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本博士論文の概要 

 

熱ショックタンパク質（heat shock protein：HSP）は生物がストレスを受け

た場合に細胞内に誘導されるタンパク質であり、熱及び細菌感染などの様々な

ストレス条件に曝された際に発現が上昇して細胞を保護する。本博士論文にお

いては、HSP の中でも盛んに研究が行われている分子量 7 万程度の HSP70 に

着目し、その発現を増強させる機能性食品の開発を目的とした研究を行った。 

 

第 1章 Hsp70 mRNAの発現量の上昇活性を有する素材の探索及び製造方法の

確立 

 

 北海道産の農水産物を収集し、熱水抽出物を作製した。得られた抽出物を用

いてヒト子宮頸がん細胞（HeLa 細胞）における Hsp70 mRNA の発現量の上昇

活性を半定量 PCR により評価した。その結果、アスパラガス（Asparagus 

officinalis）若茎熱水抽出物に最も高い活性が認められ、活性物質探索の結果、

新 規 化 合 物 で あ る (S)-(2-formylfuran-5-yl)methyl 5-oxopyrrolidine-2- 

carboxylate を発見するに至った。また、原料としてのアスパラガスは、流通の

ために切り落とされる下端部が利用できることを明らかにした。さらに、酵素

処理を行うことにより、この未利用資源を Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を

有する素材として工業レベルで製造可能にした。 
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第2章 In vitro及び in vivoにおける酵素処理アスパラガス熱水抽出物（ETAS）

の Hsp70 発現量及びストレス指標に対する効果 

 

 第 1章で調製した酵素処理アスパラガス熱水抽出物（ETAS）について、in vitro

で Hsp70 mRNA 及び HSP70 タンパク質発現量を評価し、さらに in vivo でマ

ウス断眠モデルを用いて抗ストレス効果を検討した。その結果、in vitroでETAS

は濃度依存的に Hsp70 mRNA 及び HSP70 タンパク質の発現量を上昇させた。

また、in vivo ではストレス指標であるコルチコステロン濃度を減少させた。 

 

第 3 章 健常成人における ETAS の Hsp70 mRNA 発現、ストレス指標及び睡

眠に対する効果 

 

ETAS の安全性を検討するため、Ames 試験、マウス骨髄小核試験、ラット急

性及び亜慢性経口投与毒性試験を実施した。さらに、3 つのヒト介入試験をデザ

インし、ETAS の血液細胞の Hsp70 発現、自律神経、ストレス指標及び睡眠へ

の影響を評価した。  
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総合緒論 

 

第1節 熱ショックタンパク質（heat shock protein：HSP） 

 

熱ショックタンパク質（heat shock protein：HSP）は、ストレスタンパクと

も呼ばれ、分子量が約数万から 15 万程度のタンパク質であり、分子量によりい

くつかのサブグループに分類されている（HSP10、HSP27、HSP40、HSP60、

HSP70、HSP90、HSP110 など）。近年、HSP ファミリーに新しい命名法が用

いられるようになったが（Kampinga et al., 2009）、本論文では、より一般的な

分子量に基づく命名を使用する。HSP は生物が物理的、化学的、生理的あるい

は精神的ストレスを受けた場合に細胞内に誘導されるタンパク質の一群である

（Kregel et al., 2002; Richter et al., 2010）。具体的には、熱、細菌感染、炎症、

活性酸素、紫外線、飢餓及び低酸素状態などの様々なストレス条件に曝された

際に発現が上昇して細胞を保護する（Singh et al., 2013; Lennikov et al., 2013; 

Feder et al., 1999）。さらに、タンパク質のフォールディング制御や異常タンパ

ク質（狂牛病プリオンタンパク質、アルツハイマー病アミロイド β タンパク質

など）の凝集抑制といった分子シャペロンとしての機能も有する（Wilhelmus et 

al., 2007; Soo et al., 2008; Zhang et al., 2012; Murshid et al., 2013; Ellis, 

2007）。HSP の中でも、特に HSP70 については盛んに研究がなされており、ヒ

トの Hsp70 遺伝子ファミリーは、HSP70、HSP72、HSP73 などのタンパク質

をコードする少なくとも 11 の遺伝子が存在する（Tavaria et al., 1996）。これ

までに HSP70 は皮膚、消化管、肝臓や腎臓などの多くの組織に恒常的に発現し

ていることが明らかになっている（Chang et al., 2007; Senf et al., 2008; Flohé 

et al.,1998; Zhou et al., 1998; Beck et al., 2000; Tsukimi et al., 2001）。最近、

HSP70 はアポトーシス抑制効果（Yoshihisa et al., 2012; Ueng et al., 2013; Wu 
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et al., 2013）や抗炎症活性（Huang et al., 2012; Kim et al., 2013）を示すこと

が報告され、これらは多様なストレスからの細胞保護作用に関与している

（Hirata et al., 2009; Nishida et al., 2010）。 

 

第2節 HSP70 発現メカニズム 

 

真核細胞 Hsp 遺伝子の 5'上流のプロモーター領域には熱ショックエレメント

（heat shock element：HSE）と呼ばれる共通の塩基配列が存在する。この HSE

に特異的な転写因子（heat shock factor：HSF）が結合することにより Hsp 遺

伝子の転写が開始される（Fig. 1, Morimoto, 1993; Maugeri et al., 2010; Silver 

et al., 2012; Westerheide et al., 2012）。通常、HSF は単量体として細胞質に存

在し、HSP90、HSP70 や HSP40 などと結合して不活性な状態にある。そこに、

熱などのストレスが加わると、細胞内のタンパク質が変性し、HSP70 などはそ

れに結合する。HSP70 からはずれた HSF は三量体となって活性化状態となり

（Baler et al., 1993; Westwood, 1993）、核内に移行して HSE に結合する

（Alastalo et al., 2003; Jolly et al., 2002; Sarge et al., 1993）。このようにして

Hsp 遺伝子の転写が促進される。熱ショック後に細胞内に HSP（特に HSP70）

が増加すると、変性したタンパク質は修復され、HSF に再び HSP70 が結合し

て不活性化する。その結果 Hsp 遺伝子の転写が抑制される。このようにして一

種のネガティブフィードバック機構によって HSP の発現が制御されている。さ

らに、細胞内に変性したタンパク質を注入するだけで HSP が合成されてくるこ

とから、変性したタンパク質が熱ショック応答の引きがねになっていると考え

られている。第 1 節において、HSP は様々なストレスで誘導されてくることを

述べたが、これらのストレスはいずれもタンパク質の構造を変化（変性）させ

るものであり、タンパク質毒性（proteotoxicity）をもっている。また、それら
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のストレスは細胞内で不安定なタンパク質が増加するような生理的条件でもあ

る。なお、Hsp 遺伝子のプロモーター領域には HSF 以外の転写因子が結合する

塩基配列が存在し、正常温度での HSP の発現を制御している（Jordan et al., 

2012）。 

 

 

Fig. 1. 熱ショックによる HSP70 誘導メカニズム（Silver et al., 2012 を改変） 
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第3節 HSP70 誘導物質 

 

 HSP70 が細胞保護作用や分子シャペロンとしての機能を有することから、無

毒性で HSP70 を誘導する物質は、ストレス性潰瘍、虚血再灌流による障害、タ

ンパク質の折りたたみ異常により発症する疾患（神経変性疾患）などの予防や

治療に役立つものと期待される（Rokutan et al., 1998; Ohtsuka et al., 2005; 

Soti et al., 2005; Westerheide and Morimoto, 2005）。これまでに、HSP70 を

誘導する物質としてゲラニルゲラニルアセトン（GGA）、レバミピド、カルベノ

キソロンなどが知られており、天然物としてはシャクヤク（Paeonia lactiflora）

の主成分であるペオニフロリンが報告されている（Yan et al., 2004）（Fig. 2）。 

 

                

 

 

ゲラニルゲラニルアセトン（GGA） 

        レバミピド 

 

 

 

 

 

   カルベノキソロン         ペオニフロリン 

Fig. 2. GGA、レバミピド、カルベノキソロン及びペオニフロリンの化学構造 
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3-1 ゲラニルゲラニルアセトン（GGA） 

 

GGAは胃炎・胃潰瘍治療剤として知られるセルベックス（エーザイ株式会社）

の主成分であり、非環状イソプレノイド化合物である。GGA は薬剤を用いて胃

粘膜に HSP の誘導効果を確認した初めての医薬品であり（Hirakawa et al., 

1996）、HSP と胃粘膜障害軽減効果のメカニズムなどについて研究されている。

胃粘膜細胞に対しては、GGA が HSP70 の C 末端に結合することでそのシャペ

ロン活性を不活性化し、その結果、HSF1 を活性化させて、HSP70、HSP90 及

び HSP60 を誘導することが報告されている（Yanaka et al., 2007; Otaka et al., 

2007）。また、GGA はアスピリンやインドメタシンに代表される非ステロイド

性抗炎症薬（NSAIDs）による胃粘膜障害を抑制することが知られている

（Ushijima et al., 2005）。さらに胃粘膜細胞だけではなく、脳、心臓、肝臓、

小腸、網膜など様々な臓器で HSP の誘導効果が確認されている（Katsuno et al., 

2005; Ooie et al., 2001; Fan et al., 2005; Ohkawara et al., 2006; Ishii et al., 

2003）。このことは、GGA が胃以外の臓器におけるいくつかの疾患（例えば、

虚血再灌流障害、外傷、炎症、感染、ストレス潰瘍及び臓器移植など）に対し

ても治療や予防の可能性を持つことを示唆している（Rokutan et al., 1998）。ま

た、ハンチントン舞踏病などに代表されるポリグルタミン病やアルツハイマー

病などの神経変性疾患に対しても、GGA は HSP70 誘導作用によって、タンパ

ク質のミスフォールディングとそれに伴った凝集体の形成を抑制し、症状を発

生遅延、改善するとの報告がある（Katsuno et al., 2005）。 
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3-2 レバミピド 

 

レバミピドは大塚製薬株式会社で合成された新規化合物であり、1990 年にム

コスタ錠（大塚製薬株式会社）として発売されている。胃粘膜防御因子を増強

する胃炎・胃潰瘍治療剤であり、ラット胃粘膜細胞（RGM-1 細胞）において

HSP70 を誘導し、活性酸素や軽度の熱ショックによる細胞死を抑制することが

知られている（Hahm et al., 1997; Tsukimi et al., 2002）。また、レバミピドは

シクロオキシゲナーゼ-2（cyclooxygenase-2: COX-2）の発現を誘導し、プロス

タグランジン E2（prostaglandin E2: PGE2）レベルを増大させることで COX-2

依存的に胃粘膜防御を高めることが示されている（Sun et al., 2000）。レバミピ

ドは胃粘膜障害に対して、ラジカル産生抑制作用、好中球活性化抑制作用

（Arakawa et al., 1998）、ヘリコバクターピロリ（Helicobacter pylori）による

ピロリ菌感染症に対する治療効果を持っている（Nebiki et al., 1998）。さらに、

レバミピドは胃粘膜だけではなく、結膜と角膜を被覆している涙液中のムチン

を増加させるという全く新しい機序を持つ（Urashima et al., 2004）。そのため、

ドライアイの治療に有効であり、点眼剤としても利用されている。 

 

3-3 カルベノキソロン 

 

カルベノキソロンは生薬であるカンゾウ（Glycyrrhiza uralensis 又は G. 

glabra）成分中のグリチルリチンの加水分解物であるグリチルレチン酸及びそ

の誘導体である（柴田ら, 2007）。カンゾウの抽出物及びその成分は、鎮痛鎮痙

作用、鎮咳作用、抗消化性潰瘍作用、胆汁排泄促進作用、肝保護作用、抗炎症

作用、抗アレルギー作用、ステロイドホルモン様作用及び抗変異原性作用など

様々な薬理作用を有する（Chandler, 1985）。カルベノキソロンは PGE2 量を増



- 9 - 
 

加させ（Franco et al., 1993; Rask-Madsen et al., 1983）、また、胃粘液の分泌

を増加させることによって 4℃条件で誘導される低温ストレスによる胃潰瘍の

発症を防ぐことが知られている（Koo et al., 1986）。これまでの研究では HeLa

細胞において、カルベノキソロン処理により HSP70 のみが誘導され、HSP90

や HSP40 は誘導されないという報告があったが（Nagayama et al., 2001）、そ

の後、同じく HeLa 細胞に対してカルベノキソロン処理において HSP70 だけで

はなく、HSP40やHSP27も顕著に誘導され、また、その誘導メカニズムはHSF1

の HSE 結合によることが報告された（Kawashima et al., 2009）。また、主成

分のひとつであるグリチルリチン自体も HSP 誘導補助剤である（Yan et al., 

2004）。 

 

3-4 ペオニフロリン 

 

ペオニフロリンは、中国、日本及び朝鮮などで利用されている生薬のシャク

ヤク（Paeonia lactiflora）の主成分のひとつであり、抗炎症作用（Dong-Yi et al., 

2011）、血液凝固抑制作用（Yean et al., 2010）などの様々な薬理作用を有する。

さらに、ペオニフロリンは血液脳関門（blood-brain barrier: BBB）を急速に通

過すること（He et al., 2004）、ラットの学習機能障害抑制効果（Liu, D et al., 

2006）、ドーパミン作用性神経変性の減少（Liu, H et al., 2006）や、Bacillus 

Calmette Guérin（BCG）とリポ多糖類による肝臓傷害からの保護（Liu, J et al., 

2006）、紫外線による DNA 損傷からの防護とアンチエイジング効果（Lee, S et 

al., 2006）などが報告されている。これら論文では HSP の発現量は報告されて

いないが、効果の一部は HSP70 の発現によるタンパク質のミスフォールディン

グとそれに伴った凝集体の形成を抑制する作用、アポトーシスやネクローシス

などの細胞死抑制作用などによる可能性がある。 
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第4節 温熱による HSP の誘導 

 

 日本では古くから「温浴」の習慣があり、長寿の秘訣とも言い伝えられてき

た。また、遠赤外線による温熱効果で発汗を促し、体内の老廃物を排泄させる

ことを目的とした「岩盤浴」や、がんの代替療法としての温熱療法（Palazzi et 

al., 2010）に至るまで、加温による健康への期待が高まっている。熱により HSP

が誘導されることはすでに述べたが、加温がもたらす効果に HSP が携わること

も少なくない（Frost, 2004; Marković et al., 2009; Eppink et al., 2012; 

Romero-Suarez et al., 2012）。その代表として、40～42°C のマイルドな温度で

全身を加温し、細胞に熱ストレスを与えることで HSP を誘導し、ストレスや疾

患の防御や治療などの健康に役立てるマイルド加温療法があげられる（Itoh, 

2009; 伊藤, 1998）。マイルド加温療法は、加温自体により白血球及びリンパ球

が増加して自然免疫能が増強するとともに、加温により誘導される HSP により

NK 細胞（ナチュラルキラー細胞；自然免疫の主要因子として働く細胞傷害性リ

ンパ球）の活性化、樹状細胞の数及び活性の増強、がんワクチン作用など免疫

能を高める作用があり、免疫系に深く関与している（Multhoff, 2002; Fiqueiredo 

et al., 2009）。伊藤は、ストレスが加わる前にあらかじめ熱ストレスを与え、HSP

を増加させておき、過大なストレスに備える予備加温療法（プレコンディショ

ニング）を提唱している（伊藤, 2002）。日本人が古くから行っている温浴でも、

このマイルド加温が可能であり、40°C で 20 分、42°C で 10 分程度の温浴によ

り HSP が増加すると言われている。  
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第5節 ストレス 

 

第 1 節において、HSP は様々なストレスで誘導されてくることを述べたが、

本論文においても、HSP70 を誘導する素材の評価指標のひとつとしてストレス

を用いる。そのため、本節においてストレスについて記述する。 

現代はストレス過負荷の時代であり、「疲労大国」と言われる日本では疲労や

ストレスを感じている人は国民の約 8 割にのぼる。令和 2 年厚生労働省患者調

査によると、精神疾患により医療機関にかかっている患者数は約 500 万人であ

り、近年大幅に増加している。また、不眠人口や自殺者の増加を背景にストレ

ス対策が社会的な課題となっている。 

Selye は、ストレスを外部環境からの刺激によって起こる歪みに対する非特異

的反応と考え、ストレス学説を体系化した（Selye, 1936）。その後、Chrousos は、

ホメオスタシスを乱すかも知れないような内因性あるいは外因性の力をストレ

ッサー、ホメオスタシスを乱す恐れがある状態のことをストレスと定義してい

る（Chrousos, 1998）。生体は外界からのストレス刺激に対し、脳の視床下部を

介して自律神経系、内分泌系、免疫系の応答をする。ストレス応答機序は、こ

の 3 つの生体反応が相互作用し、複雑な生体防御反応をする（二木, 2008）。 

 

5-1 自律神経系ストレス応答 

 

厚生労働省健康用語辞典によると、一般内科で不定な症状を訴え、それに見

合った所見の得られない病態を自律神経失調症といい、身体症状としては、全

身倦怠感、めまい、頭痛、動悸などがある。自律神経は交感神経と副交感神経

から成り立っており、過度のストレス負荷により交感神経と副交感神経のバラ

ンスが崩れたり、自律神経の活動度が低下したりすると自律神経失調症が誘発
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される（東野, 2006）。心拍の増加、心拍出量の増加や呼吸数の増加など、交感

神経系が亢進されると同時に、視床下部－交感神経－副腎髄質系（SAM 系）と

呼ばれるシグナル伝達により、ノルアドレナリンなどのストレスホルモンが分

泌され、ストレスに対して比較的急性な生体防御応答を示す（脇田ら, 2013）。

近年、いくつかの代謝経路がストレス性疾患に関わっていることが報告されて

いる（Murrow and Debnath, 2013）。 

 

5-2 内分泌系ストレス応答 

 

 脇田らによると、ストレス刺激が継続すると、自律神経系の急性ストレス応

答に続いて、生体は内分泌系の変動を伴う生体防御反応を行う。このストレス

応答は、視床下部－交感神経－副腎皮質系（HPA 系）と呼ばれるシグナル伝達

により、副腎皮質からコルチゾールや副腎髄質からアドレナリンなどのカテコ

ールアミン類がストレスホルモンとして内分泌される。体温、血圧や血糖値が

上昇し、交感神経系の活動が高まる（脇田ら, 2013）。 

 

5-3 免疫系ストレス応答 

 

 身体の抵抗力を示す免疫は、ストレス指標のひとつと考えられ、特に、非特

異的に初期の生体防御機能を担う免疫タンパクなどがストレス指標となり、例

えば、NK 細胞の免疫活性があげられる（脇田ら, 2013）。さらに、副腎皮質ホ

ルモンにより NK 細胞の免疫活性低下が認められるなど、免疫系のストレス応

答は自律神経系及び内分泌系ストレス応答と複雑な相互作用が明らかにされて

いる（Fink, 2010）。 
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第6節 ストレス関連指標 

 

