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l研究／ゲゴミ］
エストロゲン活性を示す健康食品の検出
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要旨：健康食品の利用が高まる中，有効性や安全性の検証は欠かせない。食品であるから，安全性の担保は

特に注意が必要である。近年エストロゲン活性を有すると考えられる健康食品が市場に登場してきているが，

健康食品が有するエストロゲン活性を簡便に検出する方法は現在のところ見当たらない。本研究は，遺伝子

発現制御機構の解析に汎用されている培養細胞を用いた Dual-LuciferaseReporter Assay（ルシフェラーゼレ

ポーターアッセイ）について，エストロゲン活性を有する健康食品を検出する手法としての妥当性を検討し

た。ルシフェラーゼレポーターアッセイにおいてエストロゲン活性の高い健康食品は，実験動物を用いた子

宮増殖アッセイでも活性が高かった。すなわち本レポーターアッセイ系が健康食品のエストロゲン活性を検

出する有効な手法の一つであることが示唆された。

キーワード：エストロゲン活性，ルシフェラーゼレポーターアッセイ，健康食品

健康食品の利用が拡大している。 2012年に内閣府消

費者委員会が行ったアンケート調査によると，ほぼ毎日

利用している人とたまに利用している人を加えると約6

割の消費者が健康食品を利用していた。健康食品につい

て，体調の維持や健康の増進の目的で利用していると回

答した者の割合が高いが，美容・ダイエット等を目的と

した者も全体の 1割強存在することが分かった鸞

近年，プエラリア・ミリフィカというマメ科の葛と同

属の植物の貯蔵根が原材料として配合された，豊胸，ス

タイルアップ等美容を目的とした健康食品が販売されて

いる。国民生活センターには，プエラリア・ミリフィカ

を含む健康食品に関する健康被害情報が2012年度以降

の5年間あまりで209件寄せられており，特に2015年

度以降増加している2)。これらの中には消化器障害や皮

膚障害といった，一般の健康食品でもよく見られる事例

のほかに，月経不順や不正出血といった，女性特有の生

理作用に影響を及ぽしていると考えられる特徴的な事例

も見受けられる。

植物には，女性ホルモン様の作用のある植物性エスト

ロゲンを含むものがある。プエラリア・ミリフィカの貯

蔵根には，植物性エストロゲンとして，デオキシミロエ

ストロールやミロエストロールといった成分や，ダイゼ

イン，ゲニステインといった，大豆にも含まれているイ

ソフラボン類，プエラリン，クワクリンといった成分が

含まれている叫つまり，これら様々な植物性エストロ

ゲンがエストロゲン受容体に結合し，エストロゲン依存

的な遺伝子の発現を調節する作用によって健康被害が生

じている可能性がある。しかしながら， これら様々な工

ストロゲン活性を有する化合物を正確に分離，測定する

ことは困難である。また，多種多様な原材料が利用され

ている健康食品には未だ知られていないエストロゲン活

性を有する化合物が含まれている可能性が考えられる。

実際には実験動物で実施する子宮増殖法による評価が妥

当だが，この方法を一度に多くの製品に適用することが

困難である。

そこで本研究は，遺伝子の転写調節能力の強弱を判定

するための実験法の一つであるデュアルールシフェラー

ゼレポーターアッセイ（ルシフェラーゼレポーターアッ

セイ）を応用し，健康食品の有するエストロゲン活性の

評価指標になるか検証した。また，この方法で得られた

結果が実際の生体における作用と相関するか否かを実

験動物を用いた子宮増殖法において検証した。

実験方法

1. 試料の選択および調製

インターネットの検索サイトに，「プエラリア・ミリ

フィカ」，「健康食品」と入力，検索し，上位 10位にラ

ンキングされた製品のうち，ランダムに選択した 6製品

＊連絡者・別刷請求先 (E-mail:jy20617 4@nodai.ac.jp) 
1東京農業大学国際食料情報学部国際食農科学科 (156-8502東京都泄田谷区桜丘1-1-1)
2国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所 (162-8636東京都新宿区戸山 1-23-1)
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表 1

