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研究要旨 
食品中のダイオキシン類の簡易測定生物検定法（バイオアッセイ）の信頼性確保に関

する基礎的検討を目的に、食品試料の芳香族炭化水素レセプター（AhR）結合活性（ダ

イオキシン様活性）について実態調査を行った。本年度は、19、20 年度の調査で AhR
活性が認められた天然物濃縮加工食品の各分画物（大豆およびゴマ抽出物含有試料の酢

酸エチル分画物、プロポリス抽出物含有試料のヘキサン分画物）の含有成分について精

査し、同定した化合物の AhR 活性をレポータージーンアッセイ（ダイオキシン類と AhR
との結合をルシフェラーゼ活性により検出するバイオアッセイ）により評価した。含有

成分については、大豆含有試料から 2 種のイソフラボン類（formononetin、biochanin A）、

プロポリス試料から 8 種の化合物（isorhamnetin、pinobanksin、chrysin、pinocembrin、
galangin、tectochrysin、pinostrombin、artepillin C）を新たに単離、同定した。またこれ

ら化合物のうち、tectochrysin は顕著な AhR 活性を示した。本結果から、イソフラボン

類やフラボン類を含有する食品について本バイオアッセイを使用する際には、その影響

も考慮した前処理やデータ解析が必要であることが考察された。 
またこれまでの結果から、AhR 活性を示す食品成分としてフラボノイドがあげられる

ため、未検討のフラボノイド類 25 種について AhR 活性を評価したところ、3',4'-dimetoxy 
flavone、4',6,7-trihydroxyisoflavone、 tamarixetin に強い AhR 活性が認められ、特に

tamarixetin は 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）より強い AhR 活性を示した。

一方で、その他のものは AhR 活性を殆ど示さなかった。 
本研究により明らかになった AhR 活性成分の特性をみると、イソフラボンのように

過剰摂取により健康影響が懸念されるものもあるが、一方で有効成分として報告されて

いるものであり、ダイオキシンのような蓄積性はないことから健康影響はないものと判

断される。 
 

研究協力者 芳香族炭化水素レセプター（AhR）は、ダ

イオキシンなどの環境汚染物質をリガンド

とするためダイオキシンレセプターとも呼

ばれ、それらの生体毒性発現に関与している

ことが指摘されている。リガンドとなるダイ

オキシンは負の人工産物であり、AhR の元来

の生理的機能については不明な部分が多い。
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A．研究目的 
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このダイオキシンの毒性機構（AhR 結合活