 ストレス応答を評価する方法は、① 問診や心理テストなどによる主観評価法、

② 血圧や心拍などの電気生理信号を統計的、動力学的に解析する手法、③ 血

液や唾液などの生体試料中のストレス関連物質を計測する生化学手法がある。 

 

6-1 主観評価法 

 

①の主観評価法によく用いられる心理テストには、Profile of mood state

（POMS：気分プロフィール検査）、Cornell medical index（CMI：コーネルメ

ディカルインデックス）や Stress check list（SCL：ストレスチェックリスト）

などがある。POMS は、緊張、抑うつ、怒り、活気、疲労及び混乱の 6 つの因

子が同時に測定できる心理テストである。CMI は，臨床心理学的な観点から精

神的な状態が関与する程度を測定する心理テストである。 Symptom 

checklist-90-revised（SCL-90-R：症状チェックリスト）は、患者の心理的抑う

つの概観を測定するチェックリストである。（脇田ら, 2004） 

  

6-2 生理信号によるストレス計測法 

 

②のストレス計測に用いられる生理信号は、心拍ゆらぎ、血圧、指尖脈波、

呼吸活動、皮膚温及び発汗による皮膚電気活動、瞳孔径や胃電図などが用いら

れる。近年のセンサー工学の著しい進展により小型携帯化が可能になり、連続

モニタリングによる時系列解析手法によるストレス評価研究が進展している。

（脇田ら, 2004） 
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6-3 生化学指標によるストレス計測法 

 

 ③の生化学指標に関しては、Selye がストレス学説を体系化した際に、ストレ

ス刺激により脳下垂体から副腎皮質刺激ホルモンの放出が増し、副腎皮質ホル

モン（コルチゾール）が増加し、副腎髄質ホルモン（アドレナリン）が血中で

増加すると具体的な仮説を提唱していた（Fig. 3）。 

 
Fig. 3. ストレスとストレスホルモンの関係 

 

6-3-1 コルチゾール 

 

コルチゾール（CORT）は副腎皮質から分泌されるホルモンで、糖質コルチコ

イドの一種である（PubChem）。ストレスを受けると、視床下部からコルチコ

トロピン放出ホルモン（CRH）が放出され、CRH は脳下垂体から副腎皮質刺

激ホルモン（ACTH）の放出を促し、最終的に副腎皮質からストレスホルモン

であるコルチゾールの分泌が促進される（井澤ら, 2007）。副腎皮質からのコル

チゾール分泌は、視床下部－下垂体－副腎皮質系のネガティブフィードバック

機構により調節されている（柴田, 2008）。 
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6-3-2 アドレナリン 

 

 アドレナリンは、副腎髄質から交感神経刺激によって放出されるホルモンで

あり、ストレス刺激により血中に放出されると心拍数や血圧の上昇が起こる（吉

岡, 2015）。交感神経系の興奮によって副交感神経が抑制されることで不眠症な

どの疾患となる恐れがある。 

 

6-3-3 ノルアドレナリン 

 

 ノルアドレナリンは、交感神経の節後線維終末と支配する器官の間での情報

伝達を行う神経伝達物質であり、交感神経刺激が伝導すると細胞外に放出され、

シナプス後のアドレナリン受容体に到達する（鈴木, 2015）。覚醒、集中、記憶、

積極性及び痛みをなくするなどの働きがあり、不足すると無気力、無関心、意

欲の低下及びうつ病の原因となると言われ、過剰になると、血圧及び血糖を上

昇させ、高血圧、高血糖を引き起こす（吉岡, 2015）。 

 

6-3-4 クロモグラニン A 

 

 クロモグラニン A（CgA）は、副腎髄質クロム親和性細胞や交感神経ニュー

ロンから分泌される主要なタンパク質であり、カテコールアミンとともに細胞

外へ共放出されることが知られている（Blaschko et al., 1967）。血中のカテコ

ールアミン分泌を反映することから、交感神経－副腎系の活動を示す指標とし

て利用されている（井澤ら, 2007）。また、CgA は顎下腺導管部に存在し、自律

神経刺激により唾液中に放出されるため、精神的ストレスの指標として着目さ

れている（Nakane et al., 2002; Ng et al., 2003; 井澤ら, 2007）。 
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6-3-5 アミラーゼ 

 

 アミラーゼは、主に交感神経系の刺激により耳下腺から分泌される。ストレ

スにより交感神経－副腎随質系が賦活されると、副腎髄質からアドレナリンや

ノルアドレナリンが血中へ分泌され、耳下腺からアミラーゼが分泌される

（Robert et al., 1996）。その結果、唾液中のアミラーゼ活性は高くなる。 

 

第7節 抗ストレス剤 

 

 令和 3 年の厚生労働省「労働安全衛生調査」によると、仕事に関して強い不

安やストレスを感じている人の割合は、およそ 5 割の状況にある。一方、メン

タルヘルスケアに取り組んでいる事業所は、およそ 6 割であり、労働者のスト

レスに対するケアはいまだ不十分と思われる。近年、ストレスが密接に関与す

ると考えられているうつや不眠、自律神経失調症を訴える人が急増しているが、

医療機関では抗不安薬や睡眠導入剤などの薬物療法で対処している。最もよく

使用されるのが、ベンゾジアゼピン系の抗不安薬及び睡眠導入剤であり、脳内

中枢神経を抑制する神経伝達物質であるガンマアミノ酪酸（GABA）受容体の

活性を高める（Christiaan et al., 2012）。しかし、一部の受診患者においては、

医薬品摂取が引き起こす健忘や嗜眠などの副作用、さらには過剰投与や依存症

の問題が指摘されている（Owen et al., 1983）。一方、ストレス、うつ及びメン

タルヘルス対策のサプリメントなども市販されている。一般社団法人日本サプ

リメント協会のサプリメントデータベースでは、神経伝達物質の合成に必須と

されるビタミン B 群、ビタミン C 及びオメガ 3 脂肪酸などの栄養素や、コルチ

ゾールの過剰な分泌を抑制すると考えられるサプリメント及び自律神経調節作

用を有するアセチルコリンを上昇すると考えられるサプリメントなどがある。 
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第8節 睡眠 

 

睡眠とストレスは密接に関わっており、前田は以下のように述べている。睡

眠に関連したホルモンは、睡眠中に分泌されるホルモンとサーカディアンリズ

ムに関連したホルモンの 2 つに大別できる。睡眠中に分泌されるホルモンの代

表は、成長ホルモンやプロラクチンである。一方、サーカディアンリズムに関

連したホルモンの代表は、メラトニンとコルチゾールである。成長ホルモンは

身体の成長、修復及び疲労回復の役割を果たす。そして、睡眠初期のノンレム

睡眠時に最大の分泌量を示す。プロラクチンは、睡眠開始直後から分泌され、

朝方に向かって増大する。乳汁分泌促進、ストレス耐性の増加及び身体修復の

作用があると言われている 。睡眠時には自律神経の副交感神経が働き細動脈が

弛緩し、成長ホルモンやプロラクチンが全身に運ばれる。 

 メラトニンは、習慣的就床時間の 1～2 時間前から分泌され始め、深部体温が

最低になる 1～2 時間前にピークを迎える。メラトニンは、サーカディアンリズ

ムに従い夜に分泌され、光刺激によって分泌が抑制される。一方、コルチゾー

ルは睡眠初期のノンレム睡眠で分泌が抑制され、朝の起床前後で分泌は最大と

なる。これは、日中に活発に過ごすために使われ、夜に向けて減少する（前田, 

2010）。近年、コルチゾールが亢進していると、睡眠の質が低下していることを

証明する報告がなされ（Hori et al., 2011）、ストレスによる睡眠の質の低下の生

理的メカニズムが解明されつつある。  
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第9節 本研究の目的 

 

 これまで述べたとおり、HSP は様々なストレス条件下に曝された際に発現が

上昇して細胞を保護する役割を果たす。 

一方で、生体は外界からのストレス刺激に対して、自律神経系、内分泌系、

免疫系の応答を示すことが知られており、ストレスを評価する指標としては、

問診などによる主観評価法、血圧などの生理信号による評価法、ストレス関連

物質による評価法がある。また、ストレスと睡眠は密接に関わっており、コル

チゾールなどのストレスホルモンの睡眠に対する影響などが明らかとなってい

る。 

しかし、これまで HSP70 と睡眠の関係については詳細が明らかになっておら

ず、既存の HSP70 誘導物質も睡眠への影響に関する研究は進んでいないため、

これらを解明することは、ストレスや睡眠をコントロールするための一助にな

り得ると考える。 

そこで本研究は、HSP70 を誘導する素材がストレスを軽減し、良質な睡眠を

もたらすために有益であるという仮説のもと、Hsp70 mRNA の発現量の上昇活

性を有する素材の探索、ヒトにおける Hsp70 mRNA 発現、自律神経、ストレス

指標及び睡眠への影響を評価し、HSP70 と睡眠の関係を解明することを目的に

実施した。本研究の最終的な目標は HSP70 発現増強活性を有する機能性食品を

開発し、ストレスや睡眠に悩む人達に安らぎをもたらすことである。 
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第1章 Hsp70 mRNAの発現量の上昇活性を有する素材の探索及び製造方法の

確立 

 

第1節 背景及び目的 

 

天然物由来の HSP70 誘導物質に関しては、シャクヤク（Paeonia lactiflora）

の主成分であるペオニフロリンが報告されている（Yan et al., 2004）。また、Yan

らの論文において、ペオニフロリンは熱ショック転写因子である HSF1 のリン

酸化や DNA 結合能を促進することで HSP70 を誘導すると述べられている。

（Yan et al., 2004）。総合緒論で述べたように、HSP70 はストレスに関連した

様々な薬理作用が報告されており、その発現をコントロールすることは、スト

レスが及ぼす疾患などの予防や治療の一助となる可能性があると考える。 

本研究では、HSP70 の発現増強活性を有する機能性食品の開発を目的とし、

本章ではその方法のひとつとして、Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を指標と

した研究を行った。北海道産農水産物について Hsp70 mRNA の発現量の上昇活

性を評価し、活性が認められた素材について、製造方法の確立及び Hsp70 

mRNA の発現量の上昇活性物質の探索を行った。 
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第 2 節 結果 

 

2-1  Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する素材の探索 

 

HSP70 の発現増強活性を有する機能性食品を開発するため、北海道産の農水

産物を収集し、その抽出物の HeLa 細胞における Hsp70 mRNA の発現量の上

昇活性を半定量 PCR により評価した。その結果、アスパラガス若茎熱水抽出物

に最も高い活性が認められた。Fig. 1-1 はコントロールの Hsp70 mRNA 発現量

を 100%とした時の値を示す。 

 

 

Fig. 1-1. Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 
HeLa 細胞における Hsp70 mRNA 発現量は、サンプル 1 mg/mL 添加後、半定

量 PCR で測定した。数値は平均値 ± 標準偏差（SD）(n=3)で示した。*p < 0.05 
vs control (Student’s t-test). 
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2-2  Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する素材の製造方法の確立 

 

2-2-1 緒言 

 

アスパラガス（Asparagus officinalis L.）は、日本においては北海道をはじめ

全国各地で栽培されている野菜である。古くから利尿作用や抗疲労効果、新陳

代謝促進作用を有するとされ、民間伝承薬として用いられてきた（Ye et al., 

1994; Hasani-Ranjbar et al., 2009; Negi et al., 2010; Guarrera and Savo, 

2013）。また、アスパラガス抽出物が、糖尿病ラットにおいて血中インスリンレ

ベルを増加させることや（Hafizur et al., 2012）、脂質低下作用（Zhu et al., 2011）、

酸化防御活性（Kim et al., 2009; Tiveron et al., 2012）を有することが報告され

ている。アスパラガスは出荷される際、上端から長さ 25 cm 程度に切りそろえ

られ、下端部分が切れ端となって大量に廃棄される。この切れ端は一部家畜飼

料などに利用されているが、ほとんどは未利用部位として畑に鋤き込んで処理

されている。そこで、この未利用部位の切れ端を原料として、アスパラガス抽

出物を工業レベルで製造する方法の確立を試みた。 

 

2-2-2 アスパラガス熱水抽出物の調製 

 

 アスパラガスを熱水抽出（121°C、20 分）し、濾過により抽出残渣を除き、

賦形剤としてパインデックスを添加後、凍結乾燥してアスパラガス熱水抽出物

を得た。加えた賦形剤の重量を差し引いて計算したところ、アスパラガス由来

固形分の回収率は 3.5%であった。  
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2-2-3 酵素処理検討 

 

アスパラガスは約 92%が水分であり、固形分としては約 8%である。熱水抽出

での固形分は 3.5%と低く、回収率向上を目的として、各種酵素処理を検討した。

熱水抽出後、各酵素をアスパラガス重量の 0.5%添加し、45～60°C（至適温度付

近）、24 時間処理した。その結果、セルラーゼ（スクラーゼ C）＋ペクチナーゼ

（マセロチーム A）処理が最も高い回収率（5.7%）であった（Fig. 1-2）。 

 

 
Fig. 1-2. 各酵素処理後のアスパラガス固形分回収率 
アスパラガス（50 g、新鮮重）を熱水（100 mL）で 121°C、20 分抽出した。抽

出後、45~60°C に放冷し、それぞれの酵素（0.25 g）で 24 時間反応した。反応

後、121°C、20 分で失活し、濾過により残渣を除去した後、賦形剤としてパイ

ンデックスを加えて凍結乾燥した。 
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 次に、最も回収率が高かったセルラーゼ及びペクチナーゼ処理について、添

加量の検討を行った。セルラーゼをアスパラガス重量の 0.04～1.2%添加し、

60°C、24 時間反応し、回収率を算出した。その結果、酵素添加量の増加に伴い、

回収率も増加した（Fig. 1-3A）。また、ペクチナーゼをアスパラガス重量の 0.2

～2.0%添加し、45°C、24 時間反応させた結果、同様に回収率が増加した（Fig. 

1-3B）。 

 
 
        セルラーゼ処理             ペクチナーゼ処理 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Fig. 1-3. セルラーゼ処理後(A)又はペクチナーゼ処理後(B)の回収率 
アスパラガス（50 g、新鮮重）を熱水（100 mL）で 121°C、20 分抽出した。抽

出後、60°C に放冷しセルラーゼ（アスパラガスの 0.04～1.2%）を添加又は 45°C 
に放冷しペクチナーゼ（同0.2～2.0%）を添加し24時間反応した。反応後、121°C、

20 分で失活し、濾過により残渣を除去した後、賦形剤としてパインデックスを

加えて凍結乾燥した。 
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次に、酵素反応時間の検討を行った。セルラーゼをアスパラガス重量の 0.5%

添加し、60°C、12～36 時間反応し、回収率を算出した。その結果、23 時間で

回収率が最も高くなり、それ以降増加しなかった(Fig. 1-4)。 

最後に、酵素反応温度の検討を行った。セルラーゼ、ペクチナーゼの至適温度

は、それぞれ 60°C、45°C であるが、工業レベルでの生産を考慮すると、同一

温度での反応が好ましいため、ペクチナーゼの至適温度である 45°C でセルラー

ゼ処理を行い、アスパラガス固形分の回収率を算出した。その結果、45°C でも

回収率 5.4%を示し、60°C での回収率 5.2%と同等であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-4. セルラーゼ処理後の回収率 
アスパラガス（50 g、新鮮重）を熱水（100 mL）で 121°C、20 分抽出した。抽

出後、60°C に放冷しセルラーゼ（0.25 g）を添加して 12～36 時間反応した。

反応後、121°C、20 分で失活し、濾過により残渣を除去した後、賦形剤として

パインデックスを加えて凍結乾燥した。 
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2-2-4 酵素処理アスパラガス抽出物の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 

 

 アスパラガス抽出物（未処理）及び酵素処理アスパラガス抽出物（セルラー

ゼ + ペクチナーゼ処理）の HeLa 細胞における Hsp70 mRNA の発現量の上昇

活性を半定量 PCR により評価した。その結果、酵素処理、未処理間で有意な活

性の差は認められなかった（Fig. 1-5）。 

 
Fig. 1-5. 酵素処理アスパラガス抽出物の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 
HeLa 細胞における Hsp70 mRNA 発現量は、サンプル 1 mg/mL 添加後、半定

量 PCR で測定した。数値は平均値 ± 標準偏差（SD）(n=3)で示した。#p = 0.082 
vs 未処理 (Student’s t-test). 

 

 以上の結果、セルラーゼ及びペクチナーゼをアスパラガス重量の 0.2%以上添

加し、45～60°C、約 24 時間反応することで、HeLa 細胞において、酵素未処理

と同等の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を維持したままアスパラガス固形

分の回収率を上昇させることができた。次に酵素処理アスパラガス熱水抽出物

を ETAS（イータス: enzyme treated asparagus extract）とし、工業レベルの

スケールで調製を行い、活性物質の探索を行った。  
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2-3 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質の探索 

 

2-3-1 ETAS の調製 

 

 アスパラガス（新鮮重 90 kg）に水 180 L を加え、121°C、45 分加熱し、熱

水抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで下がった段階でセルラーゼ（0.9 

kg）を添加して攪拌した。さらに45°Cまで下がった段階でペクチナーゼ（0.9 kg）

を添加し、24 時間反応した。得られた反応液を 121°C、20 分で加熱して酵素を

失活させ、賦形剤としてパインデックス（9.0 kg）を添加した後、スプレードラ

イヤーで乾燥粉末化して ETAS（14.5 kg）を得た（Lot.111104）。調製した ETAS

の成分組成を Table 1-1 に示す。 

 

Table 1-1. ETAS の組成 (Lot.111104) 

Component Lot.111104 
Moisture (wt%) 2.5 
Protein (wt%) 7.1 
Total fat (wt%) 1.0 
Ash (wt%) 2.9 
Available carbohydrate and dietary fiber (wt%) 86.5 
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2-3-2 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質の単離 

 

 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質を同定するため、ヒト前骨髄

性白血病細胞（HL-60 細胞）における Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性をリ

アルタイム PCR により評価し、その活性を指標に ETAS から生理活性物質の精

製を行った。前述の 2-3-1 で調製した ETAS のうち 6 kg を DIAION HP-20 カ

ラムクロマトグラフィーにより精製した。DIAION HP-20 カラム分画物の

Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性試験結果を Fig. 1-6 に示す。 

 

 
        H2O   30% MeOH aq.  60% MeOH aq.  MeOH 

                （0.5 mg/mL）  （0.5 mg/mL）（0.5 mg/mL）  

 

Fig. 1-6. DIAION HP-20 カラム分画物の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 
リアルタイム PCR により分画物の HL-60 細胞における Hsp70 mRNA 発現量

の上昇活性を評価した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）(n=5)で示した。*p 
< 0.05 vs control (Student’s t-test). 
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活性試験の結果、メタノール溶出画分の活性が最も高く、統計学的有意差は

認められなかったが、60%メタノール溶出画分、30%メタノール溶出画分にも

Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性の傾向が認められた。水溶出画分には活性が

認められなかった。30%メタノール溶出画分を HPLC により精製し、化合物 1 

（3.0 mg）を得た。60%メタノール溶出画分をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー及び HPLC により精製し、化合物 2（2.0 mg）を得た（Scheme 1-1）。 

 

 
 

Scheme 1-1. 活性物質の精製スキーム  
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2-3-3 単離した化合物の構造決定 

 

 化合物 1 は淡黄色を呈する油状物質として得られた。1H-NMR、13C-NMR ス

ペクトルにおいて、δH 6.59 ppm (d, J= 3.4 Hz, δC 109.7 ppm)、δH 7.47 ppm (d, 

J= 3.4 Hz, δC 124.4 ppm)、δC 151.7 ppm 及び δC 162.1 ppm からフラン環を有

することが推測され、δH 5.57 ppm (dd, J= 3.6, 3.6 Hz)のヒドロキシメチル基及

び δH 9.53 ppm (s)のアルデヒド基から 5-hydroxymethyl-2-furfural（HMF）

と予想された。さらに、HPLC による標準品との保持時間の一致から

5-hydroxymethyl-2-furfural（HMF）と決定した（Vinas et al., 1992）。 

 化合物 2 は褐色を呈する油状物質として得られた。HREI-MS から m/z 

237.0612 (calcd for C11H11NO5, 237.0637) であり、分子式が C11H11NO5と判明

し不飽和度は 7 であった。1H-NMR 及び 13C-NMR スペクトルは化合物 1 と類

似していたため、HMF の部分構造を持つことが推察された（Table 1-2）。COSY

スペクトルにより H-2′/H-3′、及び H-3′/H-4′に 1H-1H 相関が観察されたことか

ら、C2′-C3′-C-4′の部分構造を持つことが明らかとなった。また、NH/C-2′、

NH/C-5′、H-3′/C-5′、H-4′/C-5′、H-2′/C-3′及び H-2′/C-6′に HMBC 相関が認めら

れたことから、ピログルタミン酸の部分構造を持つことが明らかとなった。さ

らに、H-7/C-6′に HMBC 相関が認められたことから、化合物 2 の平面構造は

(2-formylfuran-5-yl)methyl 5-oxopyrrolidine-2-carboxylate と決定した（Figs. 

