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初代培養肝細胞法での食事環境異物の複合毒性の解析

金 沢 和 樹(神 戸大r{y'L学部助教授)

緒 言

私達が日常 口にする加工食品には何種類かの食

品添 加物 が使用 されてい る。平成6年11月 現在,

日本で認可され ている食品添加物 は1399品 目あ り,

その うち348品 目が合成添加物 である。合成添加

物に関 しては,一 般毒[生試験,特 殊毒性試験な ど

の多 くの試験が行われ,そ の安全性 が確認 されて

お り,そ れ ぞれの最大無作用量 が決 められ,さ ら

に100倍 の安全率 を見込んで ヒトに対す る一 日摂

取許容量(ADI;AcceptableDailyIntake)が 定め

られている。従 って,個 々の添加物単独では,こ

のADIを 越 え る量 を摂 らない限 りは安全 とされ

ている。

しか し,私 達の食事環境 には,調 理時 に生 じる

発ガン性のあるTrp・P-1の ようなア ミノ酸の加熱

分解物,ア ル コール,農 薬,煙 草の煙 に含 まれる

ベ ンゾL≪ コ ピレン,か び毒のア フラトキシン,

水 に含 まれる トリハロメタンな どの異物 が存在す

る。 このよ うな,食 事環境異物 と食品添加物が複

合毒性 を示 さないのか は未解決な疑問で ある。

複合毒性 を動物個体で解析 しよ うとす ると,異

物の組 み合わせ が無限 に近 く,多 数の実験動物が

必要 とな り,試 験 は不可能に近 い。 そこで,本 研

究では,複 合毒 性の解析にラ ットの初代培養肝細

胞 を用 いる手法 を開発 した。

1.初 代培養 肝細胞 法の栄養化学的手法への応

用

これ までに著 者 らが解明 した食品中の過酸化脂

質 による肝障害 を,初 代培養肝細胞 法を用いて再

解析 した。

過酸化脂質 を摂取 し,酸 化的 ス トレスを起 こし

たラ ットから肝細胞を分離 し,初 代培養 した。 つ

まり,Tanakaら の方法1)に 従 い,肝 実質細胞 を

コラゲナーゼのinsitar灌 流法 によって分離 し,

低速遠心 で精製 した後,5.0×10'cells/m1の 細胞

密度 に希釈 した。 この細胞希釈液 を予め コラー ゲ

ンコー トしたデ ィッシュに播 き込み,CO2イ ンキ

ュベ ーター(5%CO2-95%air,37℃)で 初代

培養 した。培 養開始4時 間後,デ ィッシュに接着

しなか った細胞 を除去 し,培 地を更新 して,そ の

生理機能 を分析 した。

過酸化脂 質を摂取 したラッ トの肝細胞 は,摂 取

していない対照 ラ ットの肝細胞 と比 べ,培 養24時

間 までは,過 酸化物価の指標であるTBA値 が 高

く,ビ タミンE含 有量が低 く,過 酸化脂質 による

酸化的ス トレスを維持 している と判断 された(図

i)o

また,こ の ス トレスを持 った細胞のホルモ ン応

答能 は対照の正常 ラッ トの肝細胞 と明 らかに異な

っていた。例 えば,チ ロシンア ミノ トランス フェ

ラーゼのデキサ メタゾンに対 する応答は,ス トレ

スを持 った細胞ではその酵素誘導率が正常細 胞 よ

りも顕著 に低か った(図2)。 この ように,初 代

培 養肝細胞 を用いれば,細 胞の ホルモン応答能 の

変化 も測定で きた。

食品の抗酸化成分による細胞の酸化的ス トレス

回復効果を調べる と,ゴ マのセサモール,緑 茶抽

出物,カ テキン類 は,合 成抗酸化剤 のBHAと 同

程度の少量 で細胞の酸化的ス トレスを回復 させた
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図1過 酸化脂質 を与 えたラ ット肝細胞のTBA値(L-)