日本栄養・食糀学会誌

本研究で使用した試料の概要

第72巻 第4号 (2019)

製品

プエラリア・ミリ

フィカ配合量

(mg/g) 

価格

（円／mg)

形状＊

A

B

C

D

E

F

 

670 

67 

600 

゜60 640 

4
5
4
4
5
4
4
0
4
 

a

a

a

b

a

c

 ＊形状；錠剤： a,

液） ：Co 

カプセル（粉末） ：b, カプセル（溶

(A~F) を試料とした。各製品パッケージに記載ある

いは各社ホームページで公表されている情報をもとに算

出した製品グラムあたりのプエラリア・ミリフイカ配合

量 (mg/g)，製品ミリグラムあたりの価格（円／mg)

および製品の形状を表lに示す。試料が錠剤である場合

はそのまま，カプセル状であれば，カプセルを除いて内

容物をブレンダー (OML-1, 大阪ケミカル（株），大阪）

で粉砕した。液状のものはそのまま使用した。試料0.5

gを精秤し， 50mLの遠心チューブに移し，エタノールー

水 (1: 1, 10 mL) を加え， 30秒間撹拌した。試料は

90℃のオーブンに 1時間インキュベートした。その際

15分ごとに撹拌した。チューブを遠心 (1,580xg, 10分）

し，上清を 50mLのメスフラスコに移した。同様な抽

出操作をさらに 2回繰り返し，エタノールー水 (1: 1) 

で50mLに定容した。

2. ルシフェラーゼレポーターアッセイ4-8)

17仕エストラジオール (E2) はシグマ (St.Louis, 

USA)製を，結合型エストロゲン製剤であるプレマリン

錠（ファイザー（株），東京）を用いた。プレマリン錠は

結合型エストロゲンと呼ばれる天然水溶性のエストロゲ

ン複合体で，主としてエストロン硫酸エステルナトリウ

ム，エクイリン硫酸エステルナトリウム， 17a—ジヒドロ

エクイリン硫酸エステルナトリウムからなる混合物であ

る9）。ヒト乳がん細胞株で，正常なエストロゲン受容体

aを有する MCF-7細胞（住商ファーマインターナショ

ナル（株），東京）を Dulbecco'smodified Eagle's medi-

um (DMEM, サーモフィッシャー，東京）に 10％牛胎

児血清 (FCS;コスモバイオ（株），東京）と 100μg/mL 

ペニシリン／ストレプトマイシン（サーモフィッシャー）

を加えた培地で培養した。エストロゲンフリーにする際

には，細胞は 24ウェルの培養皿にフェノールレッドフ

リーの DMEMに，チャコール処理済FCS（サーモ

フィッシャー）を 10％添加した培地で培養した。細

胞に 3XERE(Estrogen Response Element)-TATA-Luc 

(addgene, Watertown, USA) と内部標準として tk-Rluc

(addgene) をLipofectamine（サーモフィッシャー）を用

いてトランスフェクションした後，濃度 10―8MのE2,

プレマリンおよび健康食品の 50％エタノール抽出液を

培地に添加した。なお，溶媒の細胞への影響を最小限に

するため，添加量は培地の 1/1,000醤とした。 2日間培

養後，細胞をかきとり， Dual-LuciferaseReporter Assay 

System（プロメガ（株），東京）を用いて定法4)により測

定した。

3. 幼若マウスにおける子宮増殖アッセイ10)