1-7, 1-8）。 

 

 
 

                            
 

Fig. 1-7. 化合物 1 及び 2 の化学構造  
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Table 1-2. 化合物 1 及び 2 の 1H-及び 13C-NMR（DMSO-d6）（13C; 100 MHz, 1H; 
400 MHz） 

  compound 1  compound 2 
position  δC (ppm) δH (ppm)  δC (ppm) δH (ppm) 

2  151.7   152.5  
3  124.4 7.47 (d, J= 3.4 Hz)  124.0 7.52 (d, J= 3.4 Hz) 
4  109.7 6.59 (d, J= 3.4 Hz)  113.3 6.82 (d, J= 3.4 Hz) 
5  162.1   155.1  
6  177.9 9.53 (s)  178.7 9.58 (s) 
7  55.9 4.50 (d, J= 3.6 Hz)  58.3 5.21 (d, J= 13.6 Hz) 
      5.26 (d, J= 13.6 Hz) 

OH   5.57 (dd, J= 3.6, 3.6 Hz)    
NH      8.05 (s) 
2′     54.7 4.24 (dd, J= 3.9, 9.1 Hz) 
3′     24.6 1.98 (m) 
      2.34 (m) 

4′     28.9 2.11 (m) 
      2.14 (m) 

5′     177.3  
6′     172.6  

 

 

 
Fig. 1-8. 化合物 2 の COSY 及び主な HMBC 相関  

3 4 

2' 5' 



- 31 - 
 

2-3-4 化合物 2 の合成及び絶対配置の決定 

 

 化合物 2 の C-2′の絶対配置の決定を目的とし、絶対配置が明らかとなってい

る(S)-pyroglutamic acid 及び(R)-pyroglutamic acid より化合物 2a 及び 2b を合

成した（小野ら, 1999; 高下ら, 2011）（Scheme 1-2, 1-3）。(S)-Pyroglutamic acid

又は(R)-pyroglutamic acid を D-fructose と neat の状態で加熱し、化合物 2a 及

び 2b を得た。化合物 2a 及び 2b の構造は NMR により確認した。 

 
Scheme 1-2. (S)-pyroglutamic acid と D-fructose から化合物 2a の合成 

 
Scheme 1-3. (R)-pyroglutamic acid と D-fructose から化合物 2b の合成  
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ETAS から単離した化合物 2、合成した化合物 2a 及び 2b の旋光度を測定し

た結果、化合物 2 の旋光度が－12.2°、化合物 2a が－11.8°、化合物 2b が＋11.3°

であった。さらに、HPLC により、キラルカラムを用いて ETAS から単離した

化合物 2、合成した化合物 2a 及び 2b を分析した。その結果、化合物 2 の保持

時間が 18.9 分、化合物 2a が 19.0 分、化合物 2b が 22.0 分であった（Fig. 1-9）。

この結果より、化合物 2のC-2’の絶対配置はS体であることが明らかとなった。 

 

 
 

Fig. 1-9. 化合物 2、2a 及び 2b の HPLC クロマトグラム（(A) 化合物 2a; (B) 化
合物 2b; (C) 化合物 2） 
HPLC は L-7100 series（HITACHI）を使用した。カラムは CHIRALPAK IA
（5 μm, 4.6 × 150 mm）を使用し、カラム温度 40°C、流速 1.0 mL/min、波長

280 nm、移動相は solvent A（20 mM phosphate buffer, pH 2.3）及び solvent 
B（MeCN）のグラジエントモード（0−5 min, 5% B; 5−20 min, 5−10% B; 20−60 
min, 10% B）で分析した。  
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2-3-5 ETAS 中の化合物 1 の分析 

 

 生アスパラガス、アスパラガス熱水抽出物、ETAS 中の化合物 1 の含量を調

べるため、それぞれサンプル調製し、HPLC で定量した。生アスパラガスは万

力で圧搾し、濾過後、賦形剤としてパインデックスを添加したものを凍結乾燥

した。アスパラガス熱水抽出物は 2-2-2 で調整したもの、ETAS は 2-3-1 で調整

した Lot.111104 を使用した。定量に関しては、Table 1-3 の計測値をもとに作

成した検量線を用いた。その結果、ETAS 中の化合物 1 が最も多く、アスパラ

ガス熱水抽出物の約 35 倍であった（Table 1-4）。 

 

Table 1-3. HMF (1)の検量線 

mg/mL Area     

0.0005 59594     

0.005 598573  Slope   8.33348E-09 
0.01 1184911  Intercept  -2.38982E-05 
0.05 6050209  Coefficient of determination 0.99997 
0.1 11980694  Correlation coefficient 0.99999 

 

Table 1-4. アスパラガス中の HMF (1)含量 

  % (w/w) 
Fresh asparagus < 0.0005 
Hot water extract 0.004 
ETAS 0.14 
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2-3-6 生アスパラガス中の化合物 2 の分析 

 

 化合物 2 が生アスパラガスに含有されるかを調べるため、合成した化合物 2a、

ETAS 及び生アスパラガス圧搾液を UPLC MS/MS により分析した（Sato et al., 

2009）。その結果、ETAS には化合物 2a が検出されたが、生アスパラガス圧搾

液中には検出されなかった（Fig. 1-10）。この結果から、化合物 2 は ETAS の調

製過程で生成する成分であることが明らかとなった。 

 
 

Fig. 1-10. UPLC MS/MS クロマトグラム: (A) 化合物 2a; (B) ETAS; (C) 生アス

パラガス 
カラム（Acquity BEH column, 1.7 μm, 2.1 × 100 mm）、移動相は solvent A
（20% MeOH aq. with 0.05% AcOH）及び solvent B（MeOH with 0.05% AcOH）

のグラジエントモード（0−0.2 min, 10% B; 0.2−2.5 min, 10−90% B; 2.5−2.6 
min, 90−100% B; 2.6−4.5 min, 100% B）、流速 0.25 mL/ min で分析した。   
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2-4  化合物 2 の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 

 

 単離した化合物 2、合成した化合物 2a、2b 及び HMF（1）の HL-60 細胞に

おける Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性をリアルタイム PCR により評価した。

まず、HL-60 細胞に各化合物を添加し、細胞増殖を評価した結果、0.5 mg/mL

で化合物 2b のみ細胞増殖抑制が認められた。それ以外の化合物は細胞増殖抑制

が認められなかった（Table 1-5）。 

 

Table 1-5. トリパンブルー細胞増殖抑制確認試験 (n=2) 

 cell viability (%) 
 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL 0.125 mg/mL 

compound 2 75.9 95.0 127.5 
compound 2a 106.6 114.6 130.8 
compound 2b 37.2 92.5 111.7 

HMF(1) 94.9 85.8 120.8 
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次に、Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を評価した結果、化合物 2 及び 2a

は濃度依存的に活性が認められた。その発現レベル（% of control）は、化合物

2 では 0.25 mg/mL で 131%、0.5 mg/mL で 334%であった。同様に化合物 2a

では 0.25 mg/mL で 207%、0.5 mg/mL で 286%であった。HMF（1）も 0.25 

mg/mL で活性が認められた（Fig. 1-11）。 

 

 
 
Fig. 1-11. Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 
リアルタイム PCR により各化合物の HL-60 細胞における Hsp70 mRNA 発現

量の上昇活性を評価した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）(n=5)で示し、コ

ントロールの発現量比を 100%としたときのサンプルの発現量比を%で示した。 
∗p < 0.05 vs control; ∗∗p < 0.01 vs control (Student’s t-test). 
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第 3 節 考察 

 

3-1  Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する素材の探索 

 

HSP70 の発現増強活性を有する食品を開発するために、北海道産の農水産物

を収集し、その熱水抽出物の HeLa 細胞における Hsp70 mRNA の発現量の上

昇活性を評価した。その結果、アスパラガス若茎熱水抽出物、ナガイモ熱水抽

出物に活性が認められた。ナガイモ熱水抽出物は粘性が高いため、工業レベル

での製造工程において濃縮が困難であり、さらにその乾燥粉末は吸湿性が高い

ことから製品の性状安定性が悪くなる欠点があった。そのため、開発素材とし

てはアスパラガスを選択した。 

 

3-2  Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する素材の製造方法の確立 

 

アスパラガス固形分の回収率向上を目的とし、各種酵素処理を検討した結果、

セルラーゼ＋ペクチナーゼ処理が回収率の向上に有効であることを明らかとし

た。細胞壁分解酵素であるセルラーゼ及びペクチナーゼによりアスパラガスの

細胞壁が分解された結果、固形分としての回収率向上につながったと考えられ

る。酵素添加濃度はアスパラガス重量の 0.2%以上で十分回収率の向上が認めら

れるため、採算性等を考慮して適宜調整可能と考える。反応温度については、

12 時間未満の検討は必要と考えるが、少なくとも 12 時間で十分回収率の向上

は認められる。また、至適温度が 60°C のセルラーゼは、ペクチナーゼの至適温

度である 45°C でも十分反応が進行し、回収率の向上が認められた。さらに、酵

素反応後でも Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性が認められたことから、本研究

により活性を維持したまま回収率を向上させる製造法を確立できた。 
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3-3 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質の探索 

 

本研究で確立した製造方法により調製した ETAS に含まれる Hsp70 mRNA

の発現量の上昇活性物質を同定するため、HL-60 細胞における Hsp70 mRNA

の発現量の上昇活性を指標に ETAS の精製を行い、既知化合物 1 及び新規化合

物 2 を単離した。化合物 1 は各種スペクトルデータ及び HPLC による標準品と

の保持時間の比較から、5-hydroxymethyl-2-furfural（HMF）と決定した。化

合物 2 は HR-MS、1D-及び 2D-NMR スペクトルデータから平面構造を決定し、

さらに合成した絶対配置の異なる化合物と旋光度及び HPLC の保持時間を比較

し、(S)-(2-formylfuran-5-yl)methyl 5-oxopyrrolidine-2-carboxylate と決定した。  

HMF はペントースやヘキソースの加熱により生成し、抗酸化作用や血流改善、

虚血性心疾患改善作用等があることで知られている（Fu et al., 2008; Kagami et 

al., 2008; Luo et al., 2009）。さらに、酸性条件下で HMF と有機酸を縮合させ

た様々な HMF 誘導体が報告されており、中でもウメ濃縮液から単離されたム

メフラールは、HMF とクエン酸が加熱反応して生成する成分として知られてい

る（Chuda et al., 1999）。ムメフラールは血流改善作用等を有し（Chuda et al., 

1999）、今日ではサプリメントとしても知られている。これまでに、HMF とリ

ンゴ酸、酒石酸、コハク酸等の有機酸が反応した HMF 誘導体が知られている

が（小野ら, 1999）、今回 ETAS から単離した化合物 2 は、HMF とピログルタ

ミン酸が縮合して生成したと考えられる。 

 HPLC による定量の結果、ETAS 中の HMF はアスパラガス熱水抽出物の約

35 倍であった。しかし、酵素処理の有無で Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性

に有意差がなかったことから、化合物 1 は活性を有するが、大きく関与しない

成分と考えられる。一方、UPLC/MS/MS 分析によると、化合物 2 は生アスパラ

ガスには含有されず、ETAS の調製過程で生成する成分であることが明らかと
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なった。アスパラガスに含まれるグルコースやフルクトースから生成した HMF

と、グルタミンから生成したピログルタミン酸が加熱条件下で縮合して化合物 2

が生成すると考えられる。 

 いずれの化合物も活性は有するが、DIAION HP-20 を用いた精製の際、最も

高活性であった画分はメタノール溶出画分であったことから、さらなる高活性

成分の探索が望まれる。 

 

3-4  化合物 2 の Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性 

 

 HL-60 細胞の培地に各化合物を添加し、細胞増殖を評価した結果、0.5 mg/mL

で化合物 2b のみ細胞増殖抑制が認められた。立体異性体である化合物 2a には

細胞増殖抑制が認められなかった。一方、HL-60 細胞における Hsp70 mRNA

の発現量の上昇活性をリアルタイム PCR により評価した結果、化合物 2 及び

2a は濃度依存的に発現を増加させる有意な活性が認められた。化合物 2 の

Hsp70 mRNAの発現量の上昇活性には2′位の絶対立体配置が関わっている可能

性が示唆されたが、作用機序の詳細については不明であり、今後の研究が望ま

れる。 
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第 4 節 実験部 

 

4-1 一般事項 

 

施光度は JASCO P-2200 Polarimeter を用いて測定した。NMR は JEOL 

JNM-AL400 Spectrometer (1H-NMR, 1H-1H COSY, HMBC:400 MHz 、

13C-NMR:100 MHz)で測定した（DMSO-d6, CD3OD）。化学シフトは溶媒とし

て DMSO-d6を用いた場合、DMSO-d6 = 2.49 ppm (1H-NMR)、DMSO-d6 = 39.5 

(13C-NMR)、CD3OD の場合、CH3OD = 3.30 (1H-NMR)、CD3OD = 49.0 ppm 

(13C-NMR)を標準としてppm値で与えた。EI-、HREI-MSは JEOL JMS AX-500 

mass spectrometer を用いて測定した。IR は JASCO FTIR-4100 Spectrometer

を用いて測定した。HPLC は L-7100 series（HITACHI）を使用した。UPLC

は ACQUITY UPLC System（Waters）を使用し、MS/MS は Micromass Quattro 

Premie Tandem Quadrupole mass spectrometer（Waters）を使用した。 

 

4-2 収集素材 

 

素材 採集地 
アスパラガス （Asparagus officinalis L.） 虻田郡喜茂別町 
リシリコンブ （Laminaria ochotensis） 利尻郡利尻町 
ヤーコン （Smallanthus sonchifolius） 札幌市 
メロン （Cucumis melo） 岩内郡共和町 
ニンジン （Daucus carota L.） 札幌市 
ナガイモ （Dioscorea batatas） 帯広市川西町 

いずれも株式会社アミノアップ化学（現 株式会社アミノアップ）保管の熱

水抽出（20 mL/g 乾燥重 121°C、20 分）サンプルを用いた。  
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4-3 細胞及び培地 

 

ヒト子宮頸がん細胞（HeLa 細胞; 独立行政法人理化学研究所バイオリソース

センター）は 10%ウシ胎児血清（FBS）及び抗生物質（ペニシリン G 100 U/mL、

ストレプトマイシン 100 μg/mL、アンフォテリシン B 0.25 μg/mL）添加ダルベ

ッコ変法イーグル培地（DMEM）を使用し、37°C、5%CO2下で培養した。 

 ヒト前骨髄性白血病細胞（HL-60 細胞; 大日本住友製薬株式会社）は 10%ウ

シ胎児血清（FBS）添加 RPMI-1640 培地（ニッスイ）を使用し、37°C、5%CO2

下で培養した（Kondo et al., 2000）。 

 

4-4 道産農水産物の熱水抽出物を用いた Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性試

験（半定量 PCR） 

 

HeLa細胞を10%FBS添加DMEMに懸濁し、6穴プレートに播種して（2 × 106 

cells/2 mL/well）、37°C、5%CO2下で培養した。翌日、フレッシュな DMEM（1.8 

mL）に交換し、サンプルを終濃度が 1 mg/mL となるように 0.2 mL 添加した。

コントロールには、イオン交換水 0.2 mL を添加した。6 時間培養後、細胞をセ

ルスクレーパーで剥がし、RNA 抽出キット NucleoSpin RNA II（タカラバイオ

株式会社）を使用してトータル RNA を抽出した。吸光度法により RNA 濃度を

算出し 50 ng/μL に揃えた後、cDNA 合成キット PrimeScript 1st strand cDNA 

Synthesis （タカラバイオ株式会社）及びキット付属の Oligo dT primer を用い

て cDNA を合成し、ジエチルピロカーボネート（DEPC）処理水により 10 倍希

釈したものを PCR のテンプレートとした。Hsp70（BC002453）に対する PCR

用のプライマーとして、5'-CAAGATCACCATCACCAACG-3'（forward primer）

及び 5'-CTCAAACTCGTCCTTCTCGC-3'（reverse primer）を使用した。内部
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標準遺伝子としては beta 2 microglobulin（B2M ; AB021288）を選択し、その

プライマーとして、5'-TAGCTGTGCTCGCGCTACT-3'（forward primer）及び

5'-AGTGGGGGTGAATTCAGTGT-3'（reverse primer）を使用した。PCR 用酵

素には Takara Ex Taq（タカラバイオ株式会社）を使用した。PCR 反応液（20 

μL）は 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM KCl、2 mM MgCl2、0.2 mM デ

