotin, 
0.200; Vitamin B12 (cyanocobalamin) (0.l% in mannitol), 2.500; Vitamin E (all-rac--

tocopheryl acetate) (500 IU/g), 15.00; Vitamin A (all-trans-retinyl palmitate) (500,000 

IU/g), 0.800; Vitamin D3 (cholecalciferol) (400,000 IU/g), 0.250; Vitamin K 

(phylloquinone), 0.075; Powdered sucrose, 974.655. 
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3. 血清の生化学的分析 

肝機能のマーカーである血清アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ (aspartate 

aminotransferase: AST)、アラニンアミノトランスフェラーゼ (alanine aminotransferase: 

ALT) 活性をトランスアミラーゼ CⅡテストキット（富士フィルム和光純薬株式会社）を

用いて測定した。 

 

 

4．肝臓の病理組織学的解析 

肝臓は 10% 中性緩衝ホルマリン固定液で固定した後、パラフィン包埋し、パラフィ

ンブロックを作製した。ミトクロームを用いて 5 mの厚さに薄切してパラフィン標本

を作製した。一般病理染色として、細胞と組織構造を調べるために Hematoxylin & Eosin 

(H＆E) 染色法で染色し、肝線維化の有無について評価するために Elastica Van Gieson 

(EVG) 染色法で染色した。また、それぞれの染色標本は盲検的に評価した 36)。 

 

 

5．統計処理 

値は平均値±標準誤差 (standard error: SE) で表した。一元配置分散分析により水準間

の差を認めた後、多重比較検定には Tukey-Kramer法を用いた。5%または 1%の危険率

で有意差検定を実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3節 結果 
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1. 肝障害度におよぼす EtOHまたは BCEの影響 

EtOH によって誘導される肝障害に対する BCE の影響を調べるために、血清 AST お

よび ALT 活性を測定した。その結果、ET 群の血清 AST および ALT 活性は、C 群と比

較してそれぞれ約 3倍、約 8倍に増加したことから、肝障害が惹起されたことが明らか

となった。一方、T 群における AST および ALT 活性は、C 群と同レベルを維持した。

これらのことから、ET 群における肝機能の低下は、CCl₄の毒性によるものではなく、

EtOHによる肝障害に対する誘導剤として機能するものであることが示唆された。一方、

B群 の AST および ALT 活性は、ET群よりも有意に低下した (Fig. Ⅰ-1, 2)。 

 

 

2. 肝臓の病理組織学的解析 

2-a. H&E染色 

肝組織標本を H&E 染色法によって病理組織学的に評価した。その結果、C 群および

T 群では、正常な肝組織像が観察された。一方、ET 群の肝組織は、脂肪肝を呈してお

り、さらに炎症細胞の浸潤が観察されたが、B群では、脂肪肝は顕著に抑制された。こ

れらのことから、BCEは EtOHによって誘導されるアルコール性肝障害を抑制する効果

を有することが示唆された (Fig. Ⅰ-3a)。 

 

2-b. EVG染色 

次に、EVG 染色法によって肝線維化の有無を評価した。C 群および E 群では正常な

肝組織像を示したのにも関わらず、ET 群ではコラーゲン線維による隔壁の形成など肝

線維化の特徴である像が観察された。一方、B群では、線維性隔壁は形成されておらず、

ほぼ正常な肝組織像が観察された (Fig. Ⅰ-3b)。 
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Fig. Ⅰ-2. Effect of BCE on serum ALT activity of EtOH-fed rats after 3 weeks. 

       Values are means ±SE (n=5-6). Values with different letters are significantly 

different (p<0.05). C: control diet; ET: control diet with 5% EtOH and CCl4 (0.1 

ml/kg of body weight); T: control diet with CCl4; B: 0.48% BCE diet with 5% 

EtOH and CCl4 (0.1 ml/kg of body weight).  

 

a 

a 

c 

b 

a 

a a 

b 

Fig. Ⅰ-1. Effect of BCE on serum AST activity of EtOH-fed rats after 3 weeks. 

       Values are means ±SE (n=5-6). Values with different letters are significantly 

different (p<0.05). C: control diet; ET: control diet with 5% EtOH and CCl4 (0.1 

ml/kg of body weight); T: control diet with CCl4; B: 0.48% BCE diet with 5% 

EtOH and CCl4 (0.1 ml/kg of body weight).  
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b)  

C ET 

T B 

Fig. 1-3: Effect of BCE on liver morphology.  

Liver tissue sections were stained with H&E (a) or EVG (b). C: control diet; 

ET: control diet with 5% EtOH and CCl4 (0.1 ml/kg of body weight); T: 

control diet with CCl4; B: 0.48% BCE diet with 5% EtOH and CCl4 (0.1 

ml/kg of body weight). Arrows indicate fibrous septa.  

ⓑ 

ⓓ 

T 

C ET 
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第 4節 考察 

本研究では、in vivoアルコール性肝疾患モデルを短期間で作製するために、Erman ら

による方法 34)を参考に、本研究室によって確立された 5% EtOHを自由摂取させると共

に、単独では肝障害を誘導しない低用量の CCl4 (0.1 ml/kg体重) を腹腔内投与する方法

で作製した in vivo アルコール性肝疾患モデルを使用した。 

一般的に CCl4 は肝障害剤として広く用いられており、急性肝障害モデルを作成する

際は、肝障害誘発剤として約 1.0 ml/kg体重の濃度が採用されている 37)。また、CCl4と

EtOHの相互作用として、CCl4はアルコール代謝において特にアセトアルデヒド脱水素

酵素 (aldehyde dehydrogenase: ALDH) 活性を阻害することによって、肝臓中のアセトア

ルデヒド濃度を顕著に上昇させることが報告されている 38)。 

EtOHを摂取させた群 (ET 群および B群) の総摂食量は、有意差は認められなかった

が C 群と比較して少なく、体重においては有意な減少が確認された（データは示さな

い）。EtOHを摂取させた群の体重減少の原因として、アルコール 1 gあたりのエネルギ

ーが 7.1 kcal と高く、他の栄養素の代謝を抑制すること、また、炭水化物の代わりとし

て体内で利用すると体重の減少が引き起こされること、さらに、アルコールは腸管透過

性を亢進させると同時に腸管の絨毛を傷つけてしまうことで腸管からの栄養素の吸収

を抑制するなど、様々な要因が推察される 39)。 

アルコール性肝障害によって引き起こされる主要な組織病変は、肝細胞障害、脂肪蓄

積および肝線維化などがあげられる 23)。そこでまず、肝細胞障害について着目した。

AST および ALT は肝細胞内に存在するが、肝細胞が障害を受けると血中に漏出する逸

脱酵素である。そのため、臨床の場においても肝障害のマーカーとして用いられている。 

それぞれの血中半減期は、ASTでは 11~15 時間程度、ALT では 41時間程度といわれ

ており、肝細胞が急激に障害を受ける急性肝炎では AST 優位となり、逆に長期的に疾

病が進行する慢性肝炎や肥満による脂肪肝では半減期の長い ALT 優位に、肝硬変や肝

がんでは AST優位となる傾向が認められる。アルコール性肝障害では AST が優位とな

るが、これはアルコールによって ALT の合成が阻害されるからである。この結果、

AST/ALT 比が 2 近くまで上昇することが報告されており、病態鑑別診断の指標として

利用されている 40)。 
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本研究において、血清中 AST および ALT 活性は、T 群では Control レベルを維持し

たのに対して、ET 群では AST および ALT 活性は有意に亢進した。さらに、活性値は

ALT よりも AST の方が高く、AST/ALT 比が増加していた。一方、B 群では、EtOH に

よって顕著に亢進した AST および ALT活性は有意に抑制された（Fig. Ⅰ-1, 2）。 

AST および ALTなどの血液生化学的データだけでなく、H＆E染色および EVG 染色

によって肝組織像を観察したところ、ET 群では、アルコール性脂肪肝さらにはアルコ

ール性肝炎・肝線維化を発症していた。しかしながら、B群では ET 群で認められた肝

組織障害が軽減され、ほぼ正常な肝組織像が観察された（Fig. Ⅰ-3）。 

以上の結果から、in vivoアルコール性肝疾患モデル動物を用いた研究において、BCE

はアルコール性肝疾患を改善することが明らかとなった。今回、BCEは飼料として供与

されたため、経口的に摂取したことになる。BCEによるアルコール性肝疾患予防効果が

見出されたことから、BCE は消化管から吸収された後、肝臓に対して有効性を示したこ

とが示唆された。
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第 2章 黒にんじん抽出物（Black carrot extract: BCE）による 

アルコール性肝疾患予防効果 ～In vitro実験系による検討 ～ 

 

第 1節 背景・目的 

第 1 章の結果から、BCE は、in vivo 実験系においてアルコール性肝疾患予防効果を

有することが示唆された。そこで本章では、BCEによるアルコール性肝疾患予防効果の

作用メカニズムを明らかにするために、ラット肝臓から単離した初代培養肝細胞を用い

て in vitro アルコール性肝細胞障害モデルを作製し、アルコール代謝関連酵素を中心に

検討した。 

肝細胞における EtOHに対する生体反応は、細胞質に存在するアルコール脱水素酵素

(alcohol dehydrogenase: ADH)、ミクロソームに存在するシトクロム P450ファミリー、ペ

ルオキソームに存在するカタラーゼなどによって行われる。これら 3つすべての経路で

毒性の高いアセトアルデヒドが産生され 41,42)、さらに ALDH による酢酸への代謝プロ

セスによって調節されている。通常、適量飲酒によって体内に吸収された EtOHは ADH

によってアセトアルデヒドへ、さらに ALDH によって酢酸にまで代謝され、無毒化さ

れる。これに対して、高濃度かつ慢性的な飲酒を続けることによって、ミクロソームエ

タノール酸化システム (microsomal ethanol oxidizing system: MEOS) において薬物代謝

酵素であるシトクロム P450 2E1 (cytochrome p450 2E1: CYP2E1) が誘導され、その活性

が上昇することで MEOS でのアルコール代謝が亢進し、アセトアルデヒドへと分解さ

れる 43-45)（Fig. Ⅱ-1）。 

CYP2E1 は EtOH 以外にもアセトアミノフェンなどの薬物 46) や長鎖脂肪酸の酸化 47)

にも関与していることが知られている。CYP2E1 は、EtOH を代謝する際に副産物とし

てスーパーオキシドアニオンラジカル (O2-) や過酸化水素 (H2O2) などの活性酸素種 

(reactive oxygen species: ROS) を産生する。CYP2E1 はさらに NADPHオキシダーゼ活性

を亢進させることによってROSの産生を誘導すること、さらにPPARの発現を抑制し、

脂肪肝形成にも寄与していることが報告されている 48)。 

細胞はホメオスタシスの維持のために ROS を産生しており、また、過剰産生された

ROSの消去機能も備わっているため、通常では細胞内 ROS濃度はバランスが保たれて
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いる。しかし、ROS産生量の増加や本来備わっている ROS消去機能の減衰により、産

生系が優位となると細胞内 ROS産生量は増加し、細胞は酸化ストレス状態となる。ROS

は細胞内の高分子との反応性に富み、過剰に産生されることで酵素の不活性化、DNAの

損傷、脂質過酸化を引き起こすことによって、Fig. Ⅱ-2 に示すような連鎖反応が誘導さ

れる 49)。また、CYP2E1 は ADH と比較してミカエリス定数 (Km) 値が高く（CYP2E1; 