初代培 養における変化

とビタミンE量(ド)の

(表1)。 トウガラシ成分 のカプサ イシンの効 果

は ビタ ミンEと 同程度 であった。 これ らの食品成

分が食品中で強い抗酸化能 を示す ことはよく知 ら

れている。初代培 養肝細胞法 を用 いた著者 らの研

究結果 は,こ れ らの抗酸化物質が さらに肝細胞 内

で も有効 に働 き,酸 化的 ス トレスをも回復 させる

ことを示唆 してい る。

このよ うに初代培養肝細胞法 は,栄 養化学的試

験 に次 の3つ の利点を持 って応用で きる。① 初代

培 養肝細胞 は動物個体が持 っていたス トレスや栄

養状態 を維持 している。②肝細胞の ホルモ ン応答

能 の変化 を簡便に測定 できる。③少数の実験動物

で,生 体条件 に近い栄養化学的試験が可能である。

つま り,食 品添加物 な ど食餌環境異物 を含む飼

料でラ ットを飼育すれば,そ の初代培養肝細胞 は

表1食 品の抗 酸化成分 による酸化的

ストレス回復効果
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図2過 酸化脂質を与 えたラ ット肝細胞のチロシンア

ミノ トランスフェラーゼのホルモン応答能

食餌環境 異物 によるス トレスを維持 してお り,ホ

ルモ ン応答能 も変化 してい る。 この細胞 の培地に

別の異物を添加 すれ ば,こ れ らの相乗あるいは相

加毒性 を判定で きる。 そこで,こ の手法の複合毒

性試験への応用を試みた。

2.食 事環境異物の肝細胞 に対 す る複合毒性

2.1実 験方法

Wistar系3週 齢の雄ラ ット(体 重40～60g)

を3群 に分け,日 本人の理想の栄 養摂取 条件 と考

えられている組成 に合わせた飼料 を調 製 し,こ こ

に種々の食品添加物あるいは人工 着色料を添加 し

て4週 間飼育 した。食品添加物群 には,表2に 示

した,日 本での生産 と消費量 が比較 的高 い添加物

4種 を混 合 し,人 工着色料群 には食 用色素6種 を

混 合 した。対照群の ラッ トは これ らを含 まない飼

料 とした。飼料 に混ぜた食 品添加物及 び着色料の

量 は,体 重150gの ラッ トが一 日平均15gの 飼料

を摂 食す ると考 え,ADIの 定 め られ ている もの

についてはその半量 を,特 定 されて いないソルビ

トール とグルタ ミン酸 ナ トリウムについてはプロ

ピレング リコールのADIに 準 じて添加 した。

これらのラッ トか ら肝実質細胞 を分離 ・初代培

養 した。培養開始4時 間後,デ ィッシュに接着 し

なかった細胞 を除去 し,表3に 示 した食事環境 異

物 を含む培地 に交換 した。異物添加12時 間後の肝

細胞 を用 いて,細 胞膜障害の指標 となる乳酸脱水

素酵素 の漏出2),ミ トコン ドリアの代謝活性 の指

表2飼 料に加えた食品添加物及び人工着色料の量とAD[値
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表3細 胞に添加した食餌環境異物 表4食 品添加物及び人1二着色料を含む飼料で飼育し