オキシヌクレオシド 3 リン酸、0.5 U Takara Ex taq、10 pmol 各プライマー、

5 μL cDNA から成る。Bio-Rad C1000 thermal cycler (Bio-Rad) により下記の

方法で反応を行った。PCR 反応液を 94°C で 1 分間インキュベート（初期変性）

し、その後 94°C で 30 秒の変性、57°C（Hsp70）又は 59°C（B2M）で 30 秒の

アニーリング及び、72°C で 30 秒の伸長を 32 サイクル（Hsp70）又は 24 サイ

クル（B2M）繰り返した。最後に 72°C で 30 秒の伸長反応を行った。PCR 産物

はアガロースゲル電気泳動による分離後、エチジウムブロマイド（1 mg/L）に

より染色した。ゲルを UV（260 nm）照射下でスキャンし、TIFF 形式で取込ん

だ画像をもとに、蛍光強度を ImageJ software (http://rsbweb.nih.gov/ij/)により

測定した。最終的に、Hsp70 と B2M のバンド蛍光強度の比（Hsp70 / B2M）

を求めることで Hsp70 の発現量とした。 

 

  

http://rsbweb.nih.gov/ij/


- 43 - 
 

4-5 HL-60 細胞に対する細胞増殖抑制確認試験 

  

 各サンプルを 1.25～5 mg/mL となるようにイオン交換水で調製し、0.2 μm の

フィルターで濾過滅菌し、0.05 mL を 1 mL マイクロチューブに加えた。ここに

RPMI-1640 培地で 5 × 105 cells/mL になるように調製した HL-60細胞 0.45 mL

を加え、37°C で 24 時間インキュベートした。ここから、無菌的に 10 μL 分取

し、等量のトリパンブルーに懸濁して生細胞を計測した。 

 

4-6 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性試験（リアルタイム PCR） 

 

 HL-60 細胞を、あらかじめ 37°C にした RPMI-1640 培地で 5 × 105 cells/mL

となるように調製し、0.9 mL を 1.5 mL マイクロチューブへ入れた。そこへ、

化合物 2 及び 2a については終濃度 0.5、0.25、0.125 mg/mL となるように、化

合物 1 及び 2b については終濃度 0.25 mg/mL となるように培地に溶解した各サ

ンプル（0.1 mL）を添加した。コントロールにはイオン交換水 0.1 mL を添加

した。ポジティブコントロールには 100 μM の GGA（東京化成工業株式会社）

を 0.1 mL 添加した。4 時間後、細胞を遠心分離（1000 × g）により回収し、TRIzol

試薬（Ambion, Austin）を用いて RNA を抽出した。RNA 濃度は NanoDrop 2000

（Thermo Scientific）を用いて測定し、DEPC 水で 50 ng/μL に調製した。cDNA

合成は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover （TOYOBO）

を用いて行った。逆転写反応は 10 µL のスケールで行い、300 ng の RNA をテ

ンプレートとして用いた。逆転写反応液は RNase-free water で 10 倍に希釈し

た後、リアルタイム PCR のテンプレートとした。PCR 用のプライマーとして、

5'-GCATTTCCTAGTATTTCTGTTTGT-3' （ forward primer ） 及 び

5'-AATAGTCGTAAGATGGCAGTATA-3'（reverse primer）を使用した。内部
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標準遺伝子としては beta 2 microglobulin（B2M）遺伝子を選択し、そのプラ

イマーとして、5'-TAGCTGTGCTCGCGCTACT-3'（ forward primer）及び

5'-AGTGGGGGTGAATTCAGTGT-3'（reverse primer）を使用した。リアルタ

イム PCR は SsoAdvanced SYBR Green Supermix（Bio-Rad）を用いて CFX 

Connect Real-Time System (Bio-Rad)により反応を行った。反応条件は 95°C、

3 分の初期変性後、95°C（1 秒）、59°C（10 秒）を 40 サイクル行った。また、

B2M をリファレンスとして使用した。 

 リアルタイム PCR 解析システム CFX Connect により得られた Cq 値を用い

以下の計算式に基づいて Hsp70 遺伝子の発現量比を算出した（⊿⊿Ct 法）。 

サンプルの Hsp70 の Cq 値：A 

サンプルの B2M の Cq 値：B 

⊿Cq＝A－B 

⊿（⊿Cq）＝⊿Cq（サンプル）－⊿Cq（Day-2） 

発現量比＝2－⊿（⊿Cq） 

コントロールの発現量比を 100%としたときのサンプルの発現量比を%で示し

た。 
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4-7 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する素材の製造方法の確立 

 

4-7-1 アスパラガス熱水抽出物の調製 

 

 アスパラガス 50 g（新鮮重）を秤量し、300 mL 三角フラスコに入れ、イオン

交換水 100 mL を加えた。これを 121°C、20 分（オートクレーブ）抽出し、濾

過した濾液に賦形剤としてパインデックス（1.68 g; 松谷化学工業株式会社）を

加えた。これを凍結乾燥してアスパラガス熱水抽出物（3.45 g）を得た（アスパ

ラガス由来固形分 3.54%）。 

 

4-7-2 酵素の選抜 

 

アスパラガス 50 g（新鮮重）を秤量し、300 mL 三角フラスコに入れ、イオン

交換水 100 mL を加えた。これを 121°C、20 分（オートクレーブ）抽出した後、

下記酵素反応温度まで放冷した。その後、下記に示した各酵素をアスパラガス

重量の 0.5%（0.25 g）加え、各温度で 24 時間反応した。反応後、121°C、20

分（オートクレーブ）で酵素を失活し、濾過により残渣を除去した。得られた

濾液に賦形剤としてパインデックスを加え、オートクレーブにより滅菌（121°C、

20 分）した後、凍結乾燥して各酵素処理アスパラガス熱水抽出物を得た。 

Table 1-6. 酵素処理後のアスパラガス固形分 
種類 反応温度（°C） 賦形剤量（g） 固形分（%） 

マセロチーム A 
スクラーゼ A 
スクラーゼ C 
ユニアーゼ L 

スクラーゼ C + マセロチーム A 
スクラーゼ C + ユニアーゼ L 
マセロチーム A + ユニアーゼ L 

45 
50 
60 
55 
50 
55 
45 

2.49 
2.47 
2.95 
2.50 
2.47 
4.97 
4.92 

4.78 
4.77 
5.19 
3.81 
5.67 
5.47 
4.80 
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4-7-3 酵素添加量 

 

アスパラガス 50 g（新鮮重）を秤量し、300 mL 三角フラスコに入れ、イオン

交換水 100 mL を加えた。これを 121°C、20 分（オートクレーブ）抽出した後、

60°C まで放冷した。その後、セルラーゼ（スクラーゼ C; 三菱化学フーズ株式

会社）をアスパラガス重量の 0.04、0.2、0.4、1.2%添加し、60°C、24 時間反応

した。反応後、121°C、20 分（オートクレーブ）で酵素を失活し、濾過により

残渣を除去した。得られた濾液に賦形剤としてパインデックスを加え、オート

クレーブにより滅菌（121°C、20 分）した後、凍結乾燥して回収率を算出した。

同様に、ペクチナーゼ（マセロチーム A; ヤクルト薬品工業株式会社）をアスパ

ラガス重量の 0.2、0.5、1.0、2.0%添加し、45°C、24 時間反応させた。 

 

4-7-4 酵素反応時間 

 

 アスパラガス 50 g（新鮮重）を秤量し、300 mL 三角フラスコに入れ、イオン

交換水 100 mL を加えた。これを 121°C、20 分（オートクレーブ）抽出した後、

60°C まで放冷した。その後、セルラーゼをアスパラガス重量の 0.5%添加し、

60°C、12、18、23 及び 36 時間反応した。反応後、121°C、20 分（オートクレ

ーブ）で酵素を失活し、濾過により残渣を除去した。得られた濾液に賦形剤と

してパインデックスを加え、オートクレーブにより滅菌（121°C、20 分）した

後、凍結乾燥して回収率を算出した。 
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4-7-5 酵素反応温度 

 

アスパラガス 50 g（新鮮重）を秤量し、300 mL 三角フラスコに入れ、イオン

交換水 100 mL を加えた。これを 121°C、20 分（オートクレーブ）抽出した後、

45°C まで放冷した。セルラーゼ、ペクチナーゼをアスパラガス重量の 0.5%添

加し、45°C にて 24 時間反応した。反応後、121°C、20 分（オートクレーブ）

で酵素を失活し、濾過により残渣を除去した。得られた濾液に賦形剤としてパ

インデックスを加え、オートクレーブにより滅菌（121°C、20 分）した後、凍

結乾燥して回収率を算出した。 

 

4-8 Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質の探索 

 

4-8-1 ETAS の調製 

 

 ETAS は、株式会社アミノアップ化学の健康補助食品 GMP、ISO9001 及び

ISO22000 の認証工場で生産した。アスパラガス（新鮮重 90 kg）に水 180 L を

加え、121°C、45 分加熱し、熱水抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで

下がった段階でセルラーゼ（0.9 kg）を添加して攪拌した。1.5 時間後、45°C

まで下がった段階でペクチナーゼ（0.9 kg）を添加し、24 時間反応した。得ら

れた反応液を 121°C、20 分で加熱して酵素を失活させ、7,200 rpm で遠心分離

した後、上清に賦形剤としてパインデックス（9.0 kg）を添加した。この後、減

圧濃縮し、121°C、45 分滅菌した。最後にこれをスプレードライヤーで乾燥粉

末化して ETAS（14.5 kg）を得た（Lot.111104）。 
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4-8-2  Hsp70 mRNA の発現量の上昇活性を有する物質の単離 

 

 ETAS（Lot.111104; 1.0 kg）をイオン交換水に溶解し、DIAION HP-20（10.5 

× 48 cm; 三菱化学株式会社）カラムクロマトグラフィーに供し、イオン交換水

（12 L）で洗浄後、30%メタノール水溶液（12 L）、60%メタノール水溶液（15 

L）及びメタノール（10 L）で溶出した。30%メタノール水溶液溶出画分を減圧

濃縮し、画分 F1（121.2 g）を得た。一方、60%メタノール水溶液溶出画分を減

圧濃縮し、画分 F2（14.1 g）を得た。 

画分 F1 の一部（100.0 mg）を HPLC（CAPCELL PAK C18 UG-120, 20 × 250 

mm; 資生堂; solvent A, H2O; solvent B, MeOH; 0−10 min, 20% B; 10−30 min, 

20−50% B; 30−40 min, 50% B; 40−41 min, 50−20% B; and 41−45 min, 20% B, 

8 mL/min, A280）に供することにより淡黄色油状の化合物 1（3.0 mg)を得た。 

画分 F2 をイオン交換水（300 mL）に再溶解し、EtOAc で抽出した（300 mL 

× 5）。これを減圧濃縮して得られた濃縮物（2.5 g）をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（4.0 × 42 cm, 63−200 μm; メルク; CHCl3:MeOH = 95:5)に供し

た。ETAS からここまでの精製を 6 回繰返し、シリカゲルカラム精製画分（423.4 

mg）を得た。これをHPLC（CAPCELL PAK C18 UG-120, 20 × 250 mm; solvent 

A, H2O; solvent B, MeOH; 0−10 min, 20% B; 10−30 min, 20−50% B; 30−40 

min, 50% B; 40−41 min, 50−20% B; and 41−45 min, 20% B, 8 mL/min, A280）

に供することにより褐色油状の化合物 2（2.0 mg)を得た。 
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4-8-3 単離した化合物の構造決定 

 

 単離した化合物 2 のスペクトルデータを以下に示す。 

旋光度 [α]25
D
 −12.2° (c 0.69, MeOH) 

EI-MS (rel. int.) m/z 237 [M]+ (5), 110 (12), 109 (27), 84 (100) 

HREI-MS m/z 237.0612 (calcd. for C11H11NO5, 237.0637) 

IR (neat) νmax 3340, 3136, 1773, 1682, 1205 cm−1 

1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz) δ (ppm): 9.58 (1H, s, H-6), 8.05 (NH, s), 7.52 

(1H, d, J = 3.4 Hz, H-3), 6.82 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-4), 5.26 (1H, d, J = 13.6 Hz, 

H-7a), 5.21 (1H, d, J = 13.6 Hz, H-7b), 4.24 (1H, dd, J = 9.1, 3.9 Hz, H-2′), 

2.34 (1H, m, H-3′a), 2.14 (1H, m, H-4′a), 2.11 (1H, m, H-4′b), 1.98 (1H, m, 

H-3′b) 

13C-NMR (DMSO-d6, 100 MHz) δ (ppm): 178.7 (CH, C-6), 177.3 (C, C-5′), 

172.6 (C, C-6′), 155.1 (C, C-5), 152.5 (C, C-2), 124.0 (CH, C-3), 113.3 (CH, C-4), 

58.3 (CH2, C-7), 54.7 (CH, C-2′), 28.9 (CH2, C-4′), 24.6 (CH2, C-3′) 
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4-8-4 化合物 2a の合成 

 

(S)-Pyroglutamic acid（3.0 g, 23.2 mmol）と D-fructose（1.5 g）を三角フラ

スコに入れ、オートクレーブを用いて 121°C、20 分加熱した。その後、少量の

水に溶解し、DIAION HP-20（2.5 × 25 cm）カラムクロマトグラフィーに供し、

イオン交換水（600 mL）で洗浄後、30%メタノール水溶液（500 mL）、メタノ

ール（500 mL）で溶出した。メタノール溶出画分を減圧濃縮し（465.6 mg）、

これを HPLC （CAPCELL PAK C18 UG-120, 20 × 250 mm; solvent A, H2O; 

solvent B, MeOH; 0−10 min, 20% B; 10−30 min, 20−50% B; 30−40 min, 50% 

B; 40−41 min, 50−20% B; and 41−45 min, 20% B, 8 mL/min, A280）に供するこ

とにより化合物 2a（24.4 mg, 0.10 mmol, 収率 0.43%)を得た。 

 

旋光度 [α]25
D −11.8° (c 0.88, MeOH) 

EI-MS (rel.int.) m/z 237 [M]+ (14), 110 (10), 109 (21), 84 (100) 

HREI-MS m/z 237.0622 (calcd. for C11H11NO5, 237.0637) 

1H-NMR (CD3OD, 400 MHz) δ (ppm): 9.57 (1H, s, H-6), 7.39 (1H, d, J = 3.4 

Hz, H-3), 6.74 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-4), 5.27 (1H, m, H-7a), 5.14 (1H, m, H-7b), 

4.34 (1H, dd, J = 9.1, 3.9 Hz, H-2′), 2.47 (1H, m, H-3′a), 2.34 (1H, m, H-4′a), 

2.30 (1H, m, H-4′b), 2.18 (1H, m, H-3′b) 

13C-NMR (CD3OD, 100 MHz) δ (ppm): 181.1 (CH, C-6), 179.6 (C, C-5′), 173.4 

(C, C-6′), 156.7 (C, C-5), 154.5 (C, C-2), 124.0 (CH, C-3), 114.0 (CH, C-4), 59.6 

(CH2, C-7), 57.0 (CH, C-2′), 30.2 (CH2, C-4′), 25.8 (CH2, C-3′) 
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4-8-5 化合物 2b の合成 

 

(R)-Pyroglutamic acid（2.0 g, 15.5 mmol）と D-fructose（1.0 g）を三角フラ

スコに入れ、オートクレーブを用いて 121°C、20 分加熱した。その後、少量の

水に溶解し、DIAION HP-20（2.5 × 15 cm）カラムクロマトグラフィーに供し、

イオン交換水（300 mL）で洗浄後、30%メタノール水溶液（300 mL）、60%メ

タノール水溶液（400 mL）で溶出した。60%メタノール水溶液溶出画分を 50mL

程度まで減圧濃縮し、EtOAc（50 mL × 5）で抽出した。EtOAc 画分を減圧濃

縮し（80.8 mg）、さらに DIAION HP-20（1.5 × 4 cm）カラムクロマトグラフ

ィーに供し、イオン交換水（50 mL）で洗浄後、30%メタノール水溶液（50 mL）、

60%メタノール水溶液（50 mL）で溶出した。60%メタノール水溶液溶出画分を

減圧濃縮し、化合物 2b（24.6 mg, 0.10 mmol, 収率 0.65%)を得た。 

 

旋光度 [α]25
D +11.3° (c 0.16, MeOH) 

1H-NMR (CD3OD, 400 MHz) δ (ppm): 9.57 (1H, s, H-6), 7.39 (1H, d, J = 3.4 

Hz, H-3), 6.74 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-4), 5.27 (1H, m, H-7a), 5.15 (1H, m, H-7b), 

4.35 (1H, dd, J = 9.1, 3.9 Hz, H-2′), 2.46 (1H, m, H-3′a), 2.35 (1H, m, H-4′a), 

2.31 (1H, m, H-4′b), 2.19 (1H, m, H-3′b) 

13C-NMR (CD3OD, 100 MHz) δ (ppm): 181.1 (CH, C-6), 179.6 (C, C-5′), 173.4 

(C, C-6′), 156.8 (C, C-5), 154.5 (C, C-2), 124.0 (CH, C-3), 114.0 (CH, C-4), 59.6 

(CH2, C-7), 57.0 (CH, C-2′), 30.3 (CH2, C-4′), 25.8 (CH2, C-3′) 
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4-8-6 化合物 2、2a 及び 2b の保持時間比較に用いた HPLC 分析条件 

 

 以下に HPLC 条件を示す。 

Column    CHIRALPAK IA  （4.6 × 150 mm, 5 um; ダイゼル) 

HPLC   HITACHI L-7100 series 

Column Temp. 40°C         

Mobile phase   A： 20 mM phosphate buffer（pH 2.3） 

    B： MeCN   

Time Program Time(min) A(%) B(%) Flow Rate 

    0 95 5 

1.0 mL/min   
    5 95 5 

    20 90 10 

    60 90 10 

Inj.vol.   10 uL         

Detector   UV 280 nm       
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4-8-7 ETAS 中の化合物 1 の分析 

 

アスパラガス 500 g（新鮮重）を万力で圧搾し、濾過後、賦形剤としてパイン

デックス 5 g を添加した。これを凍結乾燥し、生アスパラガスサンプルとした

（12.3 g）。アスパラガス熱水抽出物は 2-2-2 で調整したもの、ETAS は 2-3-1

で調整した Lot.111104 を使用した。 

 

以下に HPLC 条件を示す。 

Column    
SHISEIDO  CAPCELL PAK UG-120 

 （4.6 × 150 mm, 5 um; 資生堂） 
HPLC   HITACHI L-7100 series 

Column Temp. 40 °C         

Mobile phase   A： 20 mM phosphate buffer (pH 2.3) 

    B： MeCN   

Time Program Time(min) A(%) B(%) Flow Rate 

    0 95 5 

1.0 mL/min   

    5 95 5 

    20 90 10 

  25 90 10 

  30 50 50 

  35 50 50 

    36 95 5 

Inj.vol.   10 uL         

Detector   UV 280 nm       
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4-8-8 生アスパラガス中の化合物 2 の分析 

 

分析サンプルは 4-8-7 で調整した生アスパラガスサンプルを使用した。カラム

は ACQUITY ethylene-briged (BEH) C18 column （1.7 µm, 2.1 × 100 mm）

（Waters）を用い、以下の MS 条件、LC 条件、MRM 設定を用いて測定した。 

 