Km = 10 mM、ADH; Km = 1 mM）、血中 EtOH濃度が低い時にはその役割は低いが、血

中 EtOH濃度が高くなると肝臓内の EtOH代謝量の約 30%まで活性が亢進し、さらに慢

性的な EtOH 摂取においては EtOH の全代謝量の 50%以上を担うようになる 50)。また、

常習飲酒家の CYP2E1 活性は非飲酒者の 6～9倍に増加しているという報告もある 51)。 

EtOH の代謝過程では、CYP2E1 をはじめとした酵素による ROS 産生、脂質過酸化、

ミトコンドリア電子伝達系の阻害、肝グルタチオンの枯渇などによって、ROS の産生系

と消去系の均衡が乱れ、酸化ストレスが生じるなど様々な要因が複合的に関連し、最終

的に消去しきれない酸化ストレスを介してアルコール性肝障害の進展に寄与していく

ことが数多く報告されている 52-55)。そのため、EtOH による肝細胞障害を予防するため

には ROSの産生を抑制する、または ROSの消去を促進することが重要である。 

さらに、ADH、CYP2E1 および ALDH は連帯して EtOH の代謝を制御しているため、

これらの酵素の制御機構を理解することは必要不可欠である。当研究室ではすでに、in 

vitro アルコール性肝細胞障害モデルに対し、肝細胞の培地に Ecklonia cava polyphenol

を添加することによって、これらのアルコール代謝関連酵素が制御され、アルコール性

肝細胞障害に対する保護効果を発揮すること、さらに、この調節は cyclic adenosine 3’,5’-

monophosphate (cAMP) 依存的であること、また、これらの効果は cAMP-dependent protein 

kinase の阻害剤である H-89の添加によって抑制されることを報告している 17)。 

cAMP は細胞においてホルモン分泌や記憶形成などの重要な生理現象を制御する代

表的な細胞内シグナル伝達のセカンドメッセンジャーとして知られており、ATPから合

成される。細胞内 cAMP量は様々なシグナル伝達分子に反応し、アデニル酸シクラーゼ

によって合成され、ホスホジエステラーゼ (phosphodiesterase: PDE) によって分解され

ることで調節されている（Fig. Ⅱ-3）。アデニル酸シクラーゼの活性化、あるいは PDEの

阻害によって細胞内 cAMP 量が増加すると、cAMP シグナル伝達経路を介して cAMP 依

存的に様々な細胞応答が惹起される。その大部分は、cAMP 依存的プロテインキナーゼ



 

16 

 

である protein kinase A (PKA) が触媒するリン酸化反応によって伝達される 56, 57)。一方、

cAMP は、炎症や細胞の生存など様々な細胞種や臓器で数多くの経路を制御しており、

細胞内 cAMP 量の低下に伴って、インターロイキン-23 (IL-23)、インターロイキン-17 

(IL-17)、腫瘍壊死因子 (TNF-α) などの炎症性サイトカインの産生が増加することなど

が報告されている 58, 59)。また、これまでに EtOHが cAMP量に影響をおよぼすことが in 

vivo および in vitro 実験系において報告されている 58-61)。しかしながら、ADH、ALDH

および CYP2E1 の活性調節機構やこれら 3 つの酵素発現と cAMP の関与については、

いまだ十分に明らかになっていない。 

そこで本章では、BCE によるアルコール性肝細胞障害に対する保護効果とその作用

メカニズムについて、アルコール代謝関連酵素と cAMP-PKA経路に着目した。 
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Fig. Ⅱ-2. Chain reaction of lipid peroxidation 

HO・: Hydroxyl radical 

LH: Lipid 

L・: Lipid radical 

LOO・: Lipid peroxyl radical 

LOOH: lipid peroxide 

TBARS: 2-Thiobarbituric acid 

Fig. Ⅱ-1. Alcohol metabolism pathway 
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Fig. Ⅱ-3. Regulatory mechanism of cAMP 
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第 2節 材料および方法 

1．BCEの作製および分画 

BCE は第 1 章に記載したように作製した。さらに、BCE の有効成分を明らかにする

ために、超純水に溶解した BCE をクロロホルム、酢酸エチル、ブタノールの順で分画

した。得られたそれぞれの抽出画分をロータリーエバポレーターおよび凍結乾燥機を用

いて乾固させた。なお、BCE 10 gから得られたクロロホルム抽出画分 (BCE-CHCl₃抽出

画分)、酢酸エチル抽出画分 (BCE-AcOEt 抽出画分)、ブタノール抽出画分 (BCE-BtOH

抽出画分) および水溶性画分 (BCE-water 画分) の粉末重量は、それぞれ 0.2 g、0.08 g、

2.54 gおよび 7.55 gであった。 

それぞれの抽出画分は、超純水またはジメチルスルホキシド  (dimethyl sulfoxide: 

DMSO) に溶解し、超純水で溶解した場合は 0.22 mフィルターで滅菌した後、サンプ

ルとして実験に供した。 

 

 

2. 肝細胞の分離・培養 

肝細胞は、10～13 週齢 (300～350 g 体重) の Wistar 系雄性ラット（日本 SLC 株式会

社）の肝臓からコラゲナーゼ灌流法 62) によって分離した。ラットは解剖当日まで水と

固形飼料（ラボMRストック）を自由摂取させた。 

肝細胞を単離した後、トリパンブルー色素排除法を用いて細胞生存率を測定し、生存

率が 90%以上のものを実験に用いた。 

肝細胞を 10% 牛胎児血清 (fetal bovine serum: FBS) 含有 Williams’ E 培地で細胞数を

1.5 × 105 cells/ml に調整し、5% CO2インキュベータ（BNA-111; ESPEC株式会社）内で

培養した。前培養として 24時間培養した後、本培養として 10% FBS含有Williams’ E 培

地に濃度が 100 mM EtOH になるように添加し、0〜24 時間培養した。なお、サンプル

は EtOHと同時に添加した。 

 

 

3．細胞生存率の測定 (Neutral red 法) 

細胞生存率の測定には、Neutral red 法を使用した 63）。本培養終了後、培地を除去した
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後、Neutral red 溶液を添加して 2時間培養した。その後、1% ホルムアルデヒド/1% 塩

化カルシウム溶液で洗浄した。さらに 1% 酢酸/50% EtOH溶液に置換して 30 分間静置

し、肝細胞に取り込まれた Neutral redを抽出した。抽出した溶液の吸光度を分光光度計

（V-530; 日本分光株式会社）にて 540 nmで測定した。 

 

 

4．細胞生存率の測定 (water-soluble tetrazolium (WST) 法) 

水溶性ホルマザンを生成するテトラゾリウム塩 WST-8 を使用することによって色素

抽出を行わず、細胞生存率を直接測定することができる Cell counting kit-8 (株式会社同

仁化学研究所) を用いた 64)。すなわち、肝細胞の培養液中に Cell counting kit-8液を添加

して２時間培養後、450 nm の吸光度をマルチラベルプレートリーダー (Wallc 1420 

ARVOSX; 株式会社パーキンエルマージャパン) を用いて測定した。 

 

 

5．培地中乳酸脱水素酵素活性の測定 

細胞毒性の指標として、培地中に漏出した乳酸脱水素酵素 (lactate dehydrogenase: LDH) 

活性を測定した。培地に A液 (60 mM KH₂PO₄、40 mM K₂HPO₄、5 mM CH3COCOONa) 

3 ml と B液 (15 M NADH-Na、200 mM NaHCO3) 50 l を混合し、紫外可視分光光度計

(V-530) を用いて 340 nmで 3分間の吸光度を測定することで NADHの減少量を測定し

た 65)。 

 

 

6．細胞内 ROS産生量の測定 

H2O2 の比較的特異的なプローブである非蛍光性の 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate 

(DCFH-DA) は、細胞内に取り込まれた後、ROSによって 2'-7' -dichlorofluorescein (DCF) 

に酸化される 66,67)。この特徴を利用して、生成された DCF 量の蛍光光度の測定または

蛍光顕微鏡下での観察よって細胞内 ROS産生量を測定した。 

本培養終了 30 分前に 5 l の 2.4 mM DCFH-DA を培地に添加してさらに培養を続け

た。本培養終了後、リン酸 buffer (phosphate-buffered saline: PBS) で 2回洗浄した。その
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後、蛍光強度の測定では、シャーレ内の細胞を Hank’s 溶液に懸濁させ、マルチレベル

プレートリーダー (Wallac 1420 ARVOSX) にて励起波長: 458 nm、蛍光波長: 535 nmで蛍

光度を測定した。BCA法にてタンパク量を定量し、タンパク量あたりの ROS 産生量を

算出した。一方、蛍光顕微鏡下による観察では、PBSを除去した後、シャーレの底にカ

バーガラスを張り付け、オールインワン蛍光イメージングシステム  (FSX100 Bio 

Imaging Navigator; オリンパス株式会社）を用いて細胞の蛍光像を観察した。蛍光強度

を Image J ソフトウェアを用いて測定し、細胞内 ROS産生量を定量化した。 

 

 

7．培地中 malondialdehyde (MDA) 産生量の測定 

細胞内で産生され、培地中に遊離したMDA量を TBARS法によって測定した。FBS-

free の Hank’s 溶液で培養した後、培地を遠心分離した。上清を試験管に移して 50 mM 

BHT 液 15 l と TBA試薬 1 ml を加え混合し、加熱後氷上で急冷し、遠心分離した。得

られた上清を分光光度計 (V-530) を用いて 532 nmでの吸光度を測定した。 

 

 

8．CYP2E1 活性の測定  

培養終了後 PBS で 2 回洗浄した後、9.73 ml の回収 buffer stock (10 mM HEPES、1.5 

mM MgCl2・6H2O、10 mM KCl, pH 7.4) に細胞を回収する直前に leupeptin溶液 (10 mg/ml) 

と pepstatin溶液 (10 mg/ml) を各 1 lずつ、フッ化ナトリウム (NaF) 溶液 (41.99 mg/ml) 

を 10 l、オルトバナジン酸ナトリウム (Na3VO4) 溶液 (36.78 mg/ml) を 10 l 添加した

ものを回収 buffer とした。 

回収 buffer にて細胞を回収し、液体窒素を用いた凍結融解を 2回繰り返した後、細胞

を超音波処理し、15,000 × g、4℃で 20分間遠心分離して上清を回収した。CYP2E1 活性

は、p-ニトロフェノール (PNP) の水酸化率 68) を、546 nmで測定した。すなわち、回収

上清を 100 mM KH2PO4 (0.2 mM PNPと 2.0 mM NADPH を含有, pH 6.8) に加え、ウォー

ターバスで 37 ℃、20 分間インキュベートした。続いて 0.6 M過塩素酸 (250 μl) を用

いて反応を停止し、残った上清に 75 μlの 10 M NaOHを添加した。 
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CYP2E1 活性は p-nitrophenol (nmol/mg protein/min) で表し、4-nitrocatecholの濃度を求

めた (ε = 10. 28 mM-1 cm-1) 69-70)。また、色素結合法でタンパク定量を行い、タンパク質

当たりの CYP2E1活性を算出した。 

 

 

9．アルコール代謝関連酵素 (ADHおよび ALDH) 活性の測定 

培養終了後に細胞を 2 回洗浄し、さらに PBS で回収した。2,600 × g、1分間、4℃で

遠心分離した後、緩衝液（50 mM HEPES, pH 7.5、0.25 M sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM 

dithiothreitol (DTT)、3 mM MgCl2、1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride) を添加した。液

体窒素を用いた凍結融解を 2回繰り返した後、細胞を超音波処理し、12,000 × g、4℃で

20 分間遠心分離し、上清を回収した。ADH 活性は、エタノール (50 l) の存在下また

は非存在下で 1.5 ml 容量 (50 mM HEPES, pH 8.0、10 mM MgCl2、1 mM DTT、300 μM 

NAD+) で 25℃にて測定された。一方、ALDH活性は、アセトアルデヒド (50 l) の存

在下または非存在下で 1.5 ml 容量 (50 mM HEPES, pH 8.0、10 mM MgCl2、1 mM DTT、

300 μM NAD+) で 25℃にて測定された。エタノールまたはアセトアルデヒドを加えて反

応を開始し、分光光度計で 340 nmの吸光度を測定した。初期の直線的な吸光度の増加

から比活性を測定し、モル吸光係数を 6.2 mM・cm-1とした 71)。また、細胞内タンパク

量の測定には Bradford 法を一部改良した Read と Northcote による色素結合法を用いた

72, 73)。 

 

