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はじめに

　柑橘類の果皮には多くの種類のフラボン類が分
布している。フラボン類は，フラボン骨格に，複
数の水酸基が置換されたポリフェノール型や，こ
の水酸基の代わりにメトキシ基が複数置換された
ポリメトキシ型，さらに水酸基とメトキシ基が混
在する中間型に分けられる。本研究のノビレチン
（5,6,7,8,3',4'-hexamethoxyflavone; NBL） は， タ
ンゲレチン（5,6,7,8,4'-pentamethoxyflavone; TNG）
やシネンセチン（5,6,7,3',4'-pentamethoxyflavone; 
SNT）とともに，ポリメトキシ型フラボンの１つで
ある１）。
　従来から，ポリフェノール型フラボン類では，抗
酸化作用，抗炎症作用，抗がん作用，などの多くの
生理活性が報告されている2-4）。一方，ポリメトキ
シ型フラボン類も，同様に，抗酸化作用，抗炎症作
用，抗がん作用，脳機能改善作用が報告されてい
る5-12）。特に，NBL に関する研究5-12）は多く，がん
などの老化と関連した疾病の治療に寄与する機能性
成分の１つとして期待されている。ポリメトキシ型
フラボン類は，ポリフェノール型フラボン類に比
べ，脂溶性が高いことから，細胞内へ容易に移行
し，ここで脱メチル化されて，上記のような生理作
用を発揮するものと考えられる。
　フラボン類の動物体内での代謝に関する研究は，
1990年代後半に始まった。1998年 Nielsen らは，
16種類のフラボン類につきラット肝ミクロゾーム
による代謝を調べ，主代謝経路が，ポリフェノー
ル型ではＡ環あるいはＢ環の水酸化反応であるこ
と，またポリメトキシ型ではＡ環あるいはＢ環の

水酸化反応とメトキシ基の酸化的脱メチル化反応
であることを報告した13）。また，このような代謝
反応は薬物代謝酵素のチトクロム P450（P450）
によって主に触媒されていることが明らかとなっ
た13-16）。われわれは，NBL の動物肝およびヒト肝
ミクロゾームによる代謝について調べ，代謝物と
して，3種類の一脱メチル化体 （4'-OH 体，7-OH 体
および6-OH 体）と２種類の二脱メチル化体（3',4'-
diOH 体および6,7-diOH 体）が生成されること，ま
た，Ａ環の脱メチル化には，代謝酵素として P450
分子種のうち，CYP3A 酵素（ラット CYP3A1，ヒ
ト CYP3A4） が， 一 方， Ｂ 環 の 脱 メ チ ル 化 に は
CYP1A1，CYP1A2および CYP1B1が主に関与する
ことを見いだした17,18）（Fig. 1）。
　これらの P450分子種の多くは，肝以外にも，
肺，腎，小腸，皮膚，胎盤などでも発現してい
ることが報告されている19-21）。そこで，本研究で
は，肝以外の臓器での NBL 代謝の可能性を調べる
ため，ラットおよびモルモット小腸および腎9,000
× ɡ 上清における NBL 代謝活性を測定した。ま
た，両動物を代表的な P450誘導剤で前処理した
場合と比較した。なお，CYP2B 酵素，CYP1A 酵
素および CYP3A 酵素の誘導剤として，それぞれ
phenobarbital（PB），3-methylcholanthrene（MC） 
および dexamethazone（DEX）を用いた。

実験方法

１．試薬
　NBL はフナコシ（株）より購入した。PB（Na
塩），MC および DEX は和光純薬（株）より購入し
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た。NADP および glucose-6-phosphate（G-6-P）は
オリエンタル酵母（株）より，また，G-6-P 脱水素
酵素（G-6-PD）は和光純薬（株）より購入した。

２．実験動物と薬物投与
　実験動物は，Wistar 系雄性ラット（体重約200 
g）および Hartley 系雄性モルモット（体重約280 
g）各12匹を，九動（株）より購入して用いた。こ
れらの実験動物を１群３匹とし，未処理群，PB 前
処理群，MC 前処理群および DEX 前処理群の４群
に分けた。PB 前処理群は，PB を生理食塩水に溶解
し80mg/kg/day の用量で，MC 前処理群は，MC を
コーン油に溶解し20mg/kg/day の用量で，いずれ
も３日間腹腔内投与した。DEX 前処理群は，DEX
を dimethylsulfoxide に溶解し300mg/kg/day の用
量で，２日間腹腔内投与した。いずれの前処理群も
最終投与日の翌日に屠殺した後，小腸，腎および肝
を摘出した。