たラットの肝細胞膜に対する異物の影響

標 とな るMTT代 謝能3°4),細 胞増殖 阻害を知 る

ことがで きるDNA合 成 及びタンパク質合成活性

の測定を行 った。

2.2細 胞膜 に対する影響

細胞膜 障害の指標 となる乳酸脱 水素酵素の漏出

に対する9種 の食餌環境 異物の毒性を比較す ると,

四塩 化炭素 とTrp-P-1を 培地へ添加 した場合に,

酵素の漏出率が著 し く上 が った(表4)。 これ ら

は細胞膜 表面 に原形質突出 を生成 させ,こ れ を破

壊 して,細 胞質酵素であ る乳酸脱 水素酵素 を漏出

させる。四塩化炭素の毒 性 は,そ れがP450薬 物

代謝系で代謝 された ときに生 じるラジカル によっ

り,Trp-P-1の 毒性 は,や はりP450で 活性化 さ

れた時に生 じるN一 ヒ ドロキ シラジカルによる と

考え られている。 しか し,食 品添加物群及び人工

着色料群 の細胞で,こ れ らを加 えていない対照 群

の細胞 と比較 して,四 塩 化炭素 あるいはTrp-P-1

による漏 出率の増加 は認 め られなかった。つ まり,

食品添加物や着色料 と四塩 化炭素 あるいはTrp・

P-1と の相加毒性はない と考 えられた。

2.3ミ トコン ドリアの代謝 活性 に対 する影響

四塩 化炭素 とTrp・P-1を 細胞培 地へ添加 する

と,ミ トコン ドリアによるMTT代 謝活性の低下

が認 め られた。そ こで様々 な濃度の四塩 化炭素 と

Trp-P・1を,食 品添加物群 と着色料群の ラ ットの

肝細胞 に添加 した。四塩化炭素 による活性低 下は

食品添加物群及び着色料群 と対照群の間 に差はな

かった。 ところが,5μg/mlのTrp-P-1は 細胞

死 を起 こさない濃 度であるが,こ の濃度で着色料

群 の細胞 のみMTT代 謝活性が著 しく低下 した

(図3)。

2,4DNA合 成及びタンパク質合成に対する

影響

Trp-P-1の5μg/mlを 添加す ると,DNA合 成

とタンパク質合成活性 のいずれ も低下 した(図4)。

ところが,着 色料群 の細胞で は,Trp-P-1に よる

これ らの合成能の低下 を,食 品添加物群及び対照

群 に比 べて有意に抑 えていた。

2.5考 察

食餌環境異物9種 類 の肝細胞膜に対す る損傷作

用 を比較 すると,Trp-P-1と 四塩化炭素の毒性 が
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図3食 品添加物あるいは人工着色料 を与 えて飼育 し