  

10. 遺伝子発現量の測定 (Real-time quantitative PCR) 法 

アルコール代謝関連酵素である Adh1、Aldh2、Cyp2e1および Pde4 family (Pde4a、Pde4b、

Pde4d) mRNA 発現量におよぼす EtOH および BCE-BtOH 抽出画分の影響についてリア

ルタイム PCR法を用いて検討した。すなわち、肝細胞から total RNAを High Pure RNA 

Isolation Kit (Roche株式会社) で抽出し、cDNA を PrimeScriptTM RT reagent kit (タカラバ

イオ株式会社) を用いて合成した。リアルタイム PCR 法は、リアルタイム PCR 試薬 

(iTaq Universal SYBR Green Supermix; バイオラッドラボラトリーズ株式会社) を用いて 

Fast Real-Time PCR System (ABI 7500; Life Technologies 社) によって実施した。 
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プライマー配列は Table Ⅱ-1に示す通りである。mRNA発現量はハウスキーピング遺

伝子である β-actin に対して正規化した。定量に用いた Ct (Threshold Cycle) 法には

StepOne software v2.2.2 (Thermo Fisher Sciences) を使用した。 

 

Table Ⅱ-1. The sequence of the primers 

 Sense Antisense 

Adh1 5’-CATTGCCGTGGACATCAACA-3’ 3’-TGGCAGCTTAACAGGGCAGA-5’ 

Cyp2e1 5’-ATGGAAGGATGTGCGGAGGT-3’ 3’-GGCTGGCCTTTGGTCTTTTTG-5’ 

Aldh2 5’-AACTGGAAACGTGGTGGTGA-3’ 3’-ACCAACCTCAGTGGAACCTGT-5’ 

Pde4a 5’-AGCTTGAACACCAACGTCCC-3’ 3’-CTCCAGCGTACTCCGACACA-5’ 

Pde4b 5’-ACAGGGAGACAAAGAACGGGA-3 3’-ACCAACCTGGGACTTTTCCAC-5’ 

Pde4d 5’-TCCGAATAGCGGAGCTGTCT-3’ 3’-TAGGCCACGTCAGCATGGTA-5’ 

-actin 5’-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3’ 3’-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-5’ 

 

 

11．タンパク質解析 (Western blotting法) 

 本培養終了後、細胞を回収して PBSで 2回洗浄後、PBSに懸濁した。2,600 × g、1分

間、4℃で遠心分離して上清を除去した後、RIPA buffer (10 mM HEPES, pH 7.6、10 mM 

KCl、0.1 mM EDTA、0.5% Nonidet P40、1 mM dithiothreitol、0.5 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride) を添加して 30 分間氷上に静置した。静置後ピペッティングにて細胞を分散さ

せた後、細胞を超音波処理し、12,000 × g、4℃で 10 分間遠心分離した。その後、上清を

サンプルとして回収した。その後、各サンプルのタンパク質を等量ずつ 10% SDS-PAGE

ゲルの各レーンにロードし、電気泳動を行った。 

分離したタンパク質を 0.45 μm ポリフッ化ビニリデン  (PVDF) 膜  (Amersham 

Pharmacia Biotech 社) にブロットした。次に、0.1% Tween-20と 5% bovine serum albumin 

(BSA) 含有 Tris Buffered Saline (TBS) で 1 時間ブロッキングした後、メンブレンに抗

CYP2E1 抗体【(1:5000 希釈) Enzo Life Sciences, Inc.】、抗 ADH1 Antibody 【(1:3000希釈) 

Cell Signaling Technology, Inc.】、抗 ALDH1/2 Antibody (H-8) 【(1:500 希釈) Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.】、抗 PDE4B Antibody (D7R1Y)【(1:1000希釈) Cell Signaling Technology,】、

抗 GAPDH抗体【(1：5000 希釈) Cell Signaling Technology, Inc.】、抗Actin抗体【(1:2500
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希釈) Cell Signaling Technology, Inc.】を一次抗体として室温で 1時間インキュベートし

た。洗浄後、メンブレンに二次抗体としてビオチン化ヤギ抗ウサギ免疫グロブリン

【(1:2500希釈) DAKO】を滴下し、室温で 1時間インキュベートした。さらに、メンブ

レンを数回洗浄した後、西洋わさびペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジン【(1:10000

希釈) DAKO】を滴下し、室温で 1時間インキュベートした。数回洗浄した後、Ez West 

Lumi (アトー株式会社) で発色反応させた。タンパク質バンドのデンシトメトリー分析

は、ソフトウェア Ez-Capture MG ver. 3.0 (アトー株式会社) を用いた。 

 

 

12．細胞内 cAMP量の測定 

 細胞内 cAMP量は DetectX® Direct Cyclic AMP enzyme immunoassay kit (Arbor Assays

社) を用いて測定した。 

 

 

13．統計解析 

値は平均値±標準偏差 (standard deviation: SD) で表した。一元配置分散分析により水

準間の差を認めた後、多重比較検定には Tukey-Kramer法を用いた。5%または 1%の危

険率で有意差検定を実施した。 
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第 3節：結果 

1．肝細胞の生存率におよぼす EtOH、BCEまたは BCE各抽出画分の影響 

1-a．肝細胞の生存率におよぼす EtOHの影響  

肝細胞の培地に 0～500 mM EtOH を添加して 24 時間培養後の肝細胞の生存率は、

EtOH の添加濃度に依存して有意に低下した（Fig. Ⅱ-4）。そこで、細胞生存率の有意な

低下が認められた 100 mM EtOHを添加したモデルを、in vitroアルコール性肝細胞障害

モデルとして以後の実験に用いた。 

 

1-b．EtOHによって有意に低下した肝細胞の生存率におよぼす BCEの影響 

肝細胞の培地に 100 mM EtOHと 0～800 g/ml BCEを同時に添加して 24時間培養し

た。その結果、EtOHの添加によって有意に低下した細胞生存率は、BCEの添加濃度に

依存して回復し、特に、800 g/ml BCE を添加することによってコントロールレベルに

まで有意に回復した (Fig. Ⅱ-5)。 

 

1-c. 肝細胞の生存率におよぼす BCEの影響 

肝細胞の培地に 0-800 g/ml BCE を添加しても、細胞生存率はコントロールと変化

しなかったことから (Fig. Ⅱ-6)、BCEの細胞毒性は認められなかった。 

 

1-d．EtOHによって低下した細胞生存率におよぼす BCE 各抽出画分の影響 

肝細胞の培地に 800 g/ml BCEに含まれる相当量の各抽出画分 (BCE-CHCl₃抽出画

分、BCE-AcOEt 抽出画分、BCE-BtOH抽出画分または BCE-water 画分) を 100 mM EtOH

と同時に添加して 24 時間培養した。その結果、EtOH によって有意に低下した細胞生

存率は、BCE-BtOH抽出画分の添加によって濃度依存的に回復し、400 g/ml BCE-BtOH

抽出画分を添加することによってコントロールレベルにまで回復した (Table Ⅱ-2)。 

以降の実験では、BCE の有効成分が含まれている BCE-BtOH抽出画分を選択し、か

つ最も細胞生存率の回復効果が認められた 400 g/mlを有効濃度と決定した。 
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Fig. Ⅱ-4. Dose-dependently effect of EtOH on cell viability of hepatocytes. 

Hepatocytes were incubated with various concentrations of EtOH. Cell viability was 

measured using the neutral red assay as described in the Materials and Methods 

section. Data are presented as mean ± SD of five experiments.  

*; p< 0.05, **; p< 0.01 vs Control. 
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Fig. Ⅱ-5. Effect of BCE on cell viability of EtOH-treated hepatocytes. 

Hepatocytes was incubated with 100 mM EtOH with or without various 

concentration of BCE. Cell viability was measured using the neutral red assay as 

described in the Materials and Methods section. Data are presented as mean ± SD 

of five experiments. Values without a common letter are significantly different 

(p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-6. Effect of BCE on cell viability of hepatocyte.  

Hepatocytes was incubated with various concentration of BCE. Cell viability 

was measured using the neutral red assay as described in the the Materials and 

Methods section. Data are presented as mean ± SD of five experiments. 
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Table Ⅱ-2. Effect of various fractions of BCE on the cell viability of ethanol-treated hepatocytes  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without various fractions: chloroform fraction (BCE-CHCl3), ethyl acetate fraction (BCE-

AcOEt), butanol fraction (BCE-BtOH), and water fraction (BCE-water). Cell viability was measured using the neutral red assay as described in the 

Materials and Methods section. Data are presented as mean ± SD of five experiments. Values without a common letter are significantly different 

(p<0.01).

Groups 
Cell viability  

(% of Control) 
Groups 

Cell viability  

(% of Control) 
Groups 

Cell viability  

(% of Control) 
Groups 

Cell viability  

(% of Control) 

Control 100.0 ± 9.2 a Control 100.0 ± 9.2 a Control 100.0 ± 6.6 a Control 100.0 ± 8.2 a 

EtOH 80.1 ± 8.7 b EtOH 80.1 ± 8.7 b EtOH 85.4 ± 6.0 b EtOH 73.7 ± 3.1 b 

+ 4 g/ml 

BCE-CHCl3 
93.0 ± 10.2 ab 

+ 1.6 g/ml 

BCE-AcOEt 
86.8 ± 4.6 ab 

+ 100 g/ml 

BCE-BtOH  
91.9 ± 7.6 b 

+ 500 g/ml 

BCE-water 
87.9± 11.5 ab 

+ 6 g/ml 

BCE-CHCl3 
90.8 ± 4.8 ab 

+ 2.4 g/ml 

BCE-AcOEt 
91.1 ± 7.4 ab 

+ 150 g/ml 

BCE-BtOH 
95.1 ± 5.4 ab 

+ 750 g/ml 

BCE-water 
88.4 ± 9.7 ab 

+ 8 g/ml 

BCE-CHCl3 
93.8 ± 7.8 ab 

+ 3.2 g/ml 

BCE-AcOEt 
92.0 ± 8.2 ab 

+ 200 g/ml 

BCE-BtOH  
95.6 ± 5.6 ab 

+ 1000 g/ml 

BCE-water 
87.8 ± 8.4 ab 

+ 12 g/ml 

BCE-CHCl3 
93.4 ± 5.7 ab 

+ 4.8 g/ml 

BCE-AcOEt 
85.0 ± 5.8 ab 

+ 300 g/ml 

BCE-BtOH  
98.7 ± 5.1 ab 

+ 1500 g/ml 

BCE-water 
85.8 ± 7.0 ab 

+ 16 g/ml 

BCE-CHCl3 
94.5 ± 9.7 ab 

+ 6.4 g/ml 

BCE-AcOEt 
84.6 ± 10.7 ab 

+ 400 g/ml 

BCE-BtOH  
102.4 ± 6.1 a 

+ 2000 g/ml 

BCE-water 
91.5 ± 12.5 ab 
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2．EtOHによって誘導される細胞毒性におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

2-a．Cell counting kit-8 を用いた検討 

EtOH によって有意に低下した細胞生存率におよぼす BCE-BtOH 抽出画分の影響を

cell counting kit-8を用いて検討した。その結果、100 mM EtOHと 400 g/ml BCE-BtOH

抽出画分を同時に添加して 24 時間培養後の細胞生存率は、コントロールレベルを維持

したことから、400 g/ml BCE-BtOH 抽出画分は肝細胞に対して細胞毒性を示さなかっ

た（Fig. Ⅱ-7）。 

 

2-b．LDH活性の測定による検討 

培地中の LDH 活性を測定することによって、細胞毒性に対する BCE-BtOH 抽出画

分を評価した。その結果、肝細胞の培養液に 100 mM EtOHと 400 g/ml BCE-BtOH抽出

画分を同時に添加して 24 時間培養後の培養液中に漏出した LDH 活性を調べたところ、

EtOHの添加によって LDH活性は有意に亢進したが、400 g/ml BCE-BtOH抽出画分は、

EtOHによって有意に亢進した LDH活性をコントロールレベルまで低下したことから、

肝細胞に対して細胞毒性を示さないことが明らかとなった（Fig. Ⅱ-8）。 
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Figure. Ⅱ-8. Cytotoxicity induced by EtOH and the protective effect of BCE-BtOH. 