３．小腸，腎および肝9,000× g 上清の調製
　小腸および腎9,000× ɡ 上清は，各組織の脂肪組
織および小腸内容物を取り除いた後，0.25mM ショ
糖 -0.1mM EDTA-50mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4） 
でホモジナイズし，9,000× ɡ で20分間遠心分離し
て調製した。なお，小腸をホモジナイズする際に
はトリプシンインヒビター（0.3mg/mL）を添加
した。また，両臓器のホモジネートの作製にはポ
リトロンホモジナイザー PT-K（Kinematica AG 製）
を用いた。一方，肝9,000× ɡ 上清は，肝を摘出
後，生理食塩水で灌流し，0.25mM ショ糖 -0.1mM 

EDTA-50mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）を加えて，
ポッター型ホモジナイザーを用いてホモジナイズ
し，9,000× ɡ で20分間遠心分離して調製した。

４．代謝物の分析

　0.28mM NBL は，NADPH 生 成 系 （0.33mM 
NADP，5mM G-6-P，G-6-PD 1.0unit），6mM 
MgCl2および各動物の小腸，腎および肝9,000×ɡ

上清（2mg protein）とともに100mM HEPES 緩衝
液（pH 7.4）中で，合計1mL として，37℃で20～
90分間インキュベートした。次に，冷メタノール
３mL 添加により反応を停止し，氷中に30分間放
置した。その反応液を3,000rpm で10分間遠心分
離して，変性タンパク質を除いた後，上清を HPLC
に付した。HPLC の分析条件は次の通りである。分
析機器，高速液体クロマトグラフ LC-10AT（島津
製 ）； カ ラ ム，LiChrospher 100: RP-18（250×
4 mm i.d.，5μm 粒径，Merck 製）；移動相，50％ 
acetonitrile - 0.01M ギ酸；流速，1mL/min；検出
波長，340nm。

５．小腸および腎9,000× g 上清中 CYP1A1の検出
　各動物の小腸あるいは腎9,000× ɡ 上清（30μg 
protein）を，ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）- ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動後，ニトロセルロー
ス膜にブロッティングを行った。CYP1A1の免疫染
色は，一次抗体（ヤギ抗ラット P450抗体，第一化
学製），二次抗体（ウサギ抗ヤギ IgG-horse radish 
peroxidase 複合体，Organon Teknika Corporation）2 
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(Fig. 1) 

 

Fig. 1　Postulated metabolic pathways of NBL in animal and human liver.
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およびコニカイムノステインキット（コニカ製）を
用いて行った。

６．その他
　各動物の小腸，腎および肝9,000× ɡ 上清のタン
パク定量は，Lowry らの方法22）に従い行った。な
お，標準タンパク質としてウシ血清アルブミン
（Sigma-Aldrich 製）を用いた。

実験結果

１．肝9,000× g 上清による NBL 代謝
　まず，未処理ラット肝9,000× ɡ 上清による NBL
代謝を調べた。インキュベーション時間は，既
報17）の肝ミクロゾームを用いた場合と同様に20分
間とした。なお，代謝物の定量は，NBL の検量線
を用いて求めた。
　 そ の 結 果， ３ 種 類 の 代 謝 物 M-1（4'-OH 体 ），
M-2（7-OH 体）および M-3（6-OH）が検出され
た。次に，これらの代謝物を定量したところ，そ
れぞれ9.4，18.7および5.1nmol/60min/mg protein
であった（Fig. 2）。これらの活性を，既報17）の未
処理ラット肝ミクロゾームの活性と比較したとこ
ろ，肝9,000× ɡ 上清は肝ミクロゾームに比べタン
パク質が多いためか，50％程度であった。