MS 条件 
Capillary Voltage (kV) 3.0 
Cone Voltege (V) 80 
Desolvation Temperature (°C) 350 
Source Temperature (°C) 120 
Cone Gas (L/h) 50 
Desolvation Gas (L/h) 800 
 
LC 条件 

 
 
 
 

A: 20% aq. MeOH + 0.05% AcOH 
B: 100% MeOH + 0.05% AcOH 
 
MRM 設定 
[M+H]+ 

(m/z) 
transition ion 

(m/z) 
cone voltage 

(V) 
collision energy 

(eV) 

238.07 108.55 23.0 14.50 

 

Time (min) Flow rate (mL/min) %A %B 
0.0 0.25 90 10 
0.2 0.25 90 10 
2.5 0.25 10 90 
2.6 0.25 0 100 
4.5 0.25 0 100 
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第 2 章 In vitro 及び in vivo における ETAS の HSP70 発現及びストレス指標

に対する効果 

 

第1節 背景及び目的 

 

第 1 章では、北海道産アスパラガス抽出物に HL-60 細胞の Hsp70 mRNA の

発現量の上昇活性があることを示し、さらに ETAS として工業レベルでの製造

法を確立した。ETAS 中には複数の Hsp70 mRNA の発現量上昇活性物質の存在

が 示 唆 さ れ て い る が 、 第 1 章 で は 、 そ の う ち HMF （ 1 ） 及 び

(S)-(2-formylfuran-5-yl) methyl 5-oxopyrrolidine- 2-carboxylate（2）を同定し

た。両化合物は、HL-60 細胞において Hsp70 mRNA の発現量を上昇させた。

細胞内で HSP の発現を上昇させることは、ストレスに適応するために有益と考

えられる。これまでに、ETAS は老化促進マウスにおいて、神経保護効果を示

すことや（Sakurai et al., 2014）、神経細胞 PC12 においてアミロイド β誘導性

細胞障害を軽減すること（Ogasawara et al., 2014）が報告されている。 

本章では、ETAS の in vitro 及び in vivo での生物活性を検討した。In vitro

の試験では、HeLa 細胞において ETAS が HSP70 mRNA 及びタンパク質発現

量を上昇させるかを検討し、in vivo の試験ではマウス断眠モデルを用いて抗ス

トレス効果を検討した。 

なお、本章の実験で用いた ETAS は第 1 章で調製した Lot.111104を使用した。 
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第 2 節 結果 

 

2-1 HSP70 mRNA 及びタンパク質発現 

 

MTT アッセイにより、ETAS の細胞毒性を評価した結果、2.0 mg/mL におい

て、12 時間後細胞生存率 73.4%、24 時間後で細胞生存率 71.3%であった。コン

トロールと比較して有意に細胞生存率が低下したが（Table 2-1）、ETAS が明確

に毒性を示すとは判断できないため、HeLa 細胞における HSP70 mRNA 及び

タンパク質発現量の上昇活性試験の濃度は 0.125～2.0 mg/mL で行うこととし

た。 

 

Table 2-1. MTT アッセイ 

  cell viability (%) 
ETAS 0 mg/mL 0.5 mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mg/mL 
12h 100.0 87.3±0.02* 81.1±0.01* 73.4±0.01* 
24h 100.0 77.7±0.00* 75.8±0.01* 71.3±0.01* 

数値は平均値 ± 標準偏差（SD）(n=3)で示した。（∗p < 0.05 vs control）
(Student’s t-test). 
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ETAS の HeLa 細胞における HSP70 mRNA 及びタンパク質発現量の上昇活

性を半定量 PCR 及び ELISA 法により評価した（Fig. 2-1）。その結果、ETAS

は濃度依存的に HSP70 mRNA 及びタンパク質発現量を上昇させた。コントロ

ール群と比較して mRNA では 0.125 mg/mL 以上で、タンパク質は 1.0 mg/mL

以上で有意に発現量の上昇が認められた。mRNA は 0.5 mg/mL で 171.3 ± 

28.3%、タンパク質は 2.0 mg/mL で 195.0 ± 15.3%の比で上昇を示した。 

 

 
Fig. 2-1. HSP70 mRNA 及びタンパク質発現量の上昇活性 
HeLa 細胞に各種濃度の ETAS を添加し、HSP70 の発現量を mRNA（A）及び

タンパク質（B）レベルで測定した。mRNA は半定量 PCR 法、タンパク質は

ELISA 法により定量した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）(n=3)で示した。

コントロールの HSP70 発現量を 100%とした場合の上昇率で示した。（∗p < 0.05 
vs control, ∗∗p < 0.01 vs control）(Student’s t-test). 
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2-2 ストレス指標に対する効果 

 

ETAS の抗ストレス効果をマウス断眠モデルにより評価した。断眠ストレス

をげっ歯類に負荷すると、ストレスホルモンであるコルチコステロンの血中濃

度が上昇することが報告されている（Mirescu et al., 2006; Neto et. al., 2010）。

まず、6 週齢のマウス 32 匹をコントロール群、ETAS 非摂取群、低用量 ETAS

群（200 mg/kg body weight: LD群）、高用量ETAS群（1,000 mg/kg body weight: 

HD 群）の 4 群（各群 8 匹）に分けた。ETAS 非摂取群、低用量（LD）群及び

高用量（HD）群には、3 日間にわたって 1 日 12 時間（8:00～20:00）マウスを

水浸させることにより、断眠ストレスを負荷した（Huang et al., 2011）。コン

トロール群には、断眠ストレスを負荷しなかった。 

その結果、ETAS 非摂取群では、ストレス負荷しなかったコントロール群と

比較して血中コルチコステロン濃度が上昇した（124.4 ± 14.5 ng/mL）。一方、

ETAS 摂取群では、低用量（LD, 60.8 ± 16.8 ng/mL）群、高用量（HD, 26.7 ± 5.0 

ng/mL）群ともに有意に減少した（Fig. 2-2A）。 

酸化ストレス指標としての血中の過酸化脂質量（血清トリグリセライド（TG）

量に対する血清過酸化脂質（LPO）量比（LPO/TG））については、ETAS 非摂

取群で上昇したが（6.57 ± 0.98 nmol/mg）、低用量（LD）群、高用量（HD）群

ではそれぞれ 4.31 ± 1.13、4.22 ± 0.99 nmol/mg であり、コントロール群の値

（3.96 ± 0.26 nmol/mg）近くまで減少した（Fig. 2-2B）。 
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Fig. 2-2. コルチコステロン及び酸化ストレスレベル 
マウスに断眠ストレスを負荷し、血中のコルチコステロン濃度（A）及び過酸化

脂質量（B）を指標に、ETAS の抗ストレス効果を検証した。マウスは、コント

ロール群（Control）、ETAS 非摂取群（Untreated）、低用量 ETAS 群（LD）及

び高用量 ETAS 群（HD）の 4 群に分け、コントロール群以外には断眠ストレス

を負荷した。データは平均値 ± 標準誤差（SEM）(n=8)で示した。（∗p < 0.05 vs 
untreated, ∗∗p < 0.01 vs untreated）(Student’s t-test). 

 

さらに、脱毛マウスの出現率を評価した結果、コントロール群、ETAS 非摂

取群、低用量（LD）群及び高用量（HD）群でそれぞれ、0%、75.0%、37.5%

及び 12.5%であり、低用量群及び高用量群では ETAS 非摂取群に比して脱毛発

症率が低かった（Table 2-2）。 

 
Table 2-2. 脱毛マウスの出現率 

Group n Hair loss Hair loss rate (%) 
Control 8 0 0 
Untreated 8 6 75.0 
ETAS (LD) 8 3 37.5 
ETAS (HD) 8 1 12.5 
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2-3 臓器別の HSP70 タンパク質発現 

 

ETAS が断眠モデルマウスにおいて、血中コルチコステロン濃度及び酸化ス

トレス指標を減少させたため、同マウスにおける臓器別（胃、肝臓、腎臓）の

HSP70 タンパク質発現量を ELISA 法によって評価した。コントロール群に対

する各臓器の HSP70 タンパク質発現レベル（%）を Fig.2-3 に示す。胃では、

ETAS 非摂取群で 37.7 ± 10.6%まで減少したが、低用量（LD, 80.6 ± 8.9%）群

及び高用量（HD, 88.2 ± 13.8%）群ではコントロール群と同程度であった。肝

臓、腎臓においては、ETAS 非摂取群の HSP70 タンパク質発現レベルはコント

ロール群と同程度であった。一方、ETAS 摂取群ではコントロール群及び非摂

取群より発現レベルが高かった。高用量（HD）群では、肝臓及び腎臓の発現レ

ベルがそれぞれ 194.5 ± 39.8%、181.3 ± 33.6%であった。 

Fig. 2-3. 臓器別の HSP70 タンパク質発現 
断眠モデルマウスにおいて、胃（A）、肝臓（B）及び腎臓（C）の HSP70 タン

パク質発現量を測定した。マウスは、コントロール群（Control）、ETAS 非摂取

群（Untreated）、低用量 ETAS 群（LD）及び高用量 ETAS 群（HD）の 4 群に

分け、コントロール群以外には断眠ストレスを負荷した。データは平均値 ± 標
準誤差（SEM）(n=8)で示しコントロール群の HSP70 タンパク質発現量を 100%
とした場合の上昇率。（∗p < 0.05 vs untreated, ∗∗p < 0.01 vs untreated）
(Student’s t-test). 
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第 3 節 考察 

 

HSP70 の研究で広く使用される HeLa 細胞を用い、ETAS の HSP70 mRNA

及びタンパク質発現量の上昇活性を評価した（Hayashi et al., 1991）。その結果、

ETAS は濃度依存的に HSP70 mRNA 及びタンパク質の発現量を上昇させた。 

がん患者において HSP を誘導することに関しては議論の余地がある。がん細

胞では放射線や化学療法に抵抗性を示すため、HSP が豊富に発現している

（Murphy, 2013; Ischia and So, 2013）。そのため、HSP の機能を阻害すること

が、がん治療の効果を高めるとする見方もある。がん治療の分野では、HSP70、

HSP90 の阻害剤開発や、HSP27 を標的としたアンチセンスオリゴヌクレオチ

ドの開発も進められている。一方、HSP は腫瘍免疫の重要なメディエーターで

あるとも報告されている（Calderwood et al., 2012）。分子シャペロンとしての

機能から、HSP は腫瘍特異的なペプチドに結合し、抗原と認識されるよう抗原

提示細胞へ導くことができる。ワクチンとしての HSP は、腫瘍特異的な免疫機

能を活性化し、がん特異的 CD8+T 細胞の増殖と細胞毒性の活性化を導く。この

場合、細胞内ではなく細胞外 HSP が腫瘍特異的な免疫機能に働きかける。ETAS

が細胞内同様、細胞外での HSP70 量を増加させるか、また腫瘍の成長にどのよ

うに影響するかは、さらなる研究が必要である。HSP70 が疲労や、酸化ストレ

スを軽減し、また糖尿病などの疾患を改善するといった報告に基づくと（Anand 

et al., 2012; Gong et al., 2003; Simar et al., 2012）、ETAS が HSP70 の発現量

を上昇させることにより様々な生物活性を導くことが期待される。 

マウス断眠モデルを用いた実験において、ストレス指標に対する効果を示し

たが、マウスに対する ETAS の投与量 1,000 mg/kg は、ヒトに換算すると 5 g/60 

kg となるため（Guidance for Industry, 2005）、投与量については検討の余地が

ある。特に、高用量群と低用量群の中間投与量、例えば 500 mg/kg での効果を
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確認し、用量依存性を検討することも必要である。これまでの研究では、細胞

内のいくつかのシグナル伝達経路がストレス性疾患と関わっていることが示さ

れている（Zhang and Andersen, 2007）。この経路に HSP が関与していると考

えられており、そのうち HSP70 は様々な組織で発現している。臓器別の HSP70 

タンパク質発現を検討した結果、胃では、ETAS 非摂取群でコントロール群と

比較して減少傾向を示した。これは、断眠によるストレスの負荷により HSP70

タンパク質発現が上昇するという当初の予想とは異なる結果と言える。胃は一

般的に感受性が高い臓器であるため、ストレス負荷による何らかの影響があっ

たものと考えられるが、詳細は不明であり、さらなる研究が必要と考える。ま

た、肝臓及び腎臓においては、ETAS 非摂取群の HSP70 タンパク質発現上昇率

はコントロール群と同程度であった。これらの臓器は胃ほど感受性が高くない

ため、今回のようなストレス負荷では HSP70 タンパク質発現は大きく変化しな

いのかもしれない。本研究において、ETAS がストレスホルモンであるコルチ

コステロンの上昇を抑制し、脱毛の発生率も抑制したという結果は、ETAS が

抗ストレス効果を有し、身体的及び精神的ストレスを軽減することを示唆する

ものである。 
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第 4 節 実験部 

 

4-1 実験動物 

 

特定病原体未感染（SPF）雄ddYマウス（日本SLC株式会社）を温度23 ± 1°C、

湿度 55%～60%で飼育した。照明は 12 時間明期、12 時間暗期（08:00 から 20:00

明期)とした。飼料は標準的なマウス用飼料（CE-2; 日本クレア株式会社）を与

え、自由給水として 1 週間馴化した。 

 

4-2 MTT アッセイ 

 

DMEM（10% FBS 添加）に懸濁させた HeLa 細胞を 96 穴プレートに播種し

（5 × 103 cells/90 μL/well）、37°C で培養した。翌日、各 well に 10 µL の MTT

（株式会社同仁化学研究所）を加え、CO2インキュベーターで 4 時間培養した。

次に、各wellから培養液を抜き取り、100 µLのETAS（終濃度 0.5～2.0 mg/mL）

を加え、37°C で静置した。翌日、ホルマザンが完全に溶解したことを確認し、

マイクロプレートリーダー（MTP-32 Microplate reader; Corona Electric）を

用いて 550 nm の波長で吸光度を測定した。 

 

4-3 Hsp70 mRNA の発現量の評価（半定量 PCR） 

 

ETAS の終濃度を 0.125、0.25 及び 0.5mg/mL として、第 1 章の第 4 節、4-4

の手法により評価した。 
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4-4  HSP70 タンパク質発現量の評価（ELISA） 

 

DMEM（10% FBS 添加）に懸濁させた HeLa 細胞を 12 穴プレートに播種し

（1 × 106 cells/mL/well）、37°C、5%CO2 下で培養した。翌日、フレッシュな

DMEM（0.9 mL）に交換し、種々の濃度の ETAS（終濃度 0.5、1.0、2.0 mg/mL）

を 0.1 mL 添加した。コントロールには、イオン交換水 0.1 mL を添加した。24

時間培養後、培養上清を除去し、PBS (-)（リン酸緩衝生理食塩水）で洗浄した。

その後、細胞をセルスクレーパーで剥離し、1.5 mL サンプルチューブに回収し

て、HSP70 タンパク質定量及び総タンパク質定量に供した。HSP70 タンパク

質の定量については HSP70 ELISA キット（Enzo Life Science）、総タンパク質

の定量については Micro BCA Protein Assay reagent キット（Pierce 

Biotechnology Inc.）を用いて行った。また、同条件で培養した細胞を用いて、

サンプルが細胞増殖に与える影響を MTT 法により評価した。その後、総タンパ

ク質量及び生細胞数で補正した値を HSP70 タンパク質量とした。 

 

4-5  In vivo における HSP70 発現及びストレス指標に対する効果 

 

動物実験は株式会社アミノアップ化学（札幌市）の倫理委員会の承認を受け

て行った。6週齢のマウス 32匹をコントロール群、ETAS非摂取群、低用量ETAS

群（200 mg/kg body weight: LD群）、高用量ETAS群（1,000 mg/kg body weight: 

HD 群）の 4 群（各群 8 匹）に分けた。断眠ストレスを負荷する 7 日前から、

ETAS は通常粉末餌（CE-2; 日本クレア株式会社）に混餌し、コントロール群、

ETAS 非摂取群には通常粉末餌を与えた。ETAS 非摂取群、低用量（LD）群及

び高用量（HD）群には、3 日間にわたって 1 日 12 時間（8:00～20:00）マウス

を水浸させることにより、断眠ストレスを負荷した（Huang et al., 2011）。コ
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ントロール群には、断眠ストレスを負荷しなかった。断眠ストレス負荷終了の

翌日、エーテル麻酔下で心臓から採血、臓器の摘出、脱毛の有無の確認を行っ

た。血中コルチコステロン濃度の測定は、steroid-based index of stress in 

rodents （Wu et al., 2011）に基づき測定し、また酸化ストレス指標としての血

中過酸化脂質量（血清トリグリセライド（TG）量に対する血清過酸化脂質（LPO）

量比（LPO/TG））も評価した。TG 濃度は、グリセロール-3-リン酸オキシダー

ゼ-N-エチル-N-(2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3,5-ジメトキシアニリンナト

リウム（GPODAOS）法（Triglyceride E test Wako, 和光純薬工業株式会社）

により算出した。LPO はチオバルビツール酸（TBA）法（Serafini-Cessi and 

Cessi, 1968）を参考に算出した。同マウスにおける胃、肝臓、腎臓の HSP70

タンパク質発現レベルも評価した。各臓器（50 mg）を 1.5 mL のサンプルチュ

ーブに入れ、キット付属の抽出試薬（プロテアーゼ阻害剤を含む）中ですり潰

し遠心した後、その上清における HSP70 タンパク質量及び総タンパク質量を

4-4 に記した方法により定量した。 

 

4-6 統計解析 

 

 データは、平均 ± 標準誤差（SEM）で示した。データは一元配置分散分析

（ANOVA）により解析した。post hoc test として Fisher’s protected least 

significance difference (PLSD)を用いた。統計的有意水準は 5%（p < 0.05）と

した。 
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第 3 章 健常成人における ETAS の Hsp70 mRNA 発現、ストレス指標及び睡

眠に対する効果 

 

第1節 背景及び目的 

 

ストレスや疲労は現代社会において大きな問題となっている。特に、慢性ス

トレスは、うつ、睡眠障害、神経症状などの様々な疾病と関連している（Han et 

al., 2012; Kumar et al., 2013）。ストレスは複雑な問題であり、ひとつの治療で

あらゆるストレスを取り除くことはできない。現在の治療方法は、潜在する身

体的及び精神的問題が解決することを期待して、表面に現れる症状に対処して

いるため、新しい治療法が希求されている。全ての生命体は、様々なストレス

から生き残るための防御機構を有している。そのひとつが HSP の発現である

（Calabrese et al., 2012）。 

第 1 章で記述したように、Hsp70 mRNA の発現量を上昇させる新しい植物性

素材の探索において、アスパラガスに着目した。アスパラガスは北海道の代表

的な農産物であり、何世紀もの間、伝統薬分野において機能性食品として使用

されてきた。これまでの研究では、アスパラガス抽出物は糖尿病ラットにおい

て血中グルコースレベルを調節し、酸化防御活性を有することなどが示されて

いる（Hafizur et al., 2012; Tiveron et al., 2012）。第 1 章では、北海道で栽培

されているアスパラガスの未利用部位から、新規な機能性素材である ETAS を

調製したことを述べ、さらに、その活性成分及び工業レベルでの製造法につい

て論じた。第 2 章では、HeLa 細胞において、ETAS が HSP70 の mRNA やタ

ンパク質発現量を上昇させることを示した。また、動物実験では、ETAS が断

眠モデルマウスにおいて血中コルチコステロンの上昇を抑制することを見出し

た。 
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本章では、まず、ETAS の安全性を証明するために実施した Ames 試験、マ