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. Cytotoxicity was assessed by measuring LDH activity. 

Data are presented as the mean ± SD of five experiments. Values without a 

common letter are significantly different (p<0.01). 

Fig. Ⅱ-7. Cytotoxicity induced by EtOH and the protective effect of BCE-BtOH. 

Hepatocytes were incubated for 24 hrs with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH fraction. Cytotoxicity was assessed by cell counting 

kit-8. Data are presented as the mean ± SD of five experiments. Values without 

a common letter are significantly different (p<0.01). 
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3．細胞内 ROS産生量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

3-a. 細胞内 ROS産生量の測定（マルチレベルプレートリーダーによる蛍光強度の測定） 

本培養開始 9時間後における肝細胞の ROS産生量を DCFH-DA法を用いてマルチレ

ベルプレートリーダーによる蛍光強度を測定した。その結果、細胞内 ROS 産生量は

EtOHの添加によって有意に増加が、400 g/ml BCE-BtOH抽出画分を添加するとコン

トロールレベルにまで有意に抑制された (Fig. Ⅱ-9)。 

 

3-b．蛍光顕微鏡下での細胞内 ROS産生量の観察 

本培養開始 9 時間後における肝細胞の ROS 産生量を蛍光顕微鏡下で観察した。上記

の実験結果と同様に、細胞内 ROS産生量は、EtOHを添加することによって顕著に亢進

したが、400 g/ml BCE-BtOH 抽出画分を添加すると、コントロールレベルにまで抑制

された（Fig. Ⅱ-10）。 

 

 

4. 培地中MDA量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

 MDA は ROS によって多価不飽和脂肪酸が酸化されて生じた過酸化脂質が分解され

て生じる二次生産物である。MDAを測定することは、細胞内 ROS産生量を反映する間

接的なマーカーとして用いられる。そこで、本培養開始 24 時間後の培地中 MDA 量を

TBARS法によって定量した。その結果、EtOHは培地中MDA量を有意に増加させたが、

BCE-BtOH 抽出画分を EtOH と同時に添加すると、培地中 MDA 量はコントロールレベ

ルにまで有意に低下した（Fig. Ⅱ-11）。 
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Fig. Ⅱ-9. Effect of BCE-BtOH on intracellular ROS formation in hepatocytes. 

Hepatocytes cultured for 9 hrs were measured with DCFH-DA. Fluorescence 

intensity was measured using a multilevel plate reader at an excitation 

wavelength of 458 nm and an emission wavelength of 535 nm. Data are 

presented as the mean ± SD of five experiments. Values without a common 

letter are significantly different (p<0.05). 
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Fig. Ⅱ-10. Effect of BCE-BtOH fraction on intracellular ROS formation in hepatocytes. 

Hepatocytes cultured for 9 hrs were measured with DCFH-DA. For 

visualization of the intracellular fluorescence, the cells were observed with a 

FSX100 Bio Imaging Navigator, which is an all-in-one fluorescence imaging 

system. The intracellular ROS expression and fluorescence intensity. Data are 

presented as the mean ± SD of four experiments. Values without a common 

letter are significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-11. Effect of MDA levels in the medium of EtOH- and BCE-BtOH-treated hepatocytes. 

Hepatocytes were incubated for 24 hrs with 100 mM EtOH with or without 400 

g/ml BCE-BtOH fraction. Data are presented as the mean ± SD of five 

experiments. Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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5．CYP2E1 におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

5-a．Cyp2e1 mRNA発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響  

本培養開始 6 時間後における Cyp2e1 mRNA 発現量は、EtOH によって増加する傾向

が認められたが、EtOHと BCE-BtOH抽出画分を同時に添加して培養すると、コントロ

ール群と比較して有意に増加した（Fig. Ⅱ-12）。 

 

5-b．CYP2E1 タンパク質発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

肝細胞に EtOHとBCE-BtOH抽出画分を同時に添加して 9時間培養した時のCYP2E1

タンパク質発現量は、すべての群間で同等な発現量を示し、有意差は認められなかった

（Fig. Ⅱ-13）。 

 

5-c．CYP2E1 活性におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

本培養開始 9時間後における CYP2E1活性は EtOHによって有意に亢進したが、BCE-

BtOH 抽出画分は EtOH によって亢進した CYP2E1 活性をコントロールレベルにまで有

意に抑制した（Fig. Ⅱ-14）。
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Fig. Ⅱ-12. Effect of BCE-BtOH fraction on Cyp2e1 mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH fraction. Cyp2e1 mRNA expression was 

measured using real-time PCR analysis. Data are presented as 

the mean ± SD of four experiments. Values without a common 

letter are significantly different (p<0.01).  
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Fig. Ⅱ-13. Effect of BCE-BtOH fraction on CYP2E1 protein levels.       
Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or 

without 400 g/ml BCE-BtOH fraction. CYP2E1 protein 

level was measured by Western blot analysis. Data are 

presented as the mean ± SD of three experiments.  
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Fig. Ⅱ-14. Effect of BCE-BtOH fraction on CYP2E1 activity.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 

400 g/ml BCE-BtOH fraction. CYP2E1 activity was detected by 

the oxidation of p-nitrophenol to p-nitrocatechol as described in the 

Materials and Methods. Data are presented as the mean ± SD of 

five experiments. Values without a common letter are significantly 

different (p<0.01). 
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6．ADHにおよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

6-a．Adh1 mRNA発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響  

肝細胞に EtOH と BCE-BtOH 抽出画分を同時に添加して 3 時間培養した時の Adh1 

mRNA発現量は、すべての群間で有意差は認められなかった（Fig. Ⅱ-15）。 

 

6-b．ADH タンパク質発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

本培養開始 4時間後における ADH タンパク質発現量は、EtOHと BCE-BtOH抽出画

分の同時添加によって有意に亢進した (Fig. Ⅱ-16)。 

 

6-c．ADH 活性におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

本培養開始 4 時間後における ADH 活性は、ADH タンパク質発現量と同様な挙動を

示した。すなわち、BCE-BtOH 抽出画分は ADH 活性を有意に亢進させた（Fig. Ⅱ-17）。 
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Fig. Ⅱ-15. Effect of BCE-BtOH fraction on Adh1 mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH. Adh1 mRNA expression was measured 

using real-time PCR analysis. Data are presented as the mean ± 

SD of four experiments.  
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Fig. Ⅱ-16. Effect of BCE-BtOH fractionon ADH protein levels.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH. ADH protein level was measured by Western 

blot analysis. Data are presented as the mean ± SD of four experiments.  

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-17. Effect of BCE-BtOH fraction on ADH activity.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH fraction. ADH activity was measured as 

described in the Materials and Methods. Data are presented as the 

mean ± SD of five experiments. Values without a common letter are 

significantly different (p<0.01). 
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7．ALDHにおよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

7-a．Aldh2 mRNA発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響  

肝細胞に EtOHと BCE-BtOH抽出画分を同時に添加して 3時間培養した時の Aldh2 

mRNA発現量は、有意に増加した (Fig. Ⅱ-18)。 

 

 7-b．ALDH タンパク質発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

本培養開始 4 時間後における ALDH タンパク質発現量は、EtOH と BCE-BtOH 抽出

画分の同時添加によって有意に亢進した (Fig. Ⅱ-19)。 

 

7-c．ALDH 活性におよぼす EtOHおよび BCE-BtOH抽出画分の影響 

本培養開始 4 時間後における ALDH 活性は、ALDH タンパク質発現量の挙動と同様

に、BCE-BtOH抽出画分の添加によって有意に亢進した (Fig. Ⅱ-20)。 
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Fig. Ⅱ-18. Effect of BCE-BtOH fraction on Aldh2 mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 

g/ml BCE-BtOH fraction. Aldh2 mRNA expression was measured 

using real-time PCR analysis. Data are presented as the mean ± SD of 

four experiments. Values without a common letter are significantly 

different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-19. Effect of BCE-BtOH fraction on ALDH protein levels.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 

400 g/ml BCE-BtOH. ALDH protein level was measured by 

Western blot analysis. Data are presented as the mean ± SD of 

three experiments. Values without a common letter are 

significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-20. Effect of BCE-BtOH fraction on ALDH activity.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 

g/ml BCE-BtOH. ALDH activity was measured as described in the 

Materials and Methods. Data are presented as the mean ± SD of five 

experiments. Values without a common letter are significantly 

different (p<0.01). 
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8．細胞内 cAMP量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

 cAMP はアルコール代謝関連酵素活性の調節に関与していることが報告されている。

BCE-BtOH 抽出画分によるアルコール代謝関連酵素活性の制御に cAMP が関与してい

るかを調べるために細胞内 cAMP量を測定した。その結果、BCE-BtOH抽出画分は細胞

内 cAMP 量を有意に亢進させた (Fig. Ⅱ-21)。このことから、CE-BtOH 抽出画分は細胞

内 cAMP 量を増加させることによってアルコール代謝関連酵素活性を調節しているこ

とが示唆された。 

 

 

9．アルコール代謝関連酵素に対する PKA阻害剤 (H-89) の影響 

PKAは、cAMP 依存性のプロテインキナーゼであり、cAMPによるシグナル伝達を媒

介する。cAMP量が増加するとアルコール代謝関連酵素の発現や活性が調節されること

が報告されていることから、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール代謝関連酵素の制御

に cAMP/PKA経路が関与しているのかどうかを調べるために、PKAの阻害剤である H-

89 を用いて検討した。 

9-a．ADH活性におよぼす BCE-BtOH抽出画分および H-89 の影響  

 ADH 活性は EtOH と BCE-BtOH 抽出画分の同時添加によって有意に亢進したが、H-

89 を EtOH と BCE-BtOH 抽出画分と同時に添加することによって BCE-BtOH 抽出画分

による ADH活性亢進効果は有意に阻止された (Fig. Ⅱ-22)。 

 

9-b．CYP2E1 活性におよぼす BCE-BtOH抽出画分および H-89 の影響  

  BCE-BtOH 抽出画分は、EtOH によって有意に亢進した CYP2E1 活性をコントロー

ルレベルにまで抑制したが、H-89 を同時に添加すると、BCE-BtOH 抽出画分による

CYP2E1 活性上昇抑制効果は阻止された (Fig. Ⅱ-23)。 

 

 

これらの結果より、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール代謝関連酵素活性の調節

には PKAの活性化が関与していることから、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール代

謝関連酵素の制御に cAMP/PKA 経路を介することが示唆された。  
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Fig. Ⅱ-21. Effect of BCE-BtOH fruction on intracellular cAMP levels in ethanol-treated hepatocytes. 

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. Intraellular cAMP levels were measured as described in the  

Materials and Methods. Data are presented as the mean ± SD of four experiments.  

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-22. Effect of PKA inhibitor on ADH activity in EtOH- and BCE-BtOH fraction  

treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. Data are presented as the mean ± SD of five experiments. 

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 

 
 

 

Fig. Ⅱ-23. Effect of PKA inhibitor on CYP2E1 activity in EtOH- and BCE-BtOH fraction  

treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. Data are presented as the mean ± SD of five experiments.  