（独）製品評価技術基盤機構が内分泌かく乱物質の試験

法として紹介している子宮増殖アッセイは，エストロゲ

ンの作用により，雌動物の子宮が肥大する性質を利用し

て，対象物質がエストロゲン様作用を有するか否かを検

出する試験である。各製品の商品パッケージの表示から，

1 B摂取目安量としておおむね 3錠程度を水かぬるま湯

で飲むように指示されていた。 1日3錠摂取すると，各

製品の重鼠は平均して約 500mgであった。日本人成人

女性の平均体重を 50kgとして 1日摂取量は 500mg/50 

kg/d = 10 mg/kg/dとなった。体表面面積の比率を利用

して， ヒトの摂取量から実験動物への投与量に変換する

計算式11)を用いて算出した結果，マウスヘの投与贔は 2.5

mg/dであった。離乳直後 (4週齢）の ddy雌性マウス

(SLC, 静岡）に， 25mg/mLとなるように水で懸濁し

たプレマリン錠粉末および試料粉末を経ロゾンデを用い

て0.1mL/d投与し，これを 2週間続けた。マウスは 1

群4匹で飼育した。全期間水および飼料 (CR-1, オリ

エンタル酵母工業（株），東京）は自由摂取とした。全

ての処理を終えたマウスは，体重測定後，イソフルラン

（ファイザー（株））による深麻酔下において頸椎脱臼に

より安楽死させ，臓器重量を測定した。実験動物を扱う

全ての行為は国立研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研

究所国立健康栄養研究所動物実験計画書（承認番号

DS27-55) に基づいて行われた。

4. 統計解析

データは平均値土標準偏差で表した。統計処理は，一

元配置分散分析を行った後，チューキーの多重化比較検

定を行い， 5％以下の危険率で有意差の有無を判定した。

結 果

1. ルシフェラーゼレポーターアッセイ

ルシフェラーゼレポーターアッセイの結果を図 1に示

す。結果は，培地に溶媒のみを加えたコントロールを 1

とした時の各試料を添加した際の相対的ルシフェラーゼ

酵素活性で示した。陽性コントロールである 10―8Mの

E2添加で活性が約6倍に上昇した（レーン 2)。直接比

較することはできないが，この濃度は妊娠中期から後期

にかけての妊婦の血中濃度に相当する］2)。経ロエストロ

ゲン剤であるプレマリン添加によってその活性はさらに

上昇し，約8倍の活性を示した（レーン 3)。6試料中 3

試料 (A, CおよびF, レーン 4,6および9) にはプレ

マリン製剤以上か，それに匹敵するほどのエストロゲン

活性を有する化合物が存在することが示唆された。
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図1 ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いたエストロゲン活性の検出
contをlとした時の相対活性で表した。＊P< 0.05vs. contn=4。
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図2 子宮増殖アッセイを用いたエストロゲン活性の検出

体重 (g)あたりの子宮重量 (mg)で表した。＊P< 0.05vs. contn=4。

2. 幼若マウスにおける子宮増殖アッセイ

子宮増殖アッセイの結果を図2に示す。レポーター

ァッセイの結果で，最も活性の高かったAおよびCの

試料を活性測定の試料とした。活性は体重 (g)あたり

の子宮重量 (mg)で表した。コントロールに比べてプ

レマリン製剤は有意に子宮重量を増大させた（レーン

2)。試料AおよびCにおいては，プレマリン製剤を遥

かに上回る活性が検出された（試料A.P< 0.0001. レー

ン3)' （試料C,P = 0.0002, レーン 4)。

考 察

本研究は， MCF-7細胞を用いたルシフェラーゼレポー

ターアッセイが，エストロゲン活性を有する健康食品を

検出する手法として妥当か否を検討した。レポーター

ァッセイで有意に活性の高かった試料 (AおよびC) は

実験動物を用いた子宮増殖アッセイでも同様の結果が得

られたことから，本レポーターアッセイ系が健康食品の

エストロゲン活性を検出する有効な手法の一つであるこ
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とを示唆するものと考えた。なお，子宮増殖アッセイは，