２．小腸9,000× g 上清による NBL 代謝
　ラットおよびモルモット小腸9,000× ɡ 上清によ
る NBL 代謝に及ぼす P450誘導剤の影響を調べた。
小腸の代謝活性は肝のそれよりもかなり低いものと
仮定し，インキュベーション時間を90分間とした。
　 ラ ッ ト 小 腸 で は， 未 処 理 群，PB，MC お よ び
DEX 前処理群のいずれの場合にも，ラット肝でみ
られた代謝物は全く検出されなかった （Fig. 3A）。
　一方，モルモット小腸においては，未処理群，
PB，MC および DEX 前処理群のいずれの場合にも
３種類の代謝物（4'-OH 体，7-OH 体および6-OH
体）が検出された。次に，これらの代謝物を定量し
た。その結果，Fig. 3A に示すように，未処理群で
は4'-OH 体が1.8 nmol/60min/mg protein と最も多
く生成されたが，MC 前処理群では1.7倍に増加し
た。２番目に多い7-OH 体は，MC および DEX 前処
理群で約1.5倍に増加した。また，6-OH 体は，MC
および DEX 前処理群で約２倍に増加した。さらに，
PB 前処理群では全く変化は見られなかった。なお，
未処理モルモット小腸9,000× ɡ 上清の総 NBL 代謝
活性は，未処理ラット肝のそれと比較すると，15%
程度と低いものであった。

3 
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N.D.  N.D. 

Fig. 2　Metabolism of NBL by liver 9,000×g 
supernatants from untreated rats.
N.D., not detected.   Each bar represents 
mean ± S.D. of three rats.

３．腎9,000× g 上清による NBL 代謝
　次に，ラット腎およびモルモット腎9,000×ɡ 上
清による NBL 代謝に及ぼす P450誘導剤の影響を
調べた。その結果，ラット腎ではすべての処理群に
おいて，4'-OH 体のみが生成された（Fig. 4A）。ま
た，その生成は MC 前処理により未処理群の約４倍
に顕著に増加した。なお，未処理ラット腎9,000×
ɡ 上清の4'-OH 体生成活性を，未処理ラット肝9,000
×ɡ 上清の活性と比較すると，腎では肝の約40分の
１と低かった。
　一方，モルモット腎では，未処理群，PB 前処理
群および DEX 前処理群において，いずれも4'-OH
体，7-OH 体および6-OH 体が生成された。未処理
群による代謝物の生成量は，7-OH 体＞6-OH 体＞
4'-OH 体の順であった。DEX 前処理群ではいずれの
生成も未処理群の1.5～2.0倍に増加したが，PB 前
処理群ではいずれの生成も未処理群と同程度であっ
た。一方，MC 前処理群では，既報17）の動物肝と
同 様 に， ５ 種 類（4'-OH 体，7-OH 体，6-OH 体，
3',4'-diOH 体および6,7-diOH 体）がすべて生成さ
れた。特に，4'-OH 体は MC 前処理により，未処理
の30倍と驚異的に増加した。また，4'-OH 体に次
いで，6,7-diOH 体が多く生成され，4'-OH 体の５
分の１であった。MC 前処理モルモット腎の総 NBL
代謝活性を MC 前処理ラット腎のそれと比較する
と，９倍であった。また，未処理ラット肝の活性の
約44% に匹敵していた。
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Fig. 3　Metabolism of NBL by small intestine 9,000×g supernatants from 
untreated, PB-treated, MC-treated and DEX-treated rats (A) and 
guinea pigs (B).
N.D., not detected.   Each bar represents mean ± S.D. of three 
animals.   *Significantly different from untreated animals, p<0.05.
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Fig. 4　Metabolism of NBL by kidney 9,000×g supernatants from 
untreated, PB-treated, MC-treated and DEX-treated rats (A) and 
guinea pigs (B).
N.D., not detected.  Each bar represents mean ± S.D. of three 
animals.   *Significantly different from untreated animals, p<0.05.
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４．小腸および腎9,000× g 上清中 CYP1A1分
子種の検出

　動物を MC 前処理すると，P450分子種のうち，
CYP1A1および CYP1A2が，肝をはじめとした多
くの組織で顕著に誘導されることが知られてい
る19-21）。そこで，MC 前処理群のラットとモルモッ
トの各組織において，CYP1A1の誘導を確認するた
め，ラットおよびモルモットの小腸と腎9,000×ɡ