ウス骨髄小核試験、ラット急性及び亜慢性経口投与毒性試験について論じる。

さらに、ETAS の血中 Hsp70 mRNA 発現に対する影響、自律神経やストレス指

標に対する影響、睡眠状態に与える影響を評価するためにデザインした 3 つの

ヒト介入試験の結果について論じる。 
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第 2 節 結果 

 

2-1 ETAS の安全性評価 

 

2-1-1 安全性評価試験用 ETAS の調製 

 

 安全性評価試験用の ETAS は 2 ロット調製した。 

アスパラガス（新鮮重 12 kg）に水 24 L を加え、121°C、45 分加熱し、熱水

抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで下がった段階でセルラーゼ（0.12 

kg）を添加して攪拌した。さらに 45°C まで下がった段階でペクチナーゼ（0.12 

kg）を添加し、72 時間反応させた。得られた反応液を 121°C、20 分で加熱して

酵素を失活させ、賦形剤としてパインデックス（1.2 kg）を添加した後、スプレ

ードライヤーで乾燥粉末化して ETAS（2.1 kg）を得た（Lot.111021）。 

同様に、アスパラガス（新鮮重 1,005 kg）に水 1,000 L を加え、100°C、45

分加熱し、熱水抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで下がった段階でセ

ルラーゼ（10.0 kg）を添加して攪拌した。さらに 45°C まで下がった段階でペ

クチナーゼ（10.0 kg）を添加し、24 時間反応した。得られた反応液を 121°C、

20 分で加熱して酵素を失活させ、7,200 rpm で遠心分離した後、上清に賦形剤

としてパインデックス（61.4 kg）を添加し、これをスプレードライヤーで乾燥

粉末化して ETAS（123.7 kg）を得た（Lot.HSP1209s）。各ロットの成分組成

を（Table 3-1）に示す。 
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Table 3-1. 安全性試験に使用した ETAS の成分組成 
 Lot. 
Component 111021 HSP1209s 
Moisture (wt%) 3.3 3.1 
Protein (wt%) 7.0 10.9 
Total fat (wt%) 0.2 0.8 
Ash (wt%) 2.7 4.0 
Available carbohydrate and dietary fiber (wt%) 86.8 81.2 
Calorie (kcal/100 g) 377 376 
HMF(1) (µg/g) 426.3 401.9 
compound 2 (µg/g) 0.18 0.06 
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2-1-2 ラットにおける急性経口毒性試験 

 

急性毒性試験として雌ラットに体重当たり 175、550、2,000 mg/kg の ETAS

（Lot.111021）を経口投与したところ、全てのラットが投与後から試験終了ま

での 14 日目まで生存し、体重増加や剖検結果に対する異常は認められなかった

（Fig. 3-1）。したがって ETAS の 50%致死量（LD50）は 2,000 mg/kg 以上であ

ると判断した。 

 
Fig. 3-1. ETAS の急性経口投与による体重変化 
8 週齢の Crl:CD(SD)雌ラットに ETAS を単回、胃管投与した。まず Group 1 
(n=1)に 175 mg/kg を投与し、48 時間経過を観察した。生存を確認した後、Group 
2 (n=1)に 550 mg/kg を投与し、48 時間経過を観察した。その後、同様に Group 
3～5 (各 n=1)に順次 2,000 mg/kg を投与した結果、14 日間、すべての Group
が生存し、その体重に異常な変化は認められなかった。 
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2-1-3 ラットにおける 90 日間亜慢性毒性試験 

 

ラット体重当たり 500、1,000 又は 2,000 mg/kg の ETAS（Lot.HSP1209s）

の胃管投与による 90 日間の亜慢性毒性試験を行った。 

 

所見、体重、摂餌量 

いずれのグループも試験サンプル摂取による異常行動や症状は認められなか

った。コントロール群の雄ラット 2 匹と ETAS 1,000 mg/kg 投与群の雄ラット 1

匹で上部門歯が欠けていたが、いずれも飼育期間中における偶然の出来事であ

った。体重に関しては、500 mg/kg 投与群の雌ラットで、8 日目に有意な低下が

認められたが、一時的な現象であり、試験サンプルの投与量とは無関係と判断

した（Fig. 3-2）。摂餌量に関しても、500 mg/kg 投与群の雌ラットで、8 日目に

有意な低下が認められ、1,000 mg/kg 投与群の雄ラットで 4 日目に有意な増加が

認められたが、一時的な現象であり、試験サンプルの投与量とは無関係と判断

した（Fig. 3-3）。 
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Fig. 3-2A. 雄ラットにおける体重変化 
90 日間、すべてのグループの体重に異常な変化は認められなかった。数値は平

均値 ± 標準誤差（SEM）(n=10)で示した。 

Fig. 3-2B. 雌ラットにおける体重変化 
500 mg/kg 投与群で、8 日目に有意な低下が認められたが、一時的な現象であり、

試験サンプルの投与量とは無関係と判断した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）

(n=10)で示した。 
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Fig. 3-3A. 雄ラットにおける摂餌量の変化 
1,000 mg/kg 投与群で、4 日目に有意な増加が認められたが、一時的な現象であ

り、試験サンプルの投与量とは無関係と判断した。数値は平均値 ± 標準誤差

（SEM）(n=10)で示した。 

Fig. 3-3B. 雌ラットにおける摂餌量の変化 
500 mg/kg 投与群で、8 日目に有意な低下が認められたが、一時的な現象であり、

試験サンプルの投与量とは無関係と判断した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）

(n=10)で示した。 
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検尿、血液学的検査、生化学的検査 

検尿の結果、500、1,000 mg/kg 投与群については、pH、タンパク、糖、ケ

トン体、ウロビリノーゲン、ビリルビン、潜血、尿量、比重等の項目に有意差

は認められなかった。2,000 mg/kg 投与群では雌雄両群で有意なタンパク排出量

の増加が認められたが（Table 3-2）、その他の項目ではコントロール群と比較し

て有意差は認められなかった。 

 

Table 3-2. ETAS の 90 日間の反復経口投与による尿タンパク排出 
Rats Dose (mg/kg) N － ± ＋ 2＋ 3＋ 
Male 0 10 4 4 2 0 0 
 500 10 1 6 3 0 0 
 1,000 10 0 6 3 1 0 
 2,000* 10 0 3 7 0 0 
Female 0 10 10 0 0 0 0 
 500 10 9 1 0 0 0 
 1,000 10 7 2 1 0 0 
 2,000* 10 4 5 1 0 0 
*Significantly different from control group (0 mg/kg ETAS), p < 0.05. 
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血液学的検査の結果を（Table 3-3）に示す。500、1,000、2,000 mg/kg いず

れの投与群でも、雄ラットでは有意差は認められなかった。雌ラットでは 1,000 

mg/kg 投与群で平均赤血球ヘモグロビン濃度（MCHC）が有意に減少し、2,000 

mg/kg 投与群で活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）が有意に増加した。

MCHC の変化量は投与量非依存的であった。APTT の変化（19.84 ± 1.33 s）は

わずかな差であり、ヒストリカルコントロールデータ（15.8–22.4 s; N=60）の

範囲内であった。 
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Table 3-3. ラット 90 日間亜慢性毒性試験における血液学的パラメーター 
Control            ETAS            ETAS            ETAS 
0 mg/kg          500 mg/kg       1,000 mg/kg      2,000 mg/kg 

Male 
RBC (104/µL) 924.7 ± 50.7 912.6 ± 30.8 886.5 ± 130.6 900.2 ± 50.9 
HGB (g/dL) 16.09 ± 0.96 15.71 ± 0.50 15.15 ± 2.22 15.63 ± 0.96 
HCT (%) 45.18 ± 2.50 44.09 ± 1.25 42.85 ± 5.38 44.24 ± 2.62 
MCV (fL) 48.86 ± 1.03 48.34 ± 1.49 48.58 ± 2.30 49.16 ± 1.40 
MCH (pg) 17.41 ± 0.49 17.23 ± 0.45 17.11 ± 0.27 17.35 ± 0.46 
MCHC (g/dL) 35.60 ± 0.52 35.64 ± 0.61 35.24 ± 1.32 35.34 ± 0.22 
Reticulocyte (%) 2.654 ± 0.463 2.569 ± 0.441 3.872 ± 3.637 3.032 ± 0.699 
Platelet (104/µL) 117.52 ± 10.22 114.00 ± 12.74 117.03 ± 13.42 115.88 ± 13.57 
WBC (102/µL) 68.76 ± 21.82 68.10 ± 14.19 70.99 ± 17.86 66.44 ± 20.40 
Differential count of WBC 

Neutrophil (102/µL) 9.52 ± 5.07 9.14 ± 2.23 10.95 ± 8.22 11.12 ± 5.09 
Lymphocyte (102/µL) 55.40 ± 16.76 55.65 ± 13.27 56.17 ± 16.33 52.07 ± 18.44 
Monocyte (102/µL) 2.74 ± 1.29 2.33 ± 0.57 2.57 ± 0.79 2.30 ± 0.51 
Eosinophil (102/µL) 1.10 ± 0.28 0.98 ± 0.38 1.27 ± 0.49 0.95 ± 0.33 
Basophil (102/µL) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.03 ± 0.05 0.00 ± 0.00 

PT (sec) 19.55 ± 3.91 18.84 ± 2.05 20.09 ± 6.37 18.15 ± 1.89 
APTT (sec) 28.80 ± 2.52 29.04 ± 3.11 29.18 ± 4.05 27.65 ± 3.32 
Female 
RBC (104/µL) 821.9 ± 34.9 818.1 ± 60.7 806.5 ± 24.6 790.4 ± 70.2 
HGB (g/dL) 14.79 ± 0.37 14.93 ± 0.85 14.68 ± 0.43 14.52 ± 0.90 
HCT (%) 41.58 ± 0.86 42.42 ± 2.11 42.06 ± 1.36 41.47 ± 2.19 
MCV (fL) 50.66 ± 1.65 52.01 ± 2.74 52.16 ± 1.50 52.70 ± 3.25 
MCH (pg) 18.01 ± 0.54 18.28 ± 0.79 18.22 ± 0.42 18.44 ± 0.82 
MCHC (g/dL) 35.57 ± 0.44 35.20 ± 0.60 34.92 ± 0.38* 35.00 ± 0.65 
Reticulocyte (%) 2.083 ± 0.351 2.720 ± 1.571 2.473 ± 0.323 2.818 ± 2.190 
Platelet (104/µL) 104.09 ± 11.85 102.42 ± 7.50 102.34 ± 7.57 102.41 ± 12.45 
WBC (102/µL) 32.56 ± 5.61 38.72 ± 11.17 34.46 ± 6.85 41.28 ± 10.80 
Differential count of WBC 

Neutrophil (102/µL) 4.18 ± 1.02 4.80 ± 2.42 4.73 ± 1.61 6.30 ± 3.20 
Lymphocyte (102/µL) 26.60 ± 5.15 31.99 ± 10.14 27.89 ± 6.40 32.95 ± 10.25 
Monocyte (102/µL) 1.07 ± 0.27 1.26 ± 0.44 1.11 ± 0.34 1.33 ± 0.39 
Eosinophil (102/µL) 0.71 ± 0.29 0.67 ± 0.30 0.73 ± 0.42 0.69 ± 0.47 
Basophil (102/µL) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.01 ± 0.03 

PT (sec) 16.56 ± 0.63 16.58 ± 0.41 16.43 ± 0.80 16.90 ± 1.04 
APTT (sec) 17.95 ± 1.04 18.39 ± 2.43 18.05 ± 1.21 19.84 ± 1.33* 
All values presented as means ± SD; N=10 rats per group. 
*p < 0.05 vs Control 
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生化学的検査の結果、いずれの群のどの項目においても有意差は認められな

かった（Table 3-4）。 
 
Table 3-4. ラット 90 日間亜慢性毒性試験における生化学的検査結果 

Control             ETAS              ETAS              ETAS 
0 mg/kg           500 mg/kg         1,000 mg/kg        2,000 mg/kg 

Male 
AST (IU/L) 60.0 ± 10.8 61.8 ± 8.3 58.5 ± 6.9 55.8 ± 6.5 
ALT (IU/L) 27.6 ± 4.3 28.8 ± 6.0 28.0 ± 5.6 26.1 ± 3.9 
ALP (IU/L) 270.1 ± 36.2 289.2 ± 52.7 297.9 ± 42.2 286.1 ± 34.0 
γ-GTP (IU/L) 0.48 ± 0.11 0.47 ± 0.13 0.42 ± 0.11 0.55 ± 0.39 
T-Bil (mg/dL) 0.059 ± 0.012 0.061 ± 0.006 0.060 ± 0.014 0.062 ± 0.013 
Glucose (mg/dL) 151.2 ± 15.8 151.5 ± 26.3 152.7 ± 14.8 142.4 ± 13.5 
T-Cho (mg/dL) 58.4 ± 14.8 55.0 ± 9.8 63.4 ± 12.8 59.9 ± 14.5 
TG (mg/dL) 55.1 ± 31.8 50.6 ± 25.4 51.1 ± 9.8 68.6 ± 35.4 
TP (g/dL) 5.63 ± 0.21 5.41 ± 0.23 5.60 ± 0.24 5.61 ± 0.20 
UN (mg/dL) 14.82 ± 1.52 16.06 ± 1.63 14.19 ± 1.08 14.00 ± 2.07 
Crea (mg/dL) 0.296 ± 0.030 0.290 ± 0.039 0.279 ± 0.023 0.290 ± 0.052 
Na (mEq/L) 144.4 ± 1.0 144.2 ± 0.8 144.6 ± 0.8 144.4 ± 0.8 
K (mEq/L) 4.496 ± 0.189 4.436 ± 0.218 4.492 ± 0.290 4.533 ± 0.220 
Cl (mEq/L) 104.8 ± 1.8 105.0 ± 1.2 104.4 ± 1.1 104.2 ± 1.8 
Ca (mg/dL) 9.96 ± 0.30 9.92 ± 0.29 10.12 ± 0.09 10.05 ± 0.26 
IP (mg/dL) 7.50 ± 0.62 7.16 ± 0.75 7.56 ± 0.73 7.67 ± 0.56 
A/G 0.949 ± 0.054 0.995 ± 0.070 0.987 ± 0.050 0.957 ± 0.136 
Albumin (%) 48.69 ± 1.37 49.80 ± 1.82 49.66 ± 1.21 48.68 ± 3.89 
α1-G (%) 24.79 ± 1.57 24.22 ± 1.18 23.69 ± 1.43 23.90 ± 2.61 
α2-G (%) 6.15 ± 0.35 6.44 ± 0.37 6.50 ± 0.44 6.38 ± 0.58 
β-G (%) 16.26 ± 1.33 15.87 ± 0.73 16.29 ± 0.72 16.96 ± 1.78 
γ-G (%) 4.11 ± 0.96 3.67 ± 0.58 3.86 ± 0.79 4.08 ± 0.69 
Female 
AST (IU/L) 63.2 ± 14.7 99.9 ± 84.7 86.0 ± 82.6 59.9 ± 16.5 
ALT (IU/L) 38.1 ± 38.0 56.4 ± 65.0 40.1 ± 37.3 28.9 ± 9.5 
ALP (IU/L) 136.3 ± 45.4 150.1 ± 46.1 136.8 ± 33.4 124.8 ± 27.8 
γ-GTP (IU/L) 0.85 ± 0.31 0.94 ± 0.27 1.05 ± 0.74 0.91 ± 0.57 
T-Bil (mg/dL) 0.072 ± 0.012 0.079 ± 0.020 0.076 ± 0.012 0.061 ± 0.014 
Glucose (mg/dL) 129.7 ± 5.5 134.6 ± 10.0 135.8 ± 15.2 128.3 ± 6.6 
T-Cho (mg/dL) 68.4 ± 13.6 73.7 ± 22.2 74.5 ± 12.9 66.4 ± 13.2 
TG (mg/dL) 28.8 ± 10.3 28.4 ± 11.0 33.5 ± 13.9 37.4 ± 11.8 
TP (g/dL) 5.98 ± 0.27 6.08 ± 0.55 5.99 ± 0.31 5.97 ± 0.43 
UN (mg/dL) 14.35 ± 1.74 15.64 ± 1.82 15.31 ± 1.44 15.50 ± 1.60 
Crea (mg/dL) 0.327 ± 0.031 0.307 ± 0.040 0.317 ± 0.049 0.305 ± 0.037 
Na (mEq/L) 143.0 ± 0.8 142.7 ± 1.1 143.1 ± 1.2 142.7 ± 1.1 
K (mEq/L) 4.083 ± 0.223 3.992 ± 0.153 4.117 ± 0.235 4.083 ± 0.243 
Cl (mEq/L) 104.6 ± 0.8 103.8 ± 1.7 104.2 ± 0.6 103.8 ± 1.4 
Ca (mg/dL) 10.10 ± 0.28 10.23 ± 0.43 10.24 ± 0.30 10.12 ± 0.29 
IP (mg/dL) 6.63 ± 1.05 6.59 ± 1.08 7.02 ± 0.57 6.76 ± 0.65 
A/G 1.292 ± 0.114 1.362 ± 0.090 1.323 ± 0.084 1.361 ± 0.099 
Albumin (%) 56.27 ± 2.13 57.59 ± 1.67 56.93 ± 1.62 57.54 ± 1.75 
α1-G (%) 17.95 ± 1.05 17.79 ± 1.08 17.25 ± 0.62 17.68 ± 1.03 
α2-G (%) 5.66 ± 0.30 5.75 ± 0.68 5.87 ± 0.65 5.85 ± 0.51 
β-G (%) 14.45 ± 1.16 13.93 ± 1.04 14.50 ± 1.03 13.81 ± 0.90 
γ-G (%) 5.67 ± 0.82 4.94 ± 0.78 5.45 ± 1.13 5.12 ± 1.22 
All values presented as means ± SD; N=10 rats per group. 
Not significantly different from the control group. 
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剖検所見、病理学的試験 

剖検の結果、500、1,000 mg/kg の ETAS 投与群では、異常は認められなかっ

た。2,000 mg/kg 投与群の雄ラット 1 匹について、精巣の縮小が認められたが、

雌については異常が認められなかった。すべてのラットにおいて、組織の絶対

及び相対重量に有意な変化は認められなかった（Table 3-5）。 
 

Table 3-5. ラット 90 日間亜慢性毒性試験における組織の絶対及び相対重量 
Control             ETAS              ETAS              ETAS 
0 mg/kg           500 mg/kg         1,000 mg/kg        2,000 mg/kg 