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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10．アルコール代謝関連酵素に対するアデニル酸シクラーゼ阻害剤 (MDL-12330A) の

影響 

BCE-BtOH抽出画分が細胞内 cAMP量を増加させたことから、cAMPの調節に関与す

る因子としてアデニル酸シクラーゼに着目した。アデニル酸シクラーゼとは、細胞膜上

に存在し、細胞の多くの生理機能を制御するのに重要な役割を果たしている酵素である。

酵素の活性化に伴って基質 ATP から cAMP への生成反応が誘導され、細胞内 cAMP 量

を亢進させる。そこで本実験では、BCE-BtOH抽出画分による細胞内 cAMP 量調節効果

へのアデニル酸シクラーゼが関与するかどうかについて明らかにするために、アデニル

酸シクラーゼ阻害剤である MDL-12330A を用いて、アルコール代謝関連酵素活性を測

定した。 

10-a．ADH活性におよぼす BCE-BtOH抽出画分およびMDL-12330Aの影響  

  EtOH は単独では ADH 活性に変化をおよぼさないが、BCE-BtOH 抽出画分の存在

下では ADH 活性は有意に亢進した。さらに、MDL-12330A を同時に添加したところ、

ADH活性は低下傾向を示したものの、ADH活性は亢進されたままであった（Fig. Ⅱ-24）。 

 

10-b．ADH活性におよぼす BCE-BtOH抽出画分およびMDL-12330Aの影響  

  EtOH の添加によって有意に亢進した CYP2E1 活性は、BCE-BtOH 抽出画分を同時

に添加することによって Controlレベルにまで有意に抑制された。さらに、MDL-12330A

を同時に添加したところ、BCE-BtOH抽出画分と同様に CYP2E1 活性の有意な低下が認

められた（Fig. Ⅱ-25）。 

 

 これらの結果から、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール代謝関連酵素活性の調節効

果は、アデニル酸シクラーゼを阻害しても変化しなかったことから、BCE-BtOH抽出画

分による細胞内 cAMP 量の増加には、cAMP 合成系は関与しないことが明らかとなっ

た。 
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Fig. Ⅱ-24. Effect of adenylate cyclase inhibitor on ADH activity in ethanol- and 

BCE-BtOH fraction treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. Data are presented as the mean ±SD of five experiments. 

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 

 

 

Fig. Ⅱ-25. Effect of adenylate cyclase inhibitor on CYP2E1 activity in ethanol- and 

BCE-BtOH fraction treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. Data are presented as the mean ±SD 5 experiments.  

Values without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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11．PDE4の発現におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

PDE は細胞内セカンドメッセンジャーである cAMP および cGMP を分解する酵素で

ある。なかでも PDE4 は cAMPの分解に特異的に働くことが報告されている。PDE4に

は 4つのアイソザイム (PDE4a、PDE4b、PDE4c、PDE4e) が存在しており、その中でも

PFE4bは炎症反応において重要な役割を果たしていると考えられている。 

これまでの結果から BCE-BtOH抽出画分による細胞内 cAMP 量の増加には、cAMP 合

成系には関与していないことが明らかにされたので、BCE-BtOH抽出画分は cAMP分解

系を抑制している可能性が推察される。そこで、Pde4b mRNA および PDE4b タンパク

質の発現量を測定した。 

11-a．Pde4b mRNA発現量におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

BCE-BtOH抽出画分は、Pde4b mRNA発現量を有意に減少させた (Fig. Ⅱ-26)。 

 

11-b．PDE4Bタンパク質発現量におよぼす EtOHと BCE-BtOH抽出画分の影響 

PDE4bタンパク質発現量は、BCE-BtOH抽出画分を添加することによって有意に減少

した（Figure Ⅱ-27）。 

 

 

 これらの結果から、BCE-BtOH抽出画分は PDE4 による cAMP分解を抑制することに

よって細胞内 cAMP 量を増加させ、cAMP/PKA 経路を介してアルコール代謝関連酵素

活性を調節することが示唆された。 

 

  



 

54 

 

 

 

 

 

  

Fig. Ⅱ-26. Effect of BCE-BtOH fraction on pde4b mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. Pde4b mRNA expression was measured using real-time  

PCR analysis described in the Materials and Methods. Data are presented as the  

mean ± SD of four experiments. Values without a common letter are significantly  

different (p<0.01). 
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Fig. Ⅱ-27. Effect of BCE-BtOH fraction on PDE4b protein levels.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. PDE4b protein was measured by Western blot analysis. 

Data are presented as the mean ± SD of three experiments. Values without a  

common letter are significantly different (p<0.01). 
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第 4節 考察 

本章では、アルコール性肝細胞障害に対する BCE の保護効果とその作用メカニズムを解

明するために、細胞障害を惹起する ROSおよび ROS産生に関与するアルコール代謝関連酵

素に着目した。まず、in vitroアルコール性肝細胞障害モデルを作製するために、EtOHの濃

度が 0～500 mMになるように肝細胞の培地にEtOHを添加して 24時間培養した。その結果、

肝細胞の細胞生存率は EtOHの添加濃度に依存して低下し、100 mM EtOH以上の濃度で有意

に低下した (Fig. Ⅱ-4)。また、大量飲酒家の血中アルコール濃度は 100～200 mM であるとい

う報告 74,75）があることから、EtOHの添加濃度を 100 mM と決定し、in vitroアルコール性肝

細胞傷害モデルとして以降の実験に使用した。 

次に、100 mM EtOH と同時に BCE を同時に添加して 24 時間培養後の肝細胞の生存率を

測定したところ、EtOHによって有意に低下した細胞生存率は、BCE 100 g/ml 以上の濃度で

回復傾向が認められ、800 g/ml の BCEを添加するとコントロールレベルにまで有意に回復

した (Fig. Ⅱ-5)。さらに、その際、肝細胞に対する細胞毒性も認められなかったことから(Fig. 

Ⅱ-6)、800 g/ml を BCEの有効濃度とした。さらに、BCEを各種有機溶媒 (クロロホルム、

酢酸エチル、ブタノール) によって分画し、得られた抽出画分を用いて細胞生存率を測定し

たところ、EtOH によって有意に低下した細胞生存率は、BCE-BtOH 抽出画分 100 g/ml 以

上の濃度で回復し、400 g/ml を添加することによって細胞生存率はコントロールレベルに

まで有意に回復した (Table Ⅱ-2)。さらに、細胞が障害を受けると培地中に放出される逸脱酵

素の一つである LDH活性についても、BCE-BtOH抽出画分は、EtOHによって有意に亢進し

た LDH活性をコントロールレベルにまで抑制した (Fig. Ⅱ-8)。これらの結果より、BCEおよ

び BCE-BtOH 抽出画分にはアルコール性肝障害から肝細胞を保護する効果を有することが

示唆された。 

ROS は生体内で絶えず産生されており、生体にとって有益な殺菌作用や情報伝達など、

様々な場面で利用されている 76)。一方、ROSが過剰に産生されると、産生系と消去系のバラ

ンスの崩壊を引き起こし酸化ストレスが生じる。肝臓では多くの代謝が行われており、特に

EtOHの代謝においては様々な系で ROSが過剰に産生される 77-84)。 

アルコール性肝障害と酸化ストレスとの関連については多くの先行研究がある。すなわち、

慢性的な EtOH 投与によって、抗酸化作用を有する肝臓内グルタチオン (GSH) 量の減少、

ミトコンドリア電子伝達系の阻害、カタラーゼやスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) と
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いった抗酸化酵素系の活性低下、過酸化脂質の増加が見られることが知られている 85-90)。ま

た、これらの酸化ストレスが脂肪肝や肝線維化を引き起こすという報告もある 91-95)。 

これらのことから、アルコール性肝障害から肝細胞を保護するためには、ROS による酸化

ストレスを減少させる、または産生されたROSを消去することが重要であると考えられる。

そこで、細胞内 ROS 産生量におよぼす EtOH または BCE-BtOH 抽出画分の影響について検

討した。細胞内 ROS 産生量は EtOH によって有意に増加したが、BCE-BtOH 抽出画分を添

加すると、コントロールレベルにまで顕著に抑制された (Fig. Ⅱ-9, 10)。さらに、ROS産生の

間接的マーカーとして知られている培地中 MDA 量においても ROS 産生量と同様の結果が

得られた (Fig. Ⅱ-11）。これらのことから、BCE-BtOH 抽出画分は、細胞内 ROS 産生量を顕

著に減少させることが明らかとなった。 

次に、肝臓おいて ROS 産生に深く関与するアルコール代謝関連酵素に着目した。アルコ

ールの代謝を担う酵素のうちCYP2E1は高いNADPHオキシダーゼ活性を介して過剰なROS

産生を亢進する 96-104）。この CYP2E1 によるアルコールの酸化過程で産生される過剰な ROS

が肝障害の進展に寄与することが広く知られている 105-109)。BCE-BtOH 抽出画分が EtOH に

よって顕著に増加した細胞内 ROS 産生量を抑制したことから、アルコール代謝における主

要な ROS 産生源のひとつである CYP2E1 におよぼす BCE-BtOH 抽出画分の影響について検

討した。その結果、CYP2E1 mRNA およびタンパク質発現量はすべての群において変化は認

められなかった。しかし、EtOHの添加によって有意に亢進した CYP2E1活性は、BCE-BtOH

抽出画分を添加するとコントロールレベルにまで抑制された (Fig. Ⅱ-12-14)。これらの結果

から、BCE-BtOH 抽出画分は CYP2E1 に関しては mRNA やタンパク質の発現には干渉せず

に、ポストトランスレーショナルな段階で調節していることが示唆された (Fig. Ⅱ-12-14)。以

上より、BCE-BtOH抽出画分が EtOH誘導性 ROSの過剰産生を抑制したことは、アルコール

代謝における主要な ROS 産生源である CYP2E1 活性を抑制したことが大きな要因であると

示唆された。 

さらに、CYP2E1 と同様にアルコールを代謝する主要な酵素である ADH について検討し

た。BCE-BtOH抽出画分は ADH の mRNA発現量を変化させなかったが、タンパク質発現量

および ADH活性を有意に亢進した (Fig. Ⅱ-15-17)。これらのことから、BCE-BtOH抽出画分

は ADH をトランスレーショナルな段階で調節していることが明らかとなった。食品成分の

アルコール性肝疾患予防効果についての研究では、亜鉛、クルクミンが CYP2E1 の活性化を
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抑制するとともに ADH 活性を亢進させたという本研究と同様の結果を示すことが報告され

ている 110,111）。以上より、BCE-BtOH抽出画分は、ADH活性を亢進させることによってアル

コール代謝を促進させることで、EtOH からアセトアルデヒドへの速やかな代謝を誘導し、

その結果、ROS産生の増加に寄与する CYP2E1を介した代謝を抑制することが示唆された。 

アルコールの代謝によって産生されるアセトアルデヒドの曝露は、粘膜刺激や皮膚の紅潮

などを引き起こすことで悪酔いの原因になるともいわれている。さらに、アセトアルデヒド

は反応性が非常に高く、アセトアルデヒド付加物を形成し、その結果、DNA 障害やタンパ

ク質の機能低下、膜機能の減弱、免疫反応など様々な障害を惹起する 112,113)。近年、EtOH摂

取によるアセトアルデヒドアダクトの増加 112,114,115) が結果的に肝炎や肝線維化などアルコ

ール性肝疾患の進展に寄与することが報告されている 116-118) 。アセトアルデヒドの代謝を

担うALDHを阻害もしくはノックアウトしたマウスにおいてDNAの酸化や細胞傷害が増大

したことから、EtOH によって誘導される肝細胞障害を考えるうえでアセトアルデヒドの存

在も無視できない因子である。そこで、ALDHについても検討した。BCE-BtOH抽出画分の

添加により ALDHの mRNA発現量、タンパク質発現量、活性はすべて有意に上昇した (Fig. 