たラッ ト肝細胞のMTT代 謝活性 と,そ れに対

するTrp-P-1の 影響

Trp-P-1はDMSOに 溶かして添加 したので,

Trp-P一 ユを含まずDMSOの みを与 えた細胞 の

活性 を100%と した。データは8回 の個別実験

の};均 値 として表 した。

図4食 品添加物あるいは人工着色料を与えて飼育 し

たラッ ト肝細胞 の細胞増殖活性 とそれ に対する

Trp-P-1の 影響

Trp-P-1はDMSOに 溶 かして5μg〆m1の 濃度

になるように添 加したので,Trp-P・1を 含 まず

DMSOの みを与 えた細胞の活性 を100%と した。

データは2回 の個別実験の平均値 として表 した。

顕著であ った(表4)。 しか し,食 品添加物で飼

育 して も,着 色料で飼育 して も,こ れ らに よる膜

障害 を助長 しなかった。一方,着 色料 を含む飼料

で飼育 したラ ッ トの肝細胞では,Trp-P-1の 添加

で ミトコンドリアの代謝能 は低下 したが,DNA

合成 とタンパ ク質合成活性 は,む しろその毒性を

抑制す るように高 く維持 されていた。つ まり,着

色料群の肝細胞 はDNA合 成や タンパ ク質合 成な

ど細胞 障害の修復機能 を強めている と考 えられた。

この ように,肝 細胞 はTrp-P-1に 対 して敏感で

あ るが,特 に,着 色料 を摂取 したラ ットではそれ

が顕著である と考 えられた。

3.食 品添加物及び人工着色料 と食事発ガ ン物

質Trp-P-1の 肝特異機能 に及ぼ す複合 的

影響

Trp-P-1は 食品の調理時 に トリプ トフ ァンが熱

分解 して生 じる発ガン前駆 物質である。 私達が食

物 を調理する限 り,こ の非常に強力は発ガ ン前駆

物質 を避 ける ことはで きない。そ こで,食 品添加

物あ るいは人工着 色料 を与 えたラ ッ トの肝細胞 で,

Trp-P-1の 肝 特異機能 に及ぼす影響 について さら

に詳 しく解析 した。

肝臓 は様々な特 異機能 を持 っている。血糖値 の

維持のための糖新生能,ア ンモニアの解毒 機構で

あ る尿素合成能,ア ミノ酸分解酵素 の一 つのチロ

シンア ミノ トランスフェラーゼ活性,異 物を解毒

するP450薬 物 代謝能 な どであ る。 食品 添加物

や着色料 を与 えたラ ットの肝細胞の特異機能が,

Trp・P-1の 毒性で どのように変化す るか を検討 し

た。

3.1糖 新生能の変化

糖新生能 を,フ ルク トー スあるいは ピル ビン酸

を基質 として細胞に与 え,グ ル コースの生産で見

た5)。人工着色料群の細胞で,フ ル ク トー スを基

質 とした場合,Trp-P-1の 添加 量が3μg/ml以

上の時,糖 新生活性 の低下が認め られた(図5A)。

また,ピ ルビン酸を基質 とした場合 も,着 色料群

の活性 は対照群や食品添加物群 よりTrp-P-1の 影

響 を強 く受 けた(図5B)。
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図5食 品添加物 あるいは人工着色料を与えて飼育 したラッ ト肝細胞 の糖新生能 とそれに対するTrp-P-1の 影響

A;基 質をフル ク トースとした場合,B;基 質をヒルビン酸 とした場合

デー タは8回 の個別実験の 平均値 として表 した。

3.2尿 素合成能 の変化

塩 化アンモニウム を基質 とした ときの尿素合成

能 を,尿 素態 窒素 を定量 して測定 した6)。 食品添

加物群の尿素 合成能は対照群 より1.5倍 高 く,着

色料群の活性 も1.2倍高 い値 を示 した(図6)。 こ

こにTrp-P-1を 添加す ると,そ の3μg/ml以 下

の濃度 では,い ずれの細胞 も高い活性 を維持 した。

一方,着 色料群 に5ｵg/mlのTrp-P-1を 与 え る

と,尿 素合成能がほぼ消失 した。

従 って,食 品添加物 や着色料 は肝細胞の尿素 合

成能 を上げるが,着 色料は,高 濃度のTrp-P-1の

毒性 に対 する耐性を弱める と考 えられた。

3.3ア ミノ酸代謝系の変化

チロシンアミノトランスフェラーゼ は肝臓 に特

異的 なア ミノ酸代謝 系の鍵酵素であ る。 また,こ

の酵素 はグルココルチコイ ドホルモ ンで誘導され

る7)。食品添加物群 の酵素活性 はTrp-P-1を 添加

して も,対 照群 と同様 に影響を受けなか った。 し

かし,着 色料群の活性 はTrp-P-1度 が上がるに

従 って低下 し,5ｵg/mlで 失活 した(図7)。 そ

こで,肝 細胞に10-`Mの 合成 グルココル トコイ ド

であるデキサ メタゾンを添加 して酵素 を誘 導 し,

Trp-P-1の 影響を調べ た。食品添加物群 の ホルモ

ン応答能 も着色料群の それ も,対 照群 の応答能 に

比較 して有意に高かった。 また,Trp-P-1の 添加

によって,食 品添加物群 と着色料群の酵素誘導 は

対照群 よりも顕著 に低下 した。

この ように,チ ロシンア ミノ トランスフェラー

ゼ活性,及 びそのホル モンによる誘 導は,尿 素合

成能が受ける影響 と同様 に,食 品添加物 や着色料

の影響,特 に着色料の影響 を強 く受 けた。

3.4薬 物代謝系に対 する影響

チ トクロムP450量 を一酸化 炭素 結合 タンパ ク

質の450nm付 近の差 スペ ク トルか ら求めた8〕。肝
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図6食 品添加物あるいは人工着色料を与 えて飼育 し