Male 
Body weight (g) 537.6 ± 39.8 517.6 ± 54.1 543.5 ± 52.4 545.6 ± 51.6 
Liver (g) 14.482 ± 2.192 13.484 ± 1.849 14.717 ± 1.856 15.511 ± 1.999 
 (%) 2.684 ± 0.264 2.601 ± 0.174 2.703 ± 0.120 2.840 ± 0.234 
Heart (g) 1.618 ± 0.191 1.558 ± 0.163 1.614 ± 0.165 1.617 ± 0.176 
 (%) 0.300 ± 0.016 0.302 ± 0.019 0.296 ± 0.023 0.299 ± 0.019 
Kidney (g) 3.372 ± 0.267 3.351 ± 0.415 3.630 ± 0.383 3.548 ± 0.364 
 (%) 0.628 ± 0.029 0.649 ± 0.054 0.670 ± 0.059 0.654 ± 0.087 
Testis (g) 3.384 ± 0.301 3.522 ± 0.293 3.456 ± 0.404 3.355 ± 0.734 
 (%) 0.630 ± 0.065 0.686 ± 0.081 0.642 ± 0.111 0.615 ± 0.141 
Epididymis (g) 1.361 ± 0.083 1.370 ± 0.091 1.317 ± 0.076 1.313 ± 0.176 
 (%) 0.253 ± 0.021 0.267 ± 0.030 0.243 ± 0.016 0.243 ± 0.041 
Brain (g) 2.288 ± 0.062 2.235 ± 0.137 2.207 ± 0.075 2.195 ± 0.115 
 (%) 0.427 ± 0.037 0.433 ± 0.025 0.408 ± 0.035 0.405 ± 0.038 
Spleen (mg) 770.2 ± 112.6 799.7 ± 119.9 829.1 ± 162.8 825.6 ± 182.6 
 (10-3%) 143.46 ± 19.54 154.07 ± 12.38 152.58 ± 27.94 152.83 ± 39.37 
Thymus (mg) 338.4 ± 95.5 281.7 ± 64.8 325.3 ± 102.0 365.0 ± 96.7 
 (10-3%) 62.79 ± 16.57 54.65 ± 12.71 59.76 ± 15.80 66.46 ± 14.52 
Adrenal (mg) 58.6 ± 13.9 58.9 ± 6.5 60.8 ± 6.7 60.8 ± 8.2 
 (10-3%) 10.97 ± 2.71 11.49 ± 1.76 11.22 ± 1.03 11.27 ± 2.09 
Female 
Body weight (g) 281.7 ± 27.3 265.9 ± 18.6 269.3 ± 26.0 275.3 ± 26.2 
Liver (g) 7.093 ± 0.720 6.962 ± 0.873 7.216 ± 0.866 7.302 ± 0.866 
 (%) 2.523 ± 0.184 2.617 ± 0.238 2.678 ± 0.187 2.650 ± 0.155 
Heart (g) 0.940 ± 0.106 0.927 ± 0.058 0.935 ± 0.138 0.935 ± 0.063 
 (%) 0.334 ± 0.021 0.349 ± 0.019 0.347 ± 0.023 0.342 ± 0.023 
Kidney (g) 1.853 ± 0.241 1.865 ± 0.198 1.913 ± 0.189 1.954 ± 0.153 
 (%) 0.659 ± 0.080 0.701 ± 0.071 0.711 ± 0.050 0.713 ± 0.057 
Ovary (mg) 91.5 ± 8.4 84.6 ± 16.4 85.2 ± 10.4 95.7 ± 16.5 
 (10-3%) 32.75 ± 4.28 31.92 ± 6.24 31.95 ± 5.32 34.97 ± 6.60 
Uterus (mg) 604.9 ± 160.7 659.6 ± 192.6 684.9 ± 190.1 604.0 ± 237.7 
 (10-3%) 216.31 ± 57.40 251.49 ± 88.79 257.17 ± 81.06 219.07 ± 80.48 
Brain (g) 1.986 ± 0.054 2.011 ± 0.067 2.052 ± 0.111 2.028 ± 0.073 
 (%) 0.711 ± 0.072 0.759 ± 0.046 0.766 ± 0.060 0.741 ± 0.062 
Spleen (mg) 509.4 ± 68.7 485.1 ± 54.6 511.0 ± 56.3 512.4 ± 83.3 
 (10-3%) 181.82 ± 27.00 182.75 ± 18.85 190.00 ± 14.61 185.82 ± 22.34 
Thymus (mg) 267.2 ± 56.1 259.1 ± 46.7 272.2 ± 57.7 286.9 ± 43.0 
 (10-3%) 94.96 ± 19.49 97.97 ± 19.37 100.96 ± 18.56 104.52 ± 13.70 
Adrenal (mg) 68.9 ± 10.4 62.1 ± 8.2 66.4 ± 12.5 94.8 ± 88.6 
 (10-3%) 24.55 ± 3.51 23.45 ± 3.35 24.85 ± 5.45 34.79 ± 33.36 
All values presented as means ± SD; N=10 rats per group. 
Not significantly different from the control group. 
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病理学的試験の結果、2,000 mg/kg 投与群では一部の雄ラットで胃、精巣に異

常が認められた以外、大きな異常は観察されなかった。4 匹の雄ラットにおいて、

コントロール群（Fig. 3-4A）と比較して前胃境界隆線にわずかな扁平上皮細胞

異常（過形成）が認められた（Fig. 3-4B）。雄ラット 1 匹において、コントロー

ル群（Fig. 3-4C）と比較して精細管の萎縮が認められた（Fig. 3-4D）。また同

じラットにおいて、コントロール群（Fig. 3-4E）と比較して精細管腔での部分

的な細胞片の蓄積及び精子数の減少が認められた（Fig. 3-4F）。500、1,000 mg/kg

投与群でも同様の病理学的試験を行ったが、胃や精巣に異常は認められなかっ

た。 

Fig. 3-4. 代表的な組織画像 
雄のコントロール群(A)と 2,000 mg/kg 投与群(B)の前胃境界隆線。ETAS を

2,000 mg/kg 投与した雄ラット 4 匹で扁平上皮細胞過形成が認められた。 
コントロール群(C)と 2,000 mg/kg 投与群(D)の精細管。ETAS を 2,000 mg/kg
投与した雄ラット 1 匹で精細管の萎縮が認められた。 
コントロール群(E)と 2,000 mg/kg 投与群(F)の精巣管腔。ETAS を 2,000 mg/kg
投与した雄ラット 1 匹で細胞片の蓄積及び精子数の減少が認められた。 
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2-1-4 マウスにおける小核試験 

 

ETAS の染色体異常誘導を検証するため、雄マウスの骨髄細胞を用いて小核

試験を行った。ネガティブコントロール群、ポジティブコントロール群、500、

1,000 及び 2,000 mg/kg の ETAS（Lot.111021）投与群において、一般所見につ

いては問題が認められなかった。平均体重はすべての群で安定していた。 小核

発生率（incidence of micronuclei）（%MNIE）については、ネガティブコント

ロール群と ETAS 投与群間で、統計学的有意差は認められなかった（Table 3-6）。

マイトマイシン C を投与したポジティブコントロール群における%MNIE は、

ネガティブコントロール群と比較して有意に高かった（p < 0.01）。幼若赤血球

（immature erythrocytes）割合（%IE）に関しては、ネガティブコントロール

群と ETAS 投与群間、ネガティブコントロール群とポジティブコントロール群

で、統計学的有意差は認められなかった（Table 3-6）。 

 

Table 3-6. 小核及び幼若赤血球の発生率 
Compound Dosea (mg/kg/day) %MNIEb %IEc 
Controld 0 0.15 ± 0.09 48.5 ± 9.6 
ETAS 500 0.18 ± 0.03 48.2 ± 6.3 
ETAS 1,000 0.14 ± 0.07 47.0 ± 8.1 
ETAS 2,000 0.21 ± 0.04 43.8 ± 4.6 
Mitomycin C 1 3.86 ± 1.26e 35.8 ± 8.6 
a Two successive oral administration (24 h apart) except mitomycin C (single 
intraperitoneal injection). 
b %MNIE: % of micronucleated immature erythrocyte (based on 2,000 
immature erythrocytes per animal). 
c %IE: % of immature erythrocyte (based on 500 erythrocytes per animal) 
d The control group received vehicle (purified water). 
e Statistically significant difference from the control, p < 0.01. 
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2-1-5 細菌復帰突然変異試験 

 

ヒスチジン要求性 Salmonella typhimurium TA98、TA100、TA1535、TA1537

及びトリプトファン要求性 Escherichia coli WP2uvrA を使用して、ETAS の遺

伝子変異誘導性を検証した。ETAS が生体内の酵素によって代謝され、その代

謝産物が変異原性を示す可能性を考慮し、代謝酵素（代謝活性化系）の存在下

と非存在下で試験を行った。各サンプルを 37°C、20 分振とうし、プレインキュ

ベーションした後、37°C、48 時間培養し、復帰突然変異コロニーを計測した。

復帰突然変異コロニー数が少なくとも 1 つ以上の濃度でネガティブコントロー

ルと比較して 2 倍以上であれば、陽性と判断した。試験の結果、ETAS

（Lot.111021）処理（313、625、1,250、 2,500 及び 5,000 μg/plate）の平均

復帰突然変異コロニー数は代謝活性化系の有無に関わらず、ネガティブコント

ロールの値の 2 倍未満であった（Tables 3-7A,3-7B）。一方、ポジティブコント

ロールのコロニー数は、ネガティブコントロールの 2 倍以上であった（Tables 

3-8A, 3-8B）。以上、Ames 試験の結果、ETAS は試験株に対して変異原性を示

さなかった。 
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Table 3-7A. 代謝酵素非存在下での復帰突然変異コロニー数 
Revertant per plate (Mean) 

Compound   Concentration                                S9 (-) 
               (µg/plate) TA98 TA100 TA1535 TA1537 WP2uvrA 
Control 0 14, 12, 12 87, 68, 73 12, 8, 12 5, 2, 4 89, 110, 81 
  (13) (76) (11) (4) (93) 
ETAS 313 17, 18, 9 85, 76, 88 14, 7, 11 4, 4, 3 125, 81, 114 
  (15) (83) (11) (4) (107) 
ETAS 625 11, 16, 12 106, 80, 71 11, 14, 7 5, 5, 3 109, 103, 97 
  (13) (86) (11) (4) (103) 
ETAS 1,250 8, 14, 12 64, 97, 90 9, 10, 12 3, 3, 5 113, 139, 142 
  (11) (84) (10) (4) (131) 
ETAS 2,500 19, 18, 16 88, 76, 98 13, 13, 9 5, 5, 5 136, 126, 150 
  (18) (87) (12) (5) (137) 
ETAS 5,000 15, 16, 20 84, 85, 86 5, 10, 11 4, 5, 3 166, 138, 148 
  (17) (85) (9) (4) (151) 
Positive mutagens  2-NF SA  SA 9-AA AF2 
Concentration (µg/plate)  5.0 1.5 1.5 80.0 0.005 
Revertant per plate  537, 552, 516 264, 261, 247 610, 538, 481 355, 467, 476 666, 601, 571 
(Mean)  (535) (257) (543) (433) (613) 
2-NF: 2-nitrofluorene, SA: sodium azide, 9-AA: 9-aminoacridine, AF2: 2-(2-furyl)-3-(5-nitro-2-furyl)acrylamide 

 
 
Table 3-7B. 代謝酵素存在下での復帰突然変異コロニー数 

Revertant per plate (Mean) 
Compound   Concentration                                S9 (+) 
               (µg/plate) TA98 TA100 TA1535 TA1537 WP2uvrA 
Control 0 23, 20, 19 64, 92, 73 6, 6, 12 12, 13, 13 125, 115, 121 
  (21) (76) (8) (13) (120) 
ETAS 313 20, 28, 32 79, 77, 86 11, 12, 7 6, 11, 11 132, 120, 135 
  (27) (81) (10) (9) (129) 
ETAS 625 24, 18, 14 65, 81, 94 10, 11, 11 11, 16, 9 105, 132, 154 
  (19) (80) (11) (12) (130) 
ETAS 1,250 25, 18, 25 71, 72, 79 9, 10, 10 9, 12, 10 139, 127, 129 
  (23) (74) (10) (10) (132) 
ETAS 2,500 26, 21, 26 55, 78, 89 7, 7, 11 7, 8, 13 121, 137, 126 
  (24) (74) (8) (9) (128) 
ETAS 5,000 29, 23, 22 82, 116, 97 7, 13, 8 15, 8, 9 137, 144, 147 
  (25) (98) (9) (11) (143) 
Positive mutagens  2-AA 2-AA  2-AA 2-AA 2-AA 
Concentration (µg/plate)  1.0 2.0 3.0 3.0 2.0 
Revertant per plate  300, 310, 293 533, 555, 405 154, 139, 126 94, 115, 95 363, 406, 335 
(Mean)  (301) (498) (140) (101) (368) 
2-AA: 2-aminoanthracene 
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Table 3-8A. ネガティブコントロールの復帰突然変異コロニー数 
 

 
Table 3-8B. ポジティブコントロールの復帰突然変異コロニー数 
 

 
 
 
 
 
 
 

Strain S9mix N Mean ± SD Range 
    Lower Upper 
TA98 - 112 15.5 ± 4.0 6.5 24.5 
 + 112 22.0 ± 5.3 9.0 35.0 
TA100 - 112 81.4 ± 12.5 52.9 110.0 
 + 112 92.8 ± 12.7 57.1 128.4 
TA1535 - 112 10.3 ± 2.4 4.2 16.5 
 + 112 9.8 ± 2.5 2.1 17.6 
TA1537 - 112 6.0 ± 1.9 1.0 11.0 
 + 112 10.8 ± 3.0 2.6 19.0 
WP2uvrA (pKM101) - 112 125.0 ± 19.5 72.0 177.9 
 + 112 149.4 ± 18.9 97.0 201.8 

Strain S9mix Positive Dose N Mean ± SD Range 

  control (μg/plate)   Lower Upper 

TA98 - 2-NF 5.0 112 485.7 ± 103.6 236.1 735.3 

 + 2-AA 1.0 110 229.9 ± 71.9 69.8 390.1 

TA100 - SA 1.5 112 436.8 ± 74.7 53.6 619.9 

 + 2-AA 2.0 110 396.7 ± 133.2 73.7 719.8 

TA1535 - SA 1.5 112 440.9 ± 83.2 277.4 604.5 

 + 2-AA 3.0 112 144.7 ± 38.6 54.4 235.0 

TA1537 - 9-AA 80.0 112 316.6 ± 111.9 81.9 551.3 

 + 2-AA 3.0 110 162.1 ± 48.4 54.9 269.2 

WP2uvrA (pKM101) - AF2 0.005 110 977.6 ± 220.4 487.8 1,467.3 

 + 2-AA 2.0 112 416.6 ± 85.9 187.1 646.1 
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2-2 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現（非盲検試験）（試験 1） 

 

 ヒトにおける ETAS の効果を検証するため、20 名の被験者から集めた血液サ

ンプルを用いて、白血球中の Hsp70 mRNA 量をリアルタイム PCR により評価

した。ETAS（Lot.111104）を 75、100、150 mg/day 摂取させ、摂取前及び 7

日後を評価した。その結果、100、150 mg/日摂取群は摂取前と比較して有意に

Hsp70 mRNA 発現量が上昇した(154.9 ± 24.9%、159.2 ± 24.9%)。一方、75 mg/

日摂取群では有意差が認められなかった(101.6 ± 8.8%)（Fig. 3-5）。 

 
Fig. 3-5. 白血球中の Hsp70 mRNA 発現量 
健常人に ETAS を 75、100 又は 150 mg/day、7 日間摂取させ、Hsp70 mRNA
の発現量を評価した。摂取前後に全血から白血球を回収し、Hsp70 mRNA の発

現量をリアルタイム PCR で測定した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）及び

ベースラインに対する Hsp70 mRNA 発現量の変化率（%）を表し、∗p < 0.05 vs 
baseline、∗∗p < 0.01 vs baseline (Student’s t-test) で示した。 
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2-3 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現及び自律神経系（ANS）に 

対する ETAS の効果（無作為化二重盲検プラセボ対照試験）（試験 2） 

 

2-3-1 血中の Hsp70 mRNA 発現 

 

20 名の被験者をプラセボ群、ETAS 群に 10 名ずつ割付けた。プラセボ群は賦

形剤のみ、ETAS 群は 150 mg/day を 7 日間摂取した。各群 10 名の被験者のう

ち 8 名から集めた血液サンプルを用いて、血中の Hsp70 mRNA 発現量を半定

量 PCR により評価した。各群 2 名の被験者は、激しい運動、40°C 以上の湯温

での入浴、アスピリンや抗ヒスタミン薬の服用を行ったため解析から除外した。

Fig. 3-6 に示すように、両群においてサンプル摂取後に Hsp70 mRNA の発現量

がベースラインに比べて上昇した。発現量比（% of baseline）は、プラセボ群

（175.1 ± 5.8%）に対し ETAS 群（278.9 ± 57.6%）で著しく高かったが、統計

学的有意差は認められなかった（p = 0.098）。 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 3-6. 血中の Hsp70 mRNA 量 
血中の Hsp70 mRNA 量は半定量 PCR により測定した。被験者はプラセボ群（破

線）と ETAS 群（実線）に分けた。血液サンプルはベースライン（day 0）及び

最終日（day 7）に収集した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）及びベースラ

インに対する Hsp70 mRNA 発現量の変化率（%）を表した。*p = 0.098 vs 
Placebo (Student’s t-test).  
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2-3-2 自律神経評価 

 

Hsp70 mRNA の評価を受けた各群 8 名の被験者において、パルアスアナライ

ザープラス TAS9 を使用して自律神経評価測定を行った。プラセボ摂取前後

（pre-intake vs post-intake）の低周波（LF）値（ms2）、高周波（HF）値（ms2）

及び LF/HF 比は、それぞれ、278.2 ± 146.6 vs 166.4 ± 140.4（p < 0.01）、183.4 

± 135.0 vs 137.1 ± 93.1（p = 0.074）及び 1.82 ± 1.02 vs 1.32 ± 0.97 であった。

ETAS 群のそれらの値（pre-intake vs post-intake）は、135.2 ± 136.1 vs 401.8 

± 697.4（LF; ms2）、98.7 ± 41.3 vs 92.8 ± 37.7（HF; ms2）及び 1.30 ± 1.01 vs 5.11 

± 9.07（LF/HF 比）であった。摂取前後の測定値の差を（Fig. 3-7）に示す。ETAS

摂取により全ての自律神経状態指標が改善し、一方、プラセボ群では ANS バラ

ンス、SDNN、肉体的ストレス及び総合評価の項目が、ベースラインに比べ有

意に減少（悪化）していた。プラセボ群と ETAS 群の比較においては、トータ

ルパワー（p = 0.048）、ANS バランス（p = 0.006）及び肉体的ストレス（p = 0.002）

指標に有意な差が認められた。 
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Fig. 3-7. 自律神経系（ANS）測定値の変化 

医療用機器のパルスアナライザープラス TAS9 を使用して、指先からの加速度

脈波を測定することにより心拍変動（HRV）を測定し、ANS 機能指標を計算し

た。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）(n=8)で示した。*p < 0.05 vs Placebo, **p 
< 0.01 vs Placebo, #p < 0.05 vs baseline, ##p < 0.01 vs baseline (Student’s 
t-test). 
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2-4 ヒトにおけるストレス指標及び睡眠に対する ETAS の効果 

（無作為化二重盲検プラセボ対照クロスオーバー試験）（試験 3） 

 

2-4-1 ストレス指標評価 

 

睡眠に問題を抱えている健常男性 18 名をプラセボ群、ETAS（150 mg/day）

群に 9 名ずつ割付けた。7 日間のプラセボ摂取後の血清及び唾液コルチゾール

（CORT 及び s-CORT）レベルは、ベースラインと比較して有意に増加した（血

清：4.9 ± 0.5 vs 6.6 ± 0.6 µg/dL, p < 0.05、唾液：0.08 ± 0.01 vs 0.14 ± 0.02 µg/dL, 

p < 0.01）。一方、ETAS 摂取前後では著しい変化は認められなかった（血清：

5.7 ± 0.5 vs 6.3 ± 0.6 µg/dL、唾液：0.11 ± 0.02 vs 0.13 ± 0.01 µg/dL）（Fig. 3-8A, 

3-8B）。唾液のクロモグラニン A（s-CgA）に関しては、ETAS の摂取前後で有

意な減少が認められた（9.4 ± 1.7 vs 5.7 ± 0.8 pmol/mL, p < 0.01）が、プラセ

ボ摂取による変化は認められなかった（Fig. 3-8C）。 
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Fig. 3-8. ストレスホルモンに対する ETAS の効果 
血清コルチゾール（CORT; A）、唾液コルチゾール（s-CORT; B）及び唾液クロ

モグラニン A（s-CgA; C）をプラセボ（破線）又は ETAS（実線）の摂取前後

で測定した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）で示した。*p < 0.05 vs baseline, 
**p < 0.01 vs baseline (Student’s t-test). 