上清を SDS- ポリアクリルアミドゲル電気泳動後，
ウエスタンブロッティングし，ラット肝 CYP1A1に
対する抗体を用いて免疫染色を行った（Fig. 5）。
　ラット小腸では，MC 前処理群でのみ CYP1A1抗
体と交叉するタンパク質が１本顕著に増加してい
ることが観察された。なお，モルモット小腸では，
MC 前処理による CYP1A1タンパク質の増加は確認
されなかった。
　一方，腎では，ラットとモルモットのいずれにお
いても MC 前処理群で，CYP1A1抗体と交叉するタ
ンパク質が１本，未処理に比べ顕著に増加している
のが観察された。このタンパク質は CYP1A1と思わ
れるが，このタンパク質の増加はラットにおける
4'-OH 体の増加や，モルモットにおける4'-OH 体，
6,7-diOH 体および3',4'-diOH 体の顕著な増加とよく
一致していた。

考　　察

　小腸および腎9,000× ɡ 上清における NBL 代謝活
性をラットおよびモルモットで比較したところ，大
きな種差が観察された。すなわち，ラット小腸で

は，未処理群および P450誘導剤前処理群のすべて
の群で NBL の代謝物が生成されなかったのに対し，
モルモット小腸では３種類の一脱メチル化体（4'-
OH 体，7-OH 体および6-OH 体）が生成された。ま
た，ラット腎では，4'-OH 体の生成が観察された
のに対し，モルモット腎では，３種類の代謝物（4'-
OH 体，7-OH 体および6-OH 体）が生成された。さ
らに，MC 前処理により，モルモット腎では4'-OH
体の顕著な増加（未処理の38倍）と，6,7-diOH 体
および3',4'-diOH 体の新たな生成が観察されたのに
対し，ラット腎では4'-OH 体が未処理の４倍に増加
したにすぎなかった。われわれはこれまでに，肝に
おける NBL 代謝活性を調べ，モルモット＞ラット
であることを報告している17,18）。今回の検討結果か
ら，小腸および腎における NBL 代謝活性も，モル
モット＞ラットであることが明らかになった。ま
た，MC 前処理モルモット腎での結果から，P450
誘導剤の暴露により肝以外の組織において NBL 代
謝が大きく影響を受けることが示唆された。
　最近，Manthey らは，TNG あるいは NBL をラッ
トに経口投与し，投与後30分後のラット血中から，
両化合物のグルクロン酸抱合体を検出したと報告
した23）。この事実は，NBL が小腸で吸収される過
程で，小腸上皮細胞内の P450により脱メチル化さ
れ，さらにグルクロン酸抱合を受け，血中に入った
ことを示唆している。本研究では，ラット小腸にお
いて NBL 代謝活性（脱メチル化体の生成）は全く
検出されなかった。一般に，グルクロン酸抱合反応
は，脱メチル化後の OH 基に起こることから，NBL
代謝に関してはラット小腸の関与は低いと考えられ
る。ただし，モルモット小腸においては，総 NBL
代謝活性が腎の代謝活性の約３倍であり，また３種
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Fig. 5　Immunostaining of small intestine and kidney 9,000×g supernatants from rats and 
guinea pigs against rat hepatic CYP1A1.
C, untreated; P, PB-treated; M, MC-treated; D, DEX-treated.
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類の OH 体が生成された。この結果は，動物種によ
り NBL 代謝における小腸の寄与率が大きく異なる
ことを示唆している。
　一方，Sashida らは，NBL 投与マウスの尿中代
謝物を調べ，主代謝物として4'-OH 体を報告した
が，グルクロン酸抱合体は検出していない24）。ま
た，われわれの予備的検討でも，動物尿中において
NBL グルクロン酸抱合体の生成を示唆する結果は
得られていない。この点は，今後の課題である。
　ラット CYP1A1抗体を用いた免疫染色の結果，
MC 前処理により両動物の腎に CYP1A1タンパク質
の顕著な増加を観察した。CYP1A1は動物において
肝，肺，腎，小腸，胎盤，リンパ球などの多くの組
織で発現するが，ヒト肝ではほとんど発現しないこ
とが知られている19-21）。また，本研究の MC を含む
芳香族炭化水素類の暴露により，強く誘導されるこ
とも知られている。前述のように，NBL 代謝にお
いて CYP1A1は，CYP1A2や CYP1B1とともに高い
4'-OH 体の生成活性を有しており，さらに２次代謝
物である3',4'-diOH 体の生成をも触媒する17）。今回
のラット腎 CYP1A1とモルモット腎 CYP1A1を比べ
ると，① MC 前処理による誘導性がモルモットの方
が大きい，また，②モルモットの方が diOH 体の生
成活性が高い，などの違いが考えられる。
　モルモット腎 CYP1A1は，高い6,7-diOH 体の生
成活性を有していた。これまでに，われわれは，発
現系ラット肝およびヒト肝 P450を用いて検討した
結果，CYP3A 酵素（CYP3A1，CYP3A2，CYP3A4，
CYP3A5）が，7-OH 体あるいは6-OH 体の高い生
成活性を有することを見いだした。ただし，6,7-
diOH 体の生成を触媒するものは見つからなかった
17,18）。この事実は，モルモット腎 CYP1A1が，肝
CYP1A1とは異なる基質特異性を有することを示唆
している。一方，CYP3A 酵素は，肝をはじめ，肺，
小腸，腎で強く発現することが報告されていること
から19-21），動物腎およびヒト腎に局在する CYP3A
酵素が NBL 代謝にどの程度関与しているか興味が
持たれる。