内因性のエストロゲンの影響を除いているという特殊な

体内環境であり，内分泌系に対する感受性が高まってい

ると考えられる 10)。

エストロゲン活性が高かった 3試料A,CおよびFの

概要 （表1)によると， 3製品いずれも 600mg/g以上

のプエラリア・ミリフィカが配合されていることが示さ

れている。天然物を原材料とした健康食品の場合，産地・

収穫時期・使用部位・調整法等によっても成分が一定し

ない。さらに，統一された分析法によって測定結果が示

されているのか否か検証できない。そのため，このプエ

ラリア・ミリフィカの配合量表示をもってエストロゲン

活性の有無を議論するのは困難であるが，少なくとも今

回の研究では，表示量の多い製品に高いエストロゲン活

性が存在したことになる。

高配合量が示された製品がある一方，配合量が0-67

mg/gと表示された製品も存在した（表 1, B, Dおよび

E)。これらの製品のエストロゲン活性は低く，コントロー

ルレベルであった（図 1)。今回の研究に用いた製品は，

インターネット検索によって上位10製品からランダム

に選んだ。つまり，一般的に利用頻度の高い，すなわち

人気度の高い製品が抽出されやすい条件であったと考え

られる。そのため，比較的製品管理体制が整った企業か

ら提供された製品を選択した結果，表示と試験結果が一

致した可能性がある。また，一部を除くが，原材料の配

合量が高いほど価格に反映されている傾向にある。

これまでに本研究で使用したルシフェラーゼレポー

ターアッセイと同様なシステムを用いて，植物由来成分

のエストロゲン活性を評価した研究がある13)14）。これら

の報告では植物体から抽出・濃縮した後，カラムクロマ

トグラフィーによって分画した画分についてルシフェ

ラーゼレポーターアッセイによってエストロゲン活性を

評価している。いずれの報告もレポーター遺伝子の細胞

への導入効率を一定にするために，内部標準として¢ガ

ラクトシダーゼ発現ベクターを用いている。この方法は，

f]ガラクトシダーゼ酵素活性を別途測定した後，ルシ

フェラーゼ活性を補正する必要がある。本研究で用いた

システムは，ルシフェラーゼそのものとは基質特異性の

異なるレニラルシフェラーゼ遺伝子をもつ内部標準ベク

ター (tk-Rluc;実験方法参照）を培養細胞に導入し，専

用の分析機器を用いる Dual-LuciferaseReporter Assay 

Systemによって導入効率補正済みのエストロゲン活性

を同時に測定することができる。本研究で用いた方法は，

内部標準の検出感度が非常に高く，操作が簡便かつ迅速

に行える。そのため，より高感度でエストロゲン活性を

測定することができる。

今同，動物実験に比べて簡便かつ迅速なルシフェラー

ゼレポーターアッセイがエストロゲン活性を有する健康

食品の検出法として妥当である可能性が示唆された。し

かし今後この手法を一般的な方法にするにはいくつかの

課題が残されている。まず，本法はMCF-7細胞に外来

遺伝子を導入するトランスフェクション操作が必要であ

る。また， トランスフェクション効率を補正するために

内部標準遺伝子も同時に導入する必要がある。この操作

を省略する方法として， レポーター遺伝子を細胞のゲノ

ム内に直接導入した安定的遺伝子導入MCF-7細胞株の

作出が必要である。このことで，現在最短で4日かかる

試験操作を 2日程度まで短縮できる。また近年ルシフェ

ラーゼレポーター遺伝子の感度が向上した新しいレポー

ターベクターが開発されているので，本アッセイ系に導

入したい。

利益相反

本論文発表内容に関連して申告すべき COi状態はない。

本研究を行うにあたり，実験を補助していただきまし

た本研究室卒論生の佐藤歩美さん，濱中優奈さんに感謝
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Detection of the Health Foods Indicating the Estrogen Activity 
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Summary: The use of the health foods has been increasing, and therefore their safety has become an impor-

tant issue. In recent years, health foods thought to have estrogen activity have appeared on the Japanese mar-
ket, but no method for detecting the estrogen activity of such foods has been available. The present study as-
sessed whether a "Dual-Luciferase Reporter Assay" (luciferase reporter assay) was useful for detection of 
estrogen activity in health foods. Food showing high estrogen activity in the luciferase reporter assay had high 

activity in the uterus growth assay using laboratory animals. It is suggested that the luciferase reporter assay 
could be an effective technique for detection of estrogen activity in health foods. 
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