性）に基づいた生物検定法（バイオアッセイ）

によるダイオキシン類簡易測定技術が確立

され、環境試料においては公定法として認め

られている 1)。バイオアッセイは迅速で低廉

であるため、スクリーニングとして有用であ

る。しかし、ダイオキシン類の各異性体のみ

を個々に分析してデータを合算する従来の

高分解能 GC/MS による機器分析法と比較し、

総合的な一数値のみが得られるため、ダイオ

キシン類のみをいかに信頼性高く測定でき

るかが問題となる。特に通常の食品試料の場

合、環境試料と比較してダイオキシン類の検

出は超微量である。それゆえ、食品中のダイ

オキシン類分析にバイオアッセイを適用す

る場合、ダイオキシン様活性を示す食品成分

を明確にしておくことが信頼性の高いデー

タを確保することに繋がる。これまでの検討

から、このバイオアッセイにより検出する天

然 AhR アゴニスト（ダイオキシン様物質）

が同定され、ダイオキシンと比較してかなり

高濃度で AhR 結合活性（ダイオキシン様活

性）を示すことが明らかになっている 2)–4)。

しかし食品中のダイオキシン様活性物質に

関する情報は少なく、バイオアッセイによる

迅速測定法の信頼性確保のためにはより多

くの基礎データの集積が必要不可欠となる。 
本研究では、食品成分が高濃度に存在する

濃縮物加工食品であるサプリメントや健康

食品を試料とし、含有する食品中のダイオキ

シン様物質を精査することを目的とする。19
年度は試料 50 種を対象にダイオキシン類迅

速測定法で食品試料の実績もあるケイラッ

クスアッセイ 5)による AhR 活性の実態調査

を行った。その結果、大豆、ゴマ、プロポリ

ス抽出物などの含有加工食品が高濃度で

AhR 活性を示す結果を得た 6)。20 年度はそ

れら活性が認められた試料抽出物について、

AhR 活性成分をスクリーニングする目的で

分画物を調製し、それらの AhR 活性を評価

して活性が認められた分画物について逆相

HPLC 分析を実施した 7)。今年度は、活性の

認められた試料分画物に含まれる成分につ

いて精査し、単離、同定した化合物の AhR
活性を評価した。さらにこれまでの研究結果

から AhR 活性成分としてフラボノイドがあ

げられることから、未検討のフラボノイド類

25 種について AhR 活性を測定し、本研究で

明らかとなった AhR 活性成分の特性から、

迅速測定法への影響および健康影響につい

て考察した。 
 
B．研究方法 
1．試料 

19 年度検討した天然物濃縮加工食品（サ

プリメントおよび健康食品）50 種のうち，

AhR 活性が認められた試料の中で 5 種〔プロ

ポリス抽出物含有食品（PP）、ゴマ加工食品

（SM）、大豆抽出物含有食品（SB）（A～C）〕
を選択し、それら分画物を試料として用いた。

分画物の調製については、各食品（1 g）に

エタノール/水（4:1）（30 mL）を加え 10 分

間超音波処理し、抽出液を吸引ろ過後、ろ液

を濃縮して水（10 mL）を加え、n-ヘキサン、

酢酸エチル（各 30 mL）で順次振とう抽出後、

得られた各溶媒分画物を濃縮し、それぞれヘ

キサン、酢酸エチル各分画物とした。また水

画分を濃縮し水分画物とした。 
 

2. 試薬，試液および機器 
ジメチルスルホキシド〔DMSO（生化学

用）〕は和光純薬工業社製を用いた。

RPMI1640 培地、ペニシリン／ストレプトマ

イシン溶液、リン酸緩衝生理食塩水、0.25%
トリプシン溶液はナカライテスク社製を用

いた。牛胎児血清（FBS）は Invitrogen 社製

を、Lysis 試薬、ルシフェラーゼアッセイシ

ステムは Promega 社製を用いた。ルミネッセ

ンスマイクロプレートリーダは BERTHOLD
社製の Centro LB960 を使用した。逆相 HPLC
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は島津製作所製 Simadzu Prominence システ

ムを使用した。分離、精製に使用したカラム

充填剤は、Diaion HP-20（三菱化学）、MCI GEL 
CHP20P（75–150 μm）（三菱化学）、Toyopearl 
HW-40 (fine)（東ソー）、YMC GEL ODS-AQ
（AQ12S50）（ワイエムシー）で、その他の