Ⅱ-18-20)。一方、EtOHの添加によって ALDH活性がわずかに減少した。この減少は Agarwal

ら 119) の報告にあるように、EtOH によってアルコール依存症患者の肝臓で ALDH がわずか

に減少することや、エタノールが ALDH2 活性をわずかに低下させるという Crabb ら 120) に

よる報告と類似している。本研究において BCE-BtOH抽出画分は EtOHからアセトアルデヒ

ドへの代謝を促進するだけでなく、毒性が強い代謝産物であるアセトアルデヒドの代謝も促

進し速やかに無毒化すること、さらに通常の経路によるアルコール代謝が亢進したことによ

って CYP2E1 活性が抑制され、その結果、副産物として発生する ROS の産生も抑制したこ

とで肝さ細胞障害に対する保護効果を有することが示唆された。 

さらに本研究では、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール性肝細胞障害に対する保護効果

の作用メカニズムについて解明するために cAMP-PKA 経路に着目した。これまでに in vivo

および in vitro 実験系において EtOHの曝露が肝臓内および肝細胞内の cAMP 量に影響をお

よぼすことが報告されている 60,61)。また、細胞内 cAMP 量の変化にともない PKA 活性が調

節されることで肝臓中のアルコール代謝関連酵素の発現が調節されること 60,121-123) が報告

されていることから、BCE-BtOH抽出画分によるアルコール代謝関連酵素調節効果における

cAMP/PKA経路の関与について検討した。 
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可逆的なタンパク質のリン酸化はシグナル伝達の中心的な役割を担っており、この反応は

あらゆる細胞、細胞小器官、細胞区画で起こっている。主要なリン酸化シグナル伝達経路の

ひとつに PKAがあり、PKAは細胞内 cAMP 濃度の上昇に伴って活性化される。活性化され

た PKA は酵素タンパク質をリン酸化することで、タンパク質自体の性質を変え、酵素にお

いては活性が左右されることとなる 58)。アルコール代謝関連酵素もこの PKA のリン酸化に

より制御を受けることが報告されている 111,112,124)。Dibutyryl cAMP を用いた先行研究におい

て、その添加によって ADH活性が上昇し 125)、CYP2E1 活性が減少した 126）との報告がある。

BCE-BtOH抽出画分による CYP2E1 活性抑制効果は、PKA阻害剤である H-89 の添加によっ

て阻害された (Fig. Ⅱ-23)。この結果より、BCE-BtOH 抽出画分は cAMP/PKA 経路を介して

CYP2E1 活性を調節することが示唆された。CYP2E1 活性は自身のリン酸化によって調節さ

れているが、EtOHなどの基質の存在によってリン酸化が低下する 127-130)。In vitro 実験系で

の報告において、cAMP は CYP2E1 の Ser-129 をリン酸化することで、酵素活性を低下、も

しくはタンパク質を分解する 129-133) ことが示されており、BCE-BtOH 抽出画分による

CYP2E1活性低下作用にも cAMP/PKAシグナルを介した CYP2E1の Ser-129リン酸化が関与

していることが推察される。今後、BCE-BtOH 抽出画分による cAMP/PKA 経路を介したよ

り詳細な CYP2E1活性の調節メカニズムを明らかにすることは課題のひとつである。 

さらに ADH 活性についても検討した。BCE-BtOH 抽出画分によって亢進した ADH 活性

は H-89 の添加によって阻害された (Fig. Ⅱ-22)。先行研究において cAMP が ADH タンパク

質発現量や ADH 活性、さらには ADH のプロモーター領域の活性化および転写誘導に関連

することが報告されている 134,135)。このことから、BCE-BtOH抽出画分は cAMP-PKA経路を

介して ADHの活性を制御していることが示唆された。 

BCE-BtOH 抽出画分によるアルコール代謝関連酵素活性の発現および活性の制御に PKA

が関与していることが示唆されたことから、BCE-BtOH抽出画分による細胞内 cAMP量にお

よぼす影響について検討した。cAMP量と PKA活性には相関が認められ PKAの活性化は細

胞内 cAMP量に依存することが知られている。すなわち、cAMP 量の増加が誘導されないこ

とには PKA以降の反応は惹起されないということである 57,58)。 

細胞外シグナルに対する細胞応答における cAMP の重要性は広く知られている。cAMP は

様々な組織において代謝、炎症、線維化の進展に重要な役割を担っており、現在臨床現場に

おいても cAMP 亢進剤および cAMP 分解を担う PDE 抑制剤が炎症、組織線維症、喘息、神
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経障害などに対して試験的に使用されている。現在、アメリカ食品医薬品局 (Food and Drug 

Administration: FDA) によって重度の慢性閉塞性肺疾患、乾癬および乾癬性関節炎の治療の

ために 2 つの PDE4 特異的阻害剤が承認されている。肝疾患に関しても広範な PDE 阻害剤

である Pentoxifyline がアルコール性肝疾患および NASH (Non-alcoholic steato hepatitis) 患者

に使用されており、抗炎症、抗線維化活性を示すことから近年、処方が開始されている。こ

のように肝臓内 cAMP量の維持及び上昇は肝臓における恒常性の維持に重要であり、多くの

研究の焦点となっている 136)。 

本研究において、細胞内 cAMP量は BCE-BtOH抽出画分によって有意に増加した (Fig. Ⅱ-

21)。EtOHの添加に伴い減少すると予想されていた細胞内 cAMP量は予想に反しコントロー

ルと同レベルを維持した。これに対して、マクロファージおよび Kuppfer細胞では、長期の

エタノール処理によって cAMP 量が減少すること 60)。また、長期のエタノール処理の後、

25-50 mM EtOHで刺激すると、cAMP 産生は有意に阻害されたという報告もある 61)。本研究

では、EtOH の曝露に伴い細胞内 cAMP 量が減少するというこれらの報告と一致する結果で

はなかった。これに関しては、EtOH の曝露期間が短いことが主な原因と考えられる。以上

を踏まえ、BCE-BtOH抽出画分は EtOHによる cAMP 量の減少を抑制するのではなく、細胞

内の cAMP量の増加に関与していることが明らかとなった。次に、BCE-BtOH抽出画分によ

る細胞内 cAMP量上昇のメカニズムについて検討した。 

細胞内 cAMP 量はアデニル酸シクラーゼの活性化による合成および PDE による分解によ

って厳格に調節されている。cAMP量およびシグナル伝達の持続時間や振幅は、PDEによる

分解によって制御されていることが報告されている 137)。したがって、PDE 発現量の変化が

細胞内 cAMP 量およびシグナル伝達に大きな影響を与えていることが推察される。PDE フ

ァミリーの中で cAMPの分解を特異的に担う PDEs (PDE3、PDE4、PDE7)のうち PDE4は広

域的に生体内に分布しており、4つの遺伝子 (Pde4a、Pde4b、Pde4c、Pde4d) をコードしてい

る。先行研究において PDE4 は EtOHの長期曝露によって発現が増加し、細胞内 cAMP 量を

著しく低下させること 138-141)、PDE4酵素自体が動物における肝炎、脂肪肝、組織傷害の発症

に病原的な役割を果たすことが報告されている 142)。そこで本研究では、PDE4 をコードする

4 つの遺伝子のうち、発現の増加が肝障害の誘導に深く関与することが報告されている 142-

144)  PDE4bの mRNAおよびタンパク質発現量に着目した。その結果、PDE4b の mRNAおよ

びタンパク質発現量はともに、BCE-BtOH抽出画分を添加することによって有意に減少した 



 

61 

 

(Fig. Ⅱ-26, 27)。このことから、BCE-BtOH抽出画分による細胞内 cAMP量の増加効果は PDE4b

発現を抑制することで誘導されることが見出された。 

続いて、cAMP の合成に関与するアデニル酸シクラーゼ (adenylyl cyclase: AC) について検

討した。ACは活性化することで cAMPの合成を促進する。BCE-BtOH抽出画分の cAMP量

増加効果が AC活性化によるものかどうかについて検討するために、AC阻害剤であるMDL-

12330A を BCE-BtOH 抽出画分と同時に添加した際の ADH 活性および CYP2E1 活性を測定

した。その結果、MDL-12330Aを添加しても BCE-BtOH抽出画分による酵素活性に変化は認

められなかった (Fig. Ⅱ-24, 25)。すなわち、BCE-BtOH抽出画分による細胞内 cAMP量の増

加には ACの活性化は関与していないことが明らかとなった。以上より、BCE-BtOH抽出画

分は PDE4b による cAMP の分解を抑制することで細胞内 cAMP 量を増加させ、cAMP/PKA

経路を介してアルコール代謝関連酵素の遺伝子発現量および活性を調節し、アルコール性肝

細胞障害に対して予防効果を有することが示唆された。 

 また、BCE に含まれる成分のうち肝障害予防効果に対する活性成分を同定することは非

常に重要である。黒にんじんには様々なポリフェノールが含まれているため、BCE-BtOH抽

出画分をプロトン核磁気共鳴分光法で分析したところ、BCE-BtOH抽出画分にはベンゼン環

を有する様々な化合物や多くの配糖体が含まれており、どの化合物が活性成分であるのかを

明らかにすることはできなかった。今後、BCEに含まれる主要活性成分について検討してい

く必要がある。 
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第 3章 黒にんじん抽出物（Black carrot extract: BCE）による 

アルコール性肝疾患予防効果 ～エピジェネティック修飾 ～ 

 

 

第 1節 背景・目的 

 第 2 章では、in vitro アルコール性肝細胞障害モデルを用いて BCE-BtOH 抽出画分による

アルコール性肝細胞障害に対する予防効果の作用メカニズムを明らかにした。すなわち、

BCE-BtOH 抽出画分は PDE4b による cAMP の分解を抑制することで細胞内 cAMP 量を増加

させ、cAMP/PKA経路を介したアルコール代謝関連酵素の遺伝子発現および活性を制御する

ことによって、アルコール性肝細胞障害に対して予防効果を有することを見出した。そこで

本章では、PDE4bの発現調節に影響を与えるエピジェネティクな修飾に着目し、より詳細な

メカニズムを解明することを目的とした。 

エピジェネティクスとは、DNA の一次構造の変化を伴わない遺伝子機能の変化とその制

御のことであり、主に DNA のメチル化、ヒストンのアセチル化・メチル化などのヒストン

修飾、マイクロ RNA (miRNA) の変化などが知られている 145, 146)。エピジェネティクスは個

体の発生や細胞の機能維持などヒトの生体に必須の機構である一方、生活習慣の変化によっ

て誤った修飾の変化が発生した場合は、様々な遺伝子発現の制御が発生し、肥満やインスリ

ン抵抗性などの生活習慣病の発症やその進展を招くことが報告されている 147-151)。近年、肝

細胞において、EtOH が様々なエピジェネティックな修飾の変化を誘導することが報告され

ている 152-155)。 

そこで本章では、エピジェネティックな修飾の変化のうちヒストンの修飾に着目した。ヒ

ストンは核に存在する塩基性のタンパク質で、正に荷電した塩基性アミノ酸を豊富に含むこ

とでDNAの負に荷電したリン酸基と相互作用し存在している。真核生物の核の中では、DNA

は 4種類のコアヒストン (H2A、H2B、H3、H4) から成るヒストン 8量体に巻き付くことで、

ヌクレオソームを形成している。この DNA とヒストンの複合体であるヌクレオソームが連

なった構造がクロマチンである。ヒストンのコア領域に含まれない N末端・C末端側の領域

をヒストンテールと称し、ここがアセチル化、メチル化、リン酸化、モノユビキチン化など

様々な翻訳後修飾を受けていることでクロマチン構造の変化が起き、エピジェネティックな
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遺伝子発現の制御が発生する。ヒストンアセチル化とは、ヒストンアセチル基転移酵素 