たラッ ト肝細胞 の尿素合成能 と,そ れに対する

Trp-P-1の 影響

データは8回 の個別実験の平均値 として表 した。

図7食 品添加物あるいは人工着色料 を与 えて飼育 した

ラッ ト肝細胞 のチロシンア ミノ トランスフェラー

ゼ誘導 と,そ れに対するTrp・P-1の 影響

細胞のP450量 は食品添加物群,着 色料群,及 び

対照群の間に有 意な差 はな く,こ れ らの細胞 に3

μg/mlあ るい は5μg/mlのTrp・P-1を 添加 し

ても,そ の量は変化 しなか った(表5)。 ところ

で,ラ ッ ト肝臓 のP450量 は細胞 を初代培 養する

ことで大 きく低下 する と知 られてい る9)。そ こで,

これ らのラ ットの肝臓 を培養 に供す る前に,ミ ク

ロソーム中のP450を 定量 したが,各 群 のP450

表5食 品添加物及び人工着色料を含む飼料で飼育

したラ ッ トの肝 細胞CytochromeP450量 とそ

れに対するTrp-P-1の 影響

量 に有意な差は認められなか った。

従 って,食 品添加物や着色料は肝臓 のP450酵

素系 には影響 を及ぼさない と考え られた。

3.5考 察

以上の結果は,食 品添加物や人工 着色料を毎日

食べ ると,肝 臓 の特異機能,糖 新生能 とア ンモニ

ア代謝やア ミノ酸代謝な どの窒素 代謝能 が影響 を

受け ることを示唆 してい る。特 に,Trp-P・1の よ

うな食事異物 を同時 に摂取 した場合 は,そ れらの

複合毒性 が現 れることがある。

作用機構 は不明で,今 後詳 しく解析 する必要が

あるが,食 品添加物や着色料は肝臓 の窒素 代謝活

性 を向上 させる ことが示唆 された(図6,7)。 ま

た,着 色料は食事発 ガン物質であるTrp-P-1の 毒

性 と相加効果を示 し,,MTT代 謝活性低 下(図3),
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糖新生能(図5)や 尿素合成能の低下(図6)を