試薬はすべて特級または高速液体クロマト

グラフィー用を用いた。 

 
C．研究結果及び考察 
試料 50 種の中で AhR 活性の認められた試

料のうち、5 種〔プロポリス抽出物含有食品

（PP）、ゴマ加工食品（SM）、大豆抽出物含

有食品（SB）（A～C）〕の抽出物について、

ヘキサン、酢酸エチルおよび水分画物を調製

し、得られた各分画物の AhR（ダイオキシン

様）活性をケイラックスアッセイにより測定

した。併せて、各分画物の成分分布を確認す

るため、HPLC による分析を実施した。その

結果を図 1 に示す。 

 
3. 方法 

AhR 活性の評価は、レポータージーンアッ

セイ〔ルシフェラーゼ遺伝子を導入した培養

細胞を利用したレポータージーンアッセイ

（ケイラックスアッセイ）〕により、以下の

ように行った 1)–5)。試料溶液（コントロール

は DMSO）を 5 段階の濃度に DMSO で希釈

して調製し、各 4 μL を試験管に入れ、

RPMI1640 培地（＋8% FBS、＋1%ペニシリ

ン／ストレプトマイシン）400 μL を加えて

撹拌した。そのうち 200 μL を一晩前培養し

た 96 穴マイクロプレート中のマウス

H1L6.1c2 細胞（約 1.5×105 cell/well）に 1 ウ

ェルずつ暴露し、CO2 インキュベーター

（37℃、5％CO2濃度）で 20～24 時間培養し

た。培養後、培地を取り除き、ウェルを洗浄

後、顕微鏡下、細胞の生存を確認した。Lysis
試薬 300 μL で細胞壁を溶解後、プレートミ

キサーで 10 分間振とうした。振とう後、10
分間放置し、基質としてルシフェリン 50 μL
を加え、ルミノメーターにより発光量（RLU）

を測定した。  

PP 抽出物については、ヘキサン分画物に

おいて 1～10 mg/mL の濃度領域で TCDD と

同等の AhR 活性が認められた．一方，SM お

よび SB 抽出物では，共通して酢酸エチル分

画物の 0.1～10 mg/mL の濃度領域で顕著な

AhR 活性が認められた。この AhR 活性に寄

与する化合物を明らかにする目的で、PP 抽

出物ヘキサン分画物の HPLC 検出ピークに

ついて、各種カラムクロマトによる分離精製

を行った。その結果、 8 種の化合物

（ isorhamnetin 、 pinobanksin 、 chrysin 、

pinocembrin 、 galangin 、 tectochrysin 、

pinostrombin、artepillin C）を単離、同定する

ことが出来、これら化合物について AhR 活

性を評価した。結果を図 2 に示す。試験した

化合物の中で tectochrysin に顕著な AhR 活性

が認められ、次いで artepillin C に活性が認め

られた。AhR 活性を示したヘキサン分画物の

HPLC チャートを見ると、 tectochrysin、
pinostrombin、artepilllin C が主成分として検

出されており、PP 抽出物の AhR 活性本体は

主に techtochrysinによるところが大きいこと

が示された。 

また逆相 HPLC は以下の条件で測定した。

カラム：L-column ODS（2.1 I.D. × 150 mm）

（化学物質評価研究機構）、カラム温度：40°C、
流速：0.3 mL/min、測定波長：200–400 nm、

移動相：（A）5%酢酸水溶液および（B）ア

セトニトリル〔濃度勾配条件（B in A）：0→30 
min（0→50%）、30→35 min（50→85%）、35→40 
min（85%）、40→50 min（85→90%）、50→55 
min（90→100%）、55→60 min（100%）〕。 

一方、SM および SB 抽出物で AhR 活性が

示された酢酸エチル分画物の HPLC 分析結

果は、共通して daidzein など既に本アッセイ

により AhR 活性成分として明らかになって

いるイソフラボン類が検出された。さらに、
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SM 抽出物からは sesamin、一部の SB 抽出物

か ら は 新 た に イ ソ フ ラ ボ ン 類 2 種

（formononetin、biochanin A）が単離、同定

された。それらの AhR 活性を評価したとこ

ろ 、 sesamin は 活 性 が 認 め ら れ ず 、

formononetin および biochanin A については

弱い AhR 活性が認められた（図 2）。従って、

SM および SB 抽出物の AhR 活性本体は

daidzein などのイソフラボン類であることが

示唆される。 
また、これまでの研究成果から食品中の

AhR 活性成分としてフラボノイドがあげら

れるため、さらなる研究データの集積を目的

に未検討のフラボノイド類 25 種について

AhR 活性を測定した。供試したフラボノイド

の化学構造とその結果を図 3 に示す。結果、

一部のフラボノイド（3',4'-dimetoxyflavone、
4',6,7-trihydroxyisoflavone、tamarixetin）に強

い AhR 活性が認められ、特に tamarixetin の

活性は TCDD より強く，顕著であった．一

方で、その他の試料は AhR 活性が殆ど認め

られなかった。これまでの結果から、フラボ

ノイドの AhR リガンドとしての構造活性相

関を考察すると、配糖体よりアグリコンの活

性が強いことはこれまでの傾向と同じであ

った。フラボン類においては、B 環の官能基

数が 2 個以内で、全て水酸基よりもメトキシ

基を含む方が活性の強い傾向にあった。A 環

については、官能基数は 2 個以内で 3 個にな

ると活性が弱まる傾向にあり、水酸基とメト

キシ基での違いは認められなかった。イソフ

ラボン類においては、daidzeinと formononetin、
biochanin A を比較すると、B 環の 4 位がメト

キシ基になることで活性は弱くなる傾向が

認められた。 
AhR 活性を示した画分に分布した成分の

特性をみると、大豆イソフラボン（daidzein、
glycitein、genistein など）のように過剰摂取

により健康影響が懸念されるものもあるが、

一方で有効成分として報告されているもの

であった。これらはダイオキシンのような蓄

積性もないことから、健康影響はないものと

判断される。一方で最近、AhR 活性の免疫調

節への関与が報告されており 8)、食品由来の

天然 AhR 活性成分が有効成分であることを

考えると、AhR を介して免疫系制御などに有

効に作用している可能性が示唆される。 
 
D．結論 

19、20 年度の結果に基づき、AhR 活性を

示した天然物濃縮加工食品（大豆，ゴマ，プ

ロポリス抽出物を含有する 5 品目）の各分画

物（ヘキサン、酢酸エチル、水分画）につい

て AhR 活性を評価し、各活性本体を精査し

た。その結果、プロポリス抽出物含有試料で

はヘキサン分画物に検出されたフラボン類

の tectochrysin に強い AhR 活性が認められ、

本化合物による寄与が示唆された。他の試料

では酢酸エチル分画物に検出された大豆イ

ソフラボン類による影響が示された。また未

検討のフラボノイド 25 種について AhR 活性

を検討したところ、一部のフラボノイド

（ 3',4'-dimetoxyflavone 、 4,6,7-trihydroxy 
isoflavone、tamarixetin）に強い AhR 活性が認

められ、特に tamarixetin の活性は顕著であっ

た。バイオアッセイで特にこれら化合物を含

有する食品中のダイオキシン類を測定する

際は、その影響を考慮して測定する必要があ

る。 
またこれら天然 AhR 活性成分の特性をみ

ると、有効成分として報告されているもので

あり、さらにダイオキシン様の蓄積性もない

ことを考え合わせると、これらによる健康影

響はないものと判断される。 
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