(histone acetyltransferase: HAT) によって、アセチル基がヒストンテールに付加されることで

ある。ヒストンがアセチル化修飾をうけることで正電荷が減少し、ヒストンと DNA の間の

電気的な相互作用が減少することで凝集したヌクレオソーム構造が緩み、RNA ポリメラー

ゼがプロモーター領域に結合しやすくなった結果、遺伝子発現が促進される。一方、ヒスト

ン脱アセチル化酵素 (histone deacetylase: HDAC) によってアセチル基が除去されることでヒ

ストンと DNA の結合が強固になり、遺伝子の発現が抑制される。がん細胞において、ヒス

トン脱アセチル化によってがん抑制遺伝子の発現が負に制御されることが報告されており、

現在、HDACは抗がん剤の標的として注目されている 156, 157)。これに対して、ヒストンメチ

ル化はアルギニンやリジン残基に生じ、遺伝子発現の促進または抑制のどちらにも作用する。

ヒストンメチル化酵素の Set1 によってヒストン H3 の 4 番目のリジンがメチル化されると、

遺伝子の発現が促進される一方、SUV39h1 などのヒストンメチル化酵素によって 9 番目の

リジンがメチル化されると、HP1と呼ばれるタンパク質が結合し、ヌクレオソームが凝縮し、

ヘテロクロマチンの形成が促進されるため、転写が抑制される。 

ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基は、アセチル化とメチル化の両方の修飾を受け、この 2

つの修飾は相反する作用を持つことが報告されている 158-161）。ヒストン H3K9 のアセチル化 

(H3K9Ac) はクロマチン構造を緩め、転写活性化因子がアクセスしやすくなり、遺伝子発現

が促進される。これに対して、ヒストン H3K9 のメチル化 (H3K9Me) はクロマチンの閉鎖

型であるヘテロクロマチンを形成し、遺伝子転写が抑制される。 

EtOH およびその代謝物は、ヒストン H3K9Ac を増加させ、その結果 TNFα などの炎症性

サイトカインなどの発現が上昇し、肝障害を誘導する 162-166) 一方で、ヒストン H3K9Me を減

少させる 167-171) ことが報告されている。 

前章において、BCE-BtOH 抽出画分によって発現が抑制される PDE4b は、ヒストン

H3K9Me の増加に伴って調節されることが報告されている 171-174)。 

そこで本章では、BCE-BuOH抽出画分による PDE4b発現抑制効果にヒストン H3K9Me レ

ベルの増加が関与しているかを明らかにするために、ヒストン H3K9 修飾レベルの変化につ

いて検討した。また、同時に H3K9 修飾の変化に影響をおよぼす遺伝子の発現量や細胞内物

質についても着目した。H3K9 特異的脱アセチル化酵素である Sirt1175)、H3K9特異的メチル

化酵素である SUV39Hおよび G9a176, 177) が、H3K9 修飾に影響を与える遺伝子として知られ
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ている。 

さらに、メチル基供与体である S-アデノシルメチオニン (S‐adenosylmethionine: SAM)およ

び SAM 合成に関与するメチオニン代謝経路 (Fig. Ⅲ-1) についても着目した。強力なメチル

化能を有するメチル基供与体である SAM によって H3K9 にメチル基が供与されることで、

H3K9 がメチル化修飾される。SAM は必須アミノ酸であるメチオニンと ATP を基質とする

メチオニンアデノシルトランスフェラーゼ (methionine adenosyltransferase: MAT) の触媒に

よって合成される 178)。 

本章では、ヒストン H3K9 修飾におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響とその関連因子につ

いて併せて検討した。 
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Fig. Ⅲ-1. Methionine metabolism pathway 
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第 2節 材料および方法 

1. 肝細胞の分離・培養 

肝細胞の分離・培養方法は第 2章に記載した通りである。 

 

 

2. タンパク質解析 (Western blotting法) 

基本的な操作については第 2章に記載の通りである。 

ヒストン抽出サンプルの調製は、Histone extraction kit (ab113476, Abcam) を用いた。なお、

使用した抗体は以下の通りである。Histone H3K9me3【(1:400 希釈) Gene Tex】、Acetyl-Histone 

H3【(1:10000 希釈) #9649 (cell signaling)】、Histone H3(D1H2)【(1:15000 希釈) #4499 (cell 

signaling)】、Polyclonal Goat Anti-rabbit Immunoglobulins/Biotinylated 【(1:2500 希釈) Dako】。 

 

 

3. 遺伝子発現量の測定 (Real-time quantitative PCR) 法 

 ヒストン H3K9 修飾に影響をおよぼす遺伝子として報告されている Sirt1、Mat1a、Mat2a、

Suv39h1および G9a の mRNA発現量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響について、リア

ルタイム PCR 法を用いて検討した。Total RNA の抽出、cDNA 合成および mRNA 発現量の

測定方法は、第 2章に記載した通りである。 

なお、プライマー配列は以下の表 (Table Ⅲ-1) に示した通りである。 

 

Table Ⅲ-1. プライマー配列 

 Sense Antisense 

Sirt1 
5’-

GGATCATTCAGTGTCATGGTTCCT-3 
3’-GGCTTCATGATGGCAAGTGG-5’ 

Mat1a 5’-CTTCCCTGGCTGAGACCTGAT-3 3’-GCATGGCCTCCAGTGTTATGT-5’ 

Mat2a 5’-AGAGCTGCCATTGATTACCAGA-3’ 3’-GTTCCAAGGCAACCAACAC-5’ 

Suv39h

1 
5’-TGCAGGATCTGTGCCGACTA-3’ 3’-GTCAGGATACCCACGCCATTT-5’ 

G9a 5’-CCCAGAGGAGTGAATGGTGT-3’ 3’-CTTTCGGTGGCCATACACTT-5’ 

-actin 5’-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA- 3’-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-5’ 
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3’ 

 

4. 細胞内 SAMおよび S-アデノシルホモシステイン (S-Adenosyl-L-homocysteine: SAH) 量の

測定 

SAM は主要なメチル基供与体であり、ヒストンや DNAにメチル基を供与すると SAM は

SAHへと代謝される。 

本培養終了後、細胞を 0.4 N過塩素酸 0.4 ml で回収し、液体窒素を用いて凍結融解を 3回

繰り返して細胞を破砕した後、15,000 × gで 15分間遠心分離し、上清をサンプルとして回収

した。上清中の SAM および SAH量は、逆相分析カラム (Parti Sphere C18、5 μm、Hichrom 

Ltd.) を備えた HPLCシステム (JASCO, LC-Net Ⅱ/ADC series, 日本分光株式会社) を用いて

測定を行った。使用した溶媒および測定方法は以下の通りである。 

直線的なグラジエントカーブを用いてプログラムされた溶媒グラジエントでサンプルを

溶出した。グラジエントは流速 0.7 ml/min で変化させ、溶媒 A (8 mM ヘキサンスルホン酸

ナトリウム，50 mM 過塩素酸ナトリウム, pH 4.0) の割合は、0〜25 分間で 90〜50%、溶媒 B

は 10〜50%に変化させた。25.1分から 35分までは溶媒 A 90%、溶媒 B (100% EtOH) 10%で

流した。溶出した画分を 6 mM O-フタルアルデヒドと混合し (0.7 ml/min)、励起波長: 345 nm

と発光波長: 440 nmにおける褐色蛍光を測定した。 

上清回収後の過塩素酸沈殿物中に含まれる DNA 量を Burton179) による方法を参考にして

測定し、DNAあたりの SAM および SAH量を算出した。 

 

 

5. 統計処理 

統計処理は第 2章に記載している通りに行った。 
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第 3節：結果 

1．ヒストン H3K9 修飾におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

 PDE4b mRNA 発現レベルは、ヒストン H3K9 のメチル化によって制御されることが報告

されている 171-173) ことから、PDE4b mRNA 発現抑制におけるヒストン H3K9 のメチル化の

関与について検討した。また、ヒストン H3K9 がメチル化修飾を受けるためにはアセチル基

が除去されている必要がある。そこで、BCE-BtOH抽出画分がヒストン H3K9修飾（Ac化お

よびMe 化）におよぼす影響についてWestern Blotting法で検討した。 

1-a．H3K9 メチル化におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

 H3K9 メチル化レベルは、EtOH の添加によって減少した。これに対して BCE-BtOH 抽出

画分は H3K9 メチル化レベルを有意に亢進させた (Fig. Ⅲ-2)。 

 

1-b．H3K9 アセチル化におよぼす EtOHまたは BCE-BtOH抽出画分の影響 

 H3K9 アセチル化レベルは、EtOH を添加することによって有意に増加した。これに対し

て BCE-BtOH抽出画分は、H3K9 アセチル化レベルを有意に低下させた (Fig. Ⅲ-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

69 

 

Fig. Ⅲ-2. Effect of BCE-BtOH fraction on H3K9 acetylation levels.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. Acetylation levels was measured by Western blot analysis. 

Data are presented as the mean ± SD of three experiments. Values without a 

common letter are significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅲ -3. Effect of BCE-BtOH fraction on H3K9 methylation levels.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml 

BCE-BtOH fraction. Methylation levels was measured by Western blot 

analysis. Data are presented as the mean ± SD of three experiments.  

*: p< 0.05. 
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2．ヒストン H3K9 修飾変化に関与する遺伝子発現量におよぼす BCE-BtOH抽出画分 

の影響 

BCE- BtOH抽出画分は、ヒストン H3K9修飾の変化を誘導することが明らかとなった。そ

こで、ヒストン H3K9 修飾に影響をおよぼす遺伝子として、H3K9 特異的ヒストン脱アセチ

ル化酵素である Sirt1 および H3K9 特異的メチル化酵素である Suv39h1、G9a に着目し、それ

ぞれの mRNA発現量について検討した。 

2-a．Sirt1 mRNA発現量におよぼす BCE-BtOH 抽出画分の影響  

Sirt1 mRNA 発現量は、BCE-BtOH 抽出画分を添加するによって有意に増加した (Fig. Ⅲ-

4)。 

 

2-b．H3K9 メチル化酵素の mRNA発現量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

  メチル化酵素 (Suv39h1、G9a) mRNA発現量は、いずれの酵素ともにすべての群で有意な

差は認められなかった (Fig. Ⅲ-5, 6)。 
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Fig. Ⅲ-4. Effect of BCE-BtOH fraction on Sirt1 mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH. Sirt1 expression was measured using real-time PCR analysis.  

Data are presented as the mean ± SD of four experiments. Values without a  

common letter are significantly different (p<0.01). 
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Fig. Ⅲ -5. Effect of BCE-BtOH fraction on Suv39h1 mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. Suv39h1 mRNA expression was measured using real-time  

PCR analysis. Data are presented as the mean ± SD of four experiments. 

 

Fig. Ⅲ -6. Effect of BCE-BtOH fraction on G9a mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. G9a mRNA expression was measured using real-time  

PCR analysis. Data are presented as the mean ± SD of four experiments.  
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3．細胞内 SAM 量および SAH量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

 メチル基供与体である SAM によるトランスメチル化反応によりヒストンがメチル化修飾

を受ける。メチル基を供与した SAM は SAH へと代謝される。BCE-BtOH 抽出画分による

H3K9 メチル化レベルの上昇と細胞内 SAM量および SAH量の関与について検討した。 

3-a．細胞内 SAM 量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響  

 細胞内 SAM 量は、BCE-BtOH抽出画分の添加によって有意に増加した (Fig. Ⅲ-7)。 

 

3-b．細胞内 SAH量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響  

  BCE-BtOH抽出画分は、細胞内 SAH量を有意に増加させた (Fig. Ⅲ-8)。 
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Fig. Ⅲ-7. Effect of BCE-BtOH on intracellular SAM levels in ethanol-treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. SAM levels were measured as described in the Materials  

and Methods. Data are presented as the mean ± SD of five experiments. Values  

without a common letter are significantly different (p<0.01). 

 

 Data are presented as the mean ± SD (n=5). 