助長 した。つ ま り,着 色料を日常摂取 している と,

肝細胞 はTrp-P-1を 十分 に解毒 できな くな ること

を意味 して いる。

Trp-P-1は 発 ガン前駆体である。薬物代謝系 で

N一 ヒ ドロキシ体 に代謝 され1°),こ れが容易 にラ

ジカルとな り11),DNAに 損傷 を与 えてフレー ム

シフ ト型の突然変異を誘発 し,同 時に細胞膜 を損

傷 して発ガ ンに導 くと考えられている12.13)。Trp-

P-1はP450dあ るいはP450cで 発ガン体 に活性

化され る14)。本研究の結果では,人 工着色料 を与

えたラ ットの肝細胞のP450量 に変化 はなく(表

5),人 工着色料はP450に よるTrp-P-1の 活性 化

に影響 を与 えない と考え られた。に もかかわらず,

着色料群の肝 細胞 はTrp-P-1の 影響 を対照群 よ り

強 く受 け,肝 特異機能 を低下 させた。 これ らの結

果 は,人 工着色料を日常摂取す ると,Trp-P・1を

発 ガン体に活性 化する能 力を維持 しなが ら,肝 機

能 は低下 し,発 ガンの リスクが高 まる ことを推測

させ る。

Trp-P-1の 発ガン機構 に人工着色料が どの よ う

に関わ るかについては,最 近著者 らはその微量 の

活性化体 を感度 よ く定 量す る方法 を確 立 した の

で15),さ らに詳細 に研究 したい と考 えている。

お わ り に

近年,消 費者 は食品添加物や人工着色料 に過敏

になっている。 これ らの安全性 につ いては,FA

O/WHOが 膨 大 な毒性試 験のデー タに基 づいて

ADIを 設定 し,さ らに日本の厚生省 は厳 しい使

用規制を設けている。私達が普通に食生活 を営 め

ば,食 品添加物 などの毒性 に神経質になる必要 は

ないであろ う。 しか し,最 近,タ ール系色素が そ

の有用性 を含 め,ア レルゲン性や行動異常毒性 な

どの点で問題 になって いる。本研究 の結果 は,さ

らにこれに違 った視点か ら,人 工着色料 を摂取 し

続 けるとTrp-P-1な どの他の食事異物 に対す る耐

性が低下 し,複 合毒性が起 こる可能性 を指摘 した。

タール系色素 は,安 全性 に疑 いがあるもの は淘

汰 され,日 本 で認可 されているものは12品 目にな

り,需 要 も年 々減少 し,過 去数年 の年間消費 は約

240tで あ る。 さらに,企 業が使用 を自粛 してお

り,今 後の使用量 はより減少すると思われ る。食

品添加物にはそれ ぞれに リスク とベ ネフィッ トが

あるが,着 色料のベ ネフィッ トは視覚効果で ある。

日本食は 「目で味わ う」 とも言われ,視 覚 も重要

な嗜好の一 つで ある。 しか し,本 来の視覚効果 と

は食品の自然 な色,器,盛 り付 けなどで あり,人

工色素 で故意 に色付 けした食品 は,む しろ日本人

の繊 細な美的感覚 を損な うと思われ る。

食品添加物 は,人 類の知恵が生 み出 した,近 代

社会に必須の食文明の一つである。現代の食生活

か ら全ての食品添加物を除けば,品 質劣化,カ ビ

毒な ど様々 なリスクを負 うことになる。 しか し,

人工着色料 はむしろ食文化を退廃 させ るもので,

これを除いても負 うリス クはな く,私 達の将来の

食文明のために,人 工着色料の使用 はで きるだけ

控 える方がよいと考 える。

最後に,本 研究 を遂行するにあ たり,研 究助成

金 を賜 りました浦上食品 ・食文化振興財団お よび

関係各位 に心か ら深謝いた します と共 に貴財団の

益々のご発展 を祈念申 し上げ ます。
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DetectionofMultipleToxicityofDietaryXenobiotics

withPrimaryCulturedHepatocytesofRat

KazukiKanazawa(DepartmentofBiofunctionalChemistry,KobeUniversity)

Multipletoxicityoffoodadditivesandcoloringswithotherdietaryxenobioticswas

examinedusingprimaryculturedhepatocytes,becausetheykeptastressbythexenobio-

ticswhenhadgiventherat.Theratsfedamixtureof4foodadditives,sorbitol,sodium

glutamate,benzoicacid,andpropyleneglycol,orfedamixtureof6artificialfood-colo-

r{ngs,erythrosineB,alluraredAC,newcoccine,brilliantblue,tertrazine,andfastgreen,

withahalfamountoftheirrespectiveacceptabledailyintakefor4weeks.Afterthe

preparationandtheprimarycultureofhepatocyteshavingthestressbyfoodadditivesor

colorings,theotherdietaryxenobioticswereaddedtothemediumfortheexaminationof

theirmultipletoxicities.

Oneofdietarycarcinogens,Trp-P-1,wasmosttoxicinthexenobioticswhenadded

tothecells,particularlyonthehepatocytesfromratsfedcolorings.Trp-P-1facilitatedto

suppressglyconeogenesis,ureacycleactivity,aminoacidmetabolicsystem,andmetabolic

acitivityofthemitochondriainthecolorings-stresscells,althoughthecellskeptsynthetic

activitiesofDNAandprotein,andP450systemunchanged.Theseresultsindicatedthat

theliverhavingstressbycoloringsimpairedthehepaticfunctionsbutmaintainedthe

activitytometabolizeTrp-P-1toitsultimatecarcinogenicformbyP450systems.

Trp-P-10ccursinourdailyfoodandwecannotavoiditbecauseformedduringcoo-

king.Thedailyintakeofartificialfood-coloringsmayincreaseariskofcarcinogenicity

causedbydietarycarcinogenssuchasTrp-P-1.