 

  

(A) (B) 

(C) 
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2-4-2 睡眠に対する効果（アクチグラフ分析） 

 

プラセボ群と ETAS 群において、総睡眠時間（405.5 ± 61.6 vs 399.3 ± 44.6 

min）、実睡眠時間（383.7 ± 13.8 vs 374.0 ± 10.5 min）、睡眠潜時（15.2 ± 15.7 

vs 15.4 ± 10.9 min）、睡眠効率（92.2 ± 8.8 vs 91.3 ± 11.0%）及び覚醒回数（5.9 

± 2.8 vs 5.9 ± 2.9）を含むすべてのパラメーターに有意な差は認められなかった。

しかし、被験者を睡眠効率により 2 つのグループに分類した時（90%以上かそ

れ以下）、ETAS 群はプラセボ群に比べ、睡眠効率が 90%以上の被験者の実睡眠

時間を有意に減少させ（p < 0.05）、90%以下の被験者の実睡眠時間を延長（改

善）する傾向を示した（p = 0.093）（Fig. 3-9A）。また、健常人の平均睡眠時間

（395 min/night）で被験者を 2 つに分類した場合、ETAS は平均睡眠時間より

睡眠時間が多い被験者の睡眠時間を有意に減少させた（p < 0.05）（Fig. 3-9B）。 

さらに、過剰な睡眠時間（>395 min/night）を取っている被験者において、

唾液中のストレスマーカーである s-CgA レベルは ETAS 摂取により有意に減少

し、s-CORT レベルも減少傾向が認められたが、プラセボ摂取時では s-CORT

及び s-CgA のレベルは減少しなかった（Table 3-9）。 
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Fig. 3-9. 実睡眠に対する ETAS の影響 
実睡眠はアクチグラフを使用して測定した。全ての被験者は、睡眠効率（A）及

び平均夜間睡眠時間（B）に基づき 2 グループに分類した。健常者の平均睡眠時

間は 395 min/night（破線）である。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）で示

した。#p = 0.093 vs Placebo, *p < 0.05 vs Placebo. 
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Table 3-9. 一晩の平均睡眠時間が 395 分未満又は以上における被験者のストレ

スホルモンレベル 

Group 
CORT (μg/dL)         s-CORT (μg/dL) s-CgA (pmol/mL) 

Baseline Final   Baseline Final   Baseline Final   
Under 395 min/night 

Placebo 5.4 ± 2.4 7.3 ± 2.4 0.093 ± 0.044 0.158 ± 0.105* 10.23 ± 6.40 6.11 ± 2.96 
ETAS 6.0 ± 2.1 6.8 ± 2.3 0.094 ± 0.034 0.134 ± 0.068* 7.71 ± 8.76 5.80 ± 3.36 

Over 395 min/night 
Placebo 4.6 ± 1.4 5.9 ± 2.0 0.072 ± 0.038 0.121 ± 0.061 4.87 ± 3.97 4.82 ± 2.26 
ETAS 5.4 ± 1.8 6.0 ± 2.1 0.148 ± 0.117 0.125 ± 0.046 11.72 ± 8.76 5.89 ± 3.57* 
*p < 0.05 vs each baseline (Student's t-test). 
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2-4-3 睡眠に対する効果（アンケート調査） 

 

AIS アンケートにおいて、“予定の起床時間より早く目覚める（早朝覚醒）”

のスコアが、ETAS 摂取によりプラセボ摂取に比べ有意に増加（早朝覚醒が減

少）した（p < 0.05）（Fig. 3-10A）。OSA-MA においては、“悪夢を見る頻度”

のスコアが ETAS 摂取により有意に増加（悪夢を見る頻度が減少）することが

明らかとなった（p < 0.05）（Fig. 3-10B）。VAS においては、“食欲”のスコア

が ETAS により減少（食欲が増加）した（p < 0.05）（Fig. 3-10C）。3 つのアン

ケート調査において、これら以外の項目にはプラセボ群と ETAS 群に差は認め

られなかった。また、両群から副作用の報告はなかった。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

(A) 
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Fig. 3-10. 睡眠に関するアンケート調査 
睡眠の質はアテネ不眠尺度（AIS）(A)、OSA 睡眠調査票 MA 版（OSA-MA）(B)、
視覚的評価スケール（VAS）(C)で評価した。数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）

で示した。*p < 0.05 vs Placebo, **p < 0.01 vs Placebo. 
 
  

(B) 

(C) 
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2-4-4 血液学的及び生化学的検査 

 

ETAS 及びプラセボを摂取した全ての被験者において、血液学的及び生化学

的指標の全ての数値は正常であった（Table 3-10）。また、ETAS 群とプラセボ

群、各サンプルの摂取前後で有意差は認められなかった。 

 

Table 3-10. 血液学的及び生化学的指標 

Parameter Standard value 
Placebo ETAS 

Baseline Final Baseline Final 
WBC 3.5~9.7 (x104/µL) 6.7 ± 1.8 6.9 ± 1.5 6.7 ± 1.5 7.3 ± 2.2 
RBC 438~577 (x104/µL) 489 ± 21 495 ± 25 495 ± 23 500 ± 27 
Hb 13.6~18.3 (g/dL) 15.1 ± 0.7 15.3 ± 0.8 15.2 ± 0.7 15.4 ± 0.9 
Ht 40.4~51.9 (%) 44.2 ± 2.1 44.9 ± 2.4 44.5 ± 2.0 45.3 ± 2.4 
Plt 14.0~37.9 (x104/µL) 26.7 ± 5.4 26.3 ± 5.9 27.8 ± 5.4 26.3 ± 5.6 

AST 10~40 (U/L) 22.5 ± 6.6 23.1 ± 6.7 23.1 ± 6.4 23.2 ± 7.3 
ALT 5~45 (U/L) 31.1 ± 20.3 31.7 ± 20.5 31.1 ± 18.6 32.2 ± 22.4 
γ-GTP 1~79 (U/L) 40.9 ± 32.6 40.8 ± 34.0 42.5 ± 39.1 42.8 ± 38.3 
BUN 8.0~20.0 (mg/dL) 13.0 ± 1.9 13.1 ± 3.1 13.4 ± 2.2 12.8 ± 2.1 
CRE 0.65~1.09 (mg/dL) 0.88 ± 0.09 0.87 ± 0.09 0.90 ± 0.10 0.88 ± 0.09 

ETAS 群とプラセボ群、各サンプルの摂取前後で有意差は認められなかった。 

数値は平均値 ± 標準誤差（SEM）で示した。 
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第 3 節 考察 

 

3-1 ETAS の安全性評価 

 

野菜や果物には、がんや心疾患、糖尿病などの慢性疾患を改善する可能性が

ある様々な成分が含まれる（Martínez-Augustin et al., 2012; Slavin and Lloyd, 

2012; Lee et al., 2013）。さらに、うつ等の精神疾患に有効な成分も報告されて

いる（Herbison et al., 2012; Hosseini et al., 2012; Hurley et al., 2013）。第 1

章及び第 2 章では、新たな機能性素材を探索し、ETAS に Hsp70 mRNA 発現量

の上昇活性が認められたことを報告した。本章では、その ETAS の安全性を急

性、亜慢性及び遺伝毒性試験によって評価した。 

急性毒性試験としてラットに体重当たり 2,000 mg/kg の ETAS を経口投与し

たところ、全てのラットが生存し、体重増加や剖検結果に対する異常は見られ

なかった。この結果から、ETAS の 50%致死量（LD50）は 2,000 mg/kg 以上で

あると判断した。この値はヒトに換算すると、単純計算で 120 g/60 kg 以上、表

面積計算で 20 g/60 kg 以上（Guidance for Industry, 2005）となる。 

また、90 日間の亜慢性毒性試験（ラット体重当たり 500、1,000 又は 2,000 

mg/kg の ETAS の胃管投与）を行ったところ、摂食量、体重、死亡率、血液検

査、生化学検査、剖検及び臓器重量において有意な有害事象は認められなかっ

た。検尿においては、2,000 mg/kg 投与群では雌雄両群で有意なタンパク排出量

の増加が認められた。これは ETAS の影響と考えられるが、両群とも病理組織

学的試験では腎臓に影響が認められなかったことから、毒性学的に重要ではな

いと判断される。一般的に、尿タンパク量は温浴後、一時的に上昇することが

知られている。また、温浴により HSP70 が誘導されることも知られているため、

ETAS 摂取による HSP70 の発現量の上昇と、尿タンパク量の排出に関連がない
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とは言い切れない。病理学的試験においては、ETAS 2,000 mg/kg 投与群の雄ラ

ットで前胃境界隆線にわずかな扁平上皮過形成が認められた。これは ETAS 中

のHsp70 mRNA発現量の上昇活性物質の 1つであるHMFの刺激性が原因とも

考えられるが（Technical Resources International, Inc., 1994）、前胃境界隆線

はげっ歯類に特有の組織であり、ヒトにおいては重篤な毒性がないと考えられ

る。剖検においては、ETAS 2,000 mg/kg 投与群の雄ラット 1 匹で両側の精巣が

小さく、組織学的試験でも精細管の委縮が認められた。細管委縮は加齢やホル

モン調節の乱れ、ストレス、薬物由来のダメージなどにより起こると報告され

ているが（Greaves, 2012）、Crl:CD(SD)ラットを用いた亜慢性試験では精細管

委縮の自然発生率は 10～20%と報告されている（Perry and Finch, 1999; 

Sugimoto et al., 2000）。さらに別の報告では、10～23 週齢の同ラットでは、そ

の発生率は約 5%と述べられている。（Nagatani et al., 2003）。本研究における

組織学的試験では、セルトリ細胞へのダメージを伴わない委縮であったことか

ら、ETAS 摂取による影響ではなく自然発生による委縮と判断した。また、両

精巣上体の縮小や管腔の細胞片、精子数の減少は細管委縮による副次的な変化

であると考えられる。以上のことから、ETAS の無影響量（no-observed-effect 

level; NOEL）は 1,000 mg/kg/day、無毒性量（no-observed-adverse-effect level; 

NOAEL）は 2,000 mg/kg/day と結論づけた。 

マウスにおける小核試験の結果、ネガティブコントロール群及びポジティブ

コントロール群の平均小核発生率は、試験実施機関のヒストリカルコントロー

ルデータ（ネガティブコントロール: 0.08 - 0.22% MNIE, N=39, 41.8 - 64.0% IE, 

N=39; ポジティブコントロール: 2.23 - 4.40% MNIE, N=38, 35.0 - 66.0% IE, 

N=38）の範囲内であった。Table 3-6 に示したように、マイトマイシン C を投

与したポジティブコントロール群の小核発生率は明らかに増加したため、試験

としては十分成立していることとなる。一方、ETAS 投与群（500、1,000 又は
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2,000 mg/kg/day の ETAS を 2 回に分け強制経口投与）の小核発生率は何も投

与しなかったネガティブコントロール群と同等であったため、ETAS は小核形

成や染色体異常を誘導しないと判断した。 

復帰突然変異試験には 5 種の細菌を用いて代謝活性化系（S9 mix）存在、非

存在下で評価した。すべての試験細菌株において、ETAS 処理群の平均復帰突

然変異コロニー数は、ネガティブコントロール群と同等であり、変異原性を示

さなかった（Tables 3-7A, 3-7B）。ネガティブコントロール群の平均復帰突然変

異コロニー数は、試験実施機関のヒストリカルコントロールデータの範囲内で

あった。一方、ポジティブコントロール群のコロニー数は、ネガティブコント

ロール群の 2 倍以上であった（Tables 3-8A, 3-8B）。 

以上の結果は、ETAS の機能性食品としての安全性を支持するものである。 
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3-2 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現（非盲検試験）（試験 1） 

 

ETAS を 100 又は 150 mg/day、7 日間摂取することにより、摂取前と比較し

て有意にヒト白血球中の Hsp70 mRNA 発現量が上昇した。ヒトにおける 150 

mg/60 kg body weight/day は、マウスにおいては 30 mg/kg/day に換算され

（Guidance for Industry, 2005）、第 2 章での動物実験と比較すると、本試験の

摂取量は非常に少ない。第 2 章での断眠モデルは、非常にストレスがかかった

状態だが、本試験では過度のストレスがかかっていない健常人を対象とした。

定常状態では細胞内に変性したタンパク質が少なく、修復に必要な HSP70 も少

ないため、ETAS によって容易に Hsp70 mRNA 発現量が上昇することを期待し、

本試験では摂取量を低く設定した。本試験結果は、ETAS がヒトにおいても有

益である可能性を示唆する結果と考える。 

 

3-3 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現及び自律神経系（ANS）に対

する ETAS の効果（無作為化二重盲検プラセボ対照試験）（試験 2） 

 

ETAS を 150 mg/day 摂取することで、血中の Hsp70 mRNA 発現量が上昇す

る傾向が示されたが、その効果には有意差が認められなかった。一方、ETAS

は自律神経系（ANS）状態を表すパラメーターのいくつかを改善した。 

HSP70 は細胞保護において必要不可欠な役割を果たしており、また様々な有

害状態に反応するうえで重要な生存機能を有しているが、第 2 章でも述べたよ

うに、特にがん治療において HSP70 の発現にはいくつかの懸念事項がある。そ

の理由として、ほとんどのがん細胞は抗がん治療に抵抗性を示すために、基礎

レベルにおいて HSP70 が豊富に発現しているからである（Goloudina et al., 

2012）。さらに、HSP70 の発現は典型的な予後不良のマーカーとなる（Murphy 
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et al., 2013）。細胞から放出される HSP70 は免疫系とクロストークする伝達物

質として作用し、臨床で使用される温熱療法は HSP70 の免疫学的活性を引き起

こすことができる（Jolesch et al., 2012）。また、細胞内 HSP70 は化学療法を

含む様々な細胞毒性の脅威からがん細胞を保護する一方、細胞外 HSP70 はがん

細胞に対する自然免疫や獲得免疫に関係する細胞のリクルートを助けると報告

された（Guzhova et al., 2013）。細胞内HSP70は誘導性HSP70と恒常性HSP70

から成り、細胞の完全性を維持するために、その両者はお互いに相乗的に補完

し合っている（Chong et al., 2013）。試験 2 の結果は Hsp70 mRNA のみに関す

る ETAS の発現量の上昇活性評価である。サンプルサイズのより大きなヒト介

入試験において、ETAS が確かに HSP70 の発現量を上昇させることが証明され

てからになるが、ETAS が細胞内 HSP70 及び/あるいは細胞外 HSP70 の量に影

響を及ぼすかを評価する必要がある。 

心拍間隔の変化の指標である心拍変動（HRV）は、ANS 機能の非侵襲的評価

手段である（Berntson et al., 1997）。社会不安障害は HRV を減少させ、SDNN

や LF 値を低下させる。ANS の機能障害は、精神的苦痛や飲酒頻度の増加に繋

がり、症状の重症度と関連している（Alvares et al., 2013）。他の研究では、ト

ータルパワーや SDNN、LF 及び HF の数値は加齢とともに有意に減少すること

が報告されている（Kim et al., 2011）。試験 2 において、プラセボ群では ANS

バランス、SDNN、肉体的ストレス及び総合評価の項目が、ベースラインに比

べ有意に減少（悪化）していたが、これは試験を実施した時期が影響している

と考える。試験 2 は 4 月 19 日から 5 月 11 日にかけて実施した。つまり、ゴー

ルデンウィーク前後の繁忙期であったため、被験者は労働量が増加し、各種パ

ラメーターが悪化したと考える。一方、ETAS は HRV に基づく ANS 測定値の

いくつかを改善した。これは社会不安や高齢化社会の国々において、ETAS が

重要な役割を果たす可能性を示唆するものである。 
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3-4  ヒトにおけるストレス指標及び睡眠に対する ETAS の効果 

（無作為化二重盲検プラセボ対照クロスオーバー試験）（試験 3） 

 

ETAS 摂取はプラセボ摂取に比べ、ストレス指標をポジティブに変化させ、

さらに睡眠に問題のある被験者の睡眠の質を改善させる可能性を示している。

ストレス指標については、7 日間のプラセボ摂取後の血清及び唾液コルチゾール

（CORT 及び s-CORT）レベルが、ベースラインと比較して有意に増加した。

これは試験を実施した季節が要因と考えられる。試験 3は 10月に実施したため、

気温が下がりはじめ、寒さを感じる時期であった。寒さも一種のストレスであ

るため、プラセボ群でコルチゾールが増加したと考えられる。 

また、試験 3 は、特に不眠症のような睡眠状態が悪いことを示す、90%以下

という睡眠効率の低いヒトに対し、ETAS が睡眠状態を調節するのに効果的で

ある可能性を示唆している。なぜならば、ETAS は睡眠効率の低い被験者にお

いて、実睡眠時間を延長させる傾向を示したからである。しかしながら、逆に

90%以上と睡眠効率の良い被験者においては有意に睡眠時間を減少させた。こ

の理由は不明であるが、