総　　括

１．小腸と腎9,000× ɡ 上清の NBL 代謝活性をラッ
トとモルモットで比較した。また，チトクロム
P450誘導剤の効果も調べた。

２．小腸9,000× ɡ 上清による NBL 代謝をみたとこ
ろ，ラットで全く代謝されなかったが，モルモッ
トでは4'-OH 体，7-OH 体および6-OH 体が生成
された。

３．腎9,000× ɡ 上清の NBL 代謝をみたところ，
ラットでは4'-OH 体が生成されただけだったが，
モルモットでは4'-OH 体，7-OH 体および6-OH
体が生成された。MC 前処理により，4'-OH 体の
生成が顕著に増加し，ラットで未処理の４倍，モ
ルモットで38倍になった。モルモットでは，さ
らに6,7-diOH 体と3',4'-diOH 体も新たに増加し
た。

４．ラット肝 CYP1A1抗体による免疫染色の結果，
ラットおよびモルモット腎において CYP1A1タン
パク質の顕著な増加を観察した。

　以上の結果から，モルモットはラットに比べ，肝
だけではなく小腸や腎でもより高い NBL 代謝活性
を有していること，また，MC 前処理により，肝以
外の組織の NBL 代謝への関与が増大することが示
唆された。
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Abstract  

　Nobiletin（NBL）, a polymethoxyflavone present 
abundantly in the peels of citrus fruits, has 
been shown to be anti-inflammatory and anti-
carcinogenic. Our recent studies have elucidated 
using liver microsomes and cytochrome P450 
（P450）isoforms from animals and human that 
NBL is metabolized to three mono-demethylated 
metabolites（4'-OH-, 7-OH- and 6-OH-NBL）and 
two di-demethylated metabolites（3',4'-diOH- 
and 6,7-diOH-NBL）and that CYP1A and CYP3A 
enzymes are responsible for NBL metabolism.  In 
this study, we examined the in vitro metabolism of 
NBL using 9,000×ɡ  supernatants of extrahepatic 
tissues such as small intestine and kidney from 
rats and guinea pigs, and also the effect of P450 
inducers, phenobarbital （PB）, 3-methylcholantrene 
（MC）and dexamethasone（DEX）on NBL 
metabolism.   Rat small intestine 9,000×ɡ  
supernatants had no activity to metabolize NBL.   
In contrast, guinea pig small intestine 9,000×ɡ  
supernatants produced 4'-OH-, 7-OH- and 6-OH-
NBL and their formation were slightly increased 
by MC-pretreatment.   On the other hand, guinea 
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pig kidney 9000×ɡ  supernatants produced 
five metabolites in the same manner as liver 
microsomes, and both 4'-OH- and 6,7-diOH-NBL 
were markedly increased by MC-pretreatment.   
Pretreatment of PB and DEX did not almost 
affect NBL metabolism.   Western blotting and 
immunostaining showed the marked increase of 
CYP1A1 protein in both animal kidneys.   These 
results suggest that extrahepatic tissues such as 
small intestine and kidney could metabolize NBL 
with lower activities than liver, and that kidney 
CYP1A1 plays an important role in NBL metabolism 
in both animals, especially in guinea pigs.
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