 

 

 

Fig. Ⅲ-8. Effect of BCE-BtOH on intracellular SAH levels in ethanol-treated hepatocytes.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM ethanol with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH fraction. SAH levels were measured as described in the Materials  

and Methods. Data are presented as the mean ± SD of five experiments. Values  

without a common letter are significantly different (p<0.01). 
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4．メチル基転移酵素におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響 

 SAM の合成は、メチオニンアデノシルトランスフェラーゼ  (methionine 

adenosyltransferase: MAT) によって触媒される。MAT は発現部位や Km値などの異なる 3種

類のアイソザイム (MAT1、MAT2、MAT3) が存在しており、中でも MAT2a は SIRT1の制御

下にあることが報告されている 180-184)。 

BCE-BtOH抽出画分によって細胞内 SAM 量の増加が確認されたことから、Mata1a および

Mat2a mRNA発現量について検討した。 

4-a．Mat1a mRNA発現量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響  

 Mat1a mRNA発現量は、すべての群間で有意な差は認められなかった (Fig. Ⅲ-9)。 

 

4-b．Mat2a mRNA発現量におよぼす BCE-BtOH抽出画分の影響  

  BCE-BtOH抽出画分を添加することで、Mat2a mRNA発現量は有意に増加した（Fig. Ⅲ -

10）。 

 



 

77 

 

 

Fig. Ⅲ-10. Effect of BCE-BtOH fraction on Mat2a mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH. Mat2a mRNA expression was measured using real-time PCR  

analysis. Data are presented as the mean ± SD of 4 experiments. Values without  

a common letter are significantly different (p<0.01). 

 

Fig. Ⅲ-9. Effect of BCE-BtOH fraction on Mat1a mRNA expression.  

Hepatocytes were incubated with 100 mM EtOH with or without 400 g/ml  

BCE-BtOH. Mat1a mRNA expression was measured using real-time PCR  

analysis. Data are presented as the mean ± SD of four experiments. 
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第 4節 考察 

生活習慣病は以前まで遺伝的な素因によるところが大きいと考えられてきた。しかしなが

ら近年、代謝関連疾患の多くは多因子疾患であり、遺伝的な素因に加え、栄養環境などの環

境因子が複雑に相互作用することで発症することが明らかとなってきた。その一つの基盤と

して、エピジェネティックな修飾の変化による遺伝子発現の制御が注目されている。これは

栄養環境によってエピジェネティックな修飾、つまり DNA のメチル化、ヒストン修飾等に

変化が現れた結果、代謝関連遺伝子の発現の制御が行われることである。本研究で着目した

ヒストンは、アセチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化、スーモ化など、さまざまな

翻訳後修飾を受け、それらすべてが遺伝子の発現や転写などに影響を与える 185-187)。近年、

環境・栄養因子によって異常なヒストンへの修飾が発生することでクロマチンの構造と機能

が変化し、遺伝子の発現や転写に影響を与えること、またその結果、疾患の発症および進展

を引き起こすことが明らかとなってきた 188-190)。 

第 2章において、BCE-BtOH抽出画分によって発現が抑制されることが見出された PDE4b

は、ヒストン H3 の 9番目のリジン (K9) がメチル化修飾を受けることで発現が制御される

171-173)。そこで本章では、BCE-BtOH 抽出画分による PDE4b の発現抑制のメカニズムを明ら

かにすることを目的とし、まずヒストン H3K9修飾の変化に対する BCE-BtOH抽出画分およ

び EtOH の影響を調べた。その結果、H3K9 アセチル化レベルは先行研究と同様に EtOH の

添加によって上昇したのに対し、BCE-BtOH抽出画分はこの上昇をコントロールレベルにま

で抑制した。一方、H3K9 メチル化レベルは、BCE-BtOH抽出画分で処理した結果、EtOH単

独処理群と比較して有意に上昇した（Fig. Ⅲ-1, 2）。PDE4b mRNA発現レベルはヒストンH3K9

のメチル化によって制御されることから、BCE-BtOH 抽出画分による PDE4b 発現レベルの

抑制は、H3K9メチル化の上昇に伴って誘導された可能性が示唆された。 

ヒストン H3K9 がメチル化修飾を受けるためにはヒストン脱アセチル化酵素による脱ア

セチル化反応が先行して発生する必要がある 191)。そこで、H3K9特異的 NAD⁺依存性脱アセ

チル化酵素である Sirt1175, 192) mRNA発現量について検討した。その結果、BCE-BtOH抽出画

分を添加することによって Sirt1 の発現量が有意に増加することを確認した (Fig. Ⅲ-3)。こ

れらのことから、BCE-BtOH 抽出画分による Sirt1 mRNA 発現量の増加によって H3K9 の脱

アセチル化が促進され、H3K9 はメチル化修飾を受けやすい状態となっていることが考えら

れる。赤ワインに多く含まれるポルフェノールの一種のレスベラトロールは Sirt1 活性化剤
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として知られており、様々な生理活性を有することがすでに知られている。先行研究におい

て Adamkova らはレスベラトロールが Sirt1 発現を誘導し H3K9 メチル化レベルを上昇させ

ること 193）、Zhao らは PDE4b mRNAの発現量を抑制させることを報告している 194,195)。これ

は本研究の BCE-BtOH 抽出画分によってヒストン H3K9 メチル化レベルが増加し、さらに

PDE4b mRNA 発現量が減少するという結果と類似している。レスベラトロールについては

PDE4b の発現を抑制するメカニズムについて調べられていないが、Sirt1 による H3K9 メチ

ル化の促進が PDE4b発現の抑制を誘導した可能性が考えられる。 

次に、BCE-BtOH抽出画分によって H3K9 のメチル化レベルが増加したことから H3K9 特

異的メチル化酵素である Suv39h1およびG9aのmRNA発現量について検討した。その結果、

これら両酵素の mRNA 発現量はすべての群において変化しなかった (Fig. Ⅲ-4, 5)。これら

のことから、BCE-BtOH 抽出画分は H3K9 メチル化酵素の mRNA 発現量に関しては影響を

与えないことが示唆された。しかし、前述した Sirt1 は、ヒストン脱アセチル化酵素であり

ながら、H3K9 メチル化を促進することも報告されている。SUV39h1は通常その 266 番目の

リジン残基がアセチル化されることで活性が抑制され、負に制御されている。この負の制御

は Sirt1 による脱アセチル化を受けることで緩和され、活性化が促進する 196-201)。また、

SUV39h1 は遺伝子発現量を変化させることなく H3K9 メチル化を上昇させることが報告さ

れている。これらのことより、BCE-BtOH抽出画分によって Sirt1 発現量が増加し、H3K9 の

脱アセチル化およびメチル化酵素の活性化が促進され、H3K9 のメチル化レベルの上昇が誘

導された可能性が考えられる。今後 BCE-BtOH抽出画分による H3K9 のメチル化促進におけ

る SUV39h1 の活性化の関与の有無を明らかにすることは課題のひとつである。 

続いて、H3K9 メチル化に関与する因子として、主要なメチル基供与体である SAM に着

目した。SAM は体内で ATP に次いで多く存在する補酵素であり、メチオニン代謝経路にお

いてメチオニンから合成される。メチル化反応では、SAM からメチル基が基質分子に転移

されるとともに残渣骨格は SAHとなる。そこで、メチル基供与体である SAM 量および SAH

量におよぼす BCE-BtOH 抽出画分の影響について検討した。その結果、BCE-BtOH抽出画分

によって細胞内 SAM 量および SAH 量が有意に増加した (Fig. Ⅲ-7, 8)。また、SAM 量だけ

でなく SAH 量も同時に増加したことから、BCE-BtOH 抽出画分によってメチル基の供与が

促進されたことが考えられ、H3K9 のメチル化レベルの増加にも、これら SAM 量および SAH

量増加の関与が示唆される。また、SAM量の増加によって PDE4bの発現量が抑制される 171, 
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172) ことが報告されていることから、BCE-BtOH 抽出画分は、ヒストン H3K9 のメチル化レ

ベルおよび細胞内 SAM量を増加させることで、PDE4b発現を制御していることが推察され

る。 

SAM の合成は、MAT によって媒介されている。MAT には 3種類のアイソザイムが存在し

ており、MAT2 はこの中で最も Km 値が低く SAM レベルが低下すると速やかに誘導され

SAM を補充することが知られている 202)。SAM は様々な反応に必要不可欠な存在である一

方、過剰に産生されると毒性を呈する。さらに 1 分子の SAM を合成するためには 1 分子の

ATPが消費されるため、必要以上に SAM が合成されるとエネルギーのロスが生じてしまう。

これに対して、五十嵐らは、MAT2は他の 2つのアイソザイム(MAT1、MAT3) に比べてエピ

ゲノムに必要な量のみの SAM を産生することで SAM 量の増加を最小限に保つことが可能

であること 203, 204) を報告しており、これをMAT2による SAMの地産地消モデルとして提唱

している。このことから毒性を示さずに細胞にとって最適な SAM 量の合成のためには、

MAT2 の存在が不可欠である。そこで本研究では、Mat1a および Mat2a の mRNA 発現量の

変化について検討した。その結果、Mat1a mRNA 発現量はすべての群で変化が認められなか

ったのに対し、Mat2a mRNA 発現量は、BCE-BtOH 抽出画分によって有意に増加した (Fig. 

Ⅲ-9, 10)。 

以上の結果より、BCE-BtOH抽出画分はMat2a mRNA発現量のみを増加させ、メチル基供

与体である SAM の合成を必要量のみ促進することで、H3K9 メチル化レベルを上昇させる

ことが示唆された。さらに、BCE-BtOH抽出画分はヒストン脱アセチル化酵素である Sirt1発

現量を有意に増加させることで、H3K9 を脱アセチル化状態とする一方、メチル化基質の合

成を担うMat2a mRNA 発現量を亢進させて SAM 量および SHA量を増加させた結果、H3K9

メチル化レベルが上昇した。さらにこのヒストン H3K9 メチル化レベルの増加に伴って

PDE4b の発現量が調節されている可能性が示された。 

本研究結果から、BCE-BtOH抽出画分は、エピジェネティック修飾を誘導することによっ

て、アルコール性肝細胞障害の予防効果を有することが明らかとなった。 
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総 括 

 

本研究では、黒にんじん抽出物によるアルコール性肝疾患予防効果とその作用メカニズム

を解明するために、アルコール性肝障害モデルラットを用いた in vivo 実験系およびラット

初代培養肝細胞を用いた in vitro 実験系で検討した。 

その結果、in vivo実験系において、黒にんじん抽出物を飼料として摂食させた場合、肝機

能マーカーである血清逸脱酵素活性値が低下したこと、さらに、アルコール性肝疾患に特徴

的な肝細胞障害、脂肪肝、肝線維化などが抑制したことから、黒にんじん抽出物はアルコー

ル性肝疾患の予防効果を有することが示唆された。 

さらに、in vitro実験系において、BCE-BtOH抽出画分はアルコール代謝関連酵素活性を調

節することによってアルコール性肝細胞障害を予防することが明らかとなった。その作用メ

カニズムとして、ヒストン H3K9のエピジェネティクスな修飾を介して PDE4b の発現を抑制

することで細胞内 cAMP 量が増加し、その結果、肝細胞障害の主となる原因酵素である

CYP2E1 活性を転写レベルで制御することが明らかとなった (Fig. Ⅳ-1, 2)。 
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Fig. Ⅳ-1. The mechanism of preventive effect of BCE on EtOH-induced hepatotoxicty. 

Fig. Ⅳ-2. The mechanism of epigenetic modification by BCE. 

BCE-BtOH 

BCE-BtOH 
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いただきました 湯浅 勲 名誉教授に厚く御礼申し上げます。 

 

また、本研究を遂行するにあたり、様々なご指導、ご鞭撻を賜りました。青森県立保健大学 

健康科学部 栄養学科 乗鞍 敏夫 准教授に深く感謝申し上げます。 

 

また、本研究にて使用いたしました黒にんじんをご提供くださいました甲南化工株式会

社様にこの場を借りて厚く御礼申し上げます。 

 

最後に、様々な面で御協力いただきました大阪市立大学生活科学部栄養機能科学研究室

の皆様、卒業生の皆様に深く感謝いたします。 

 

 

 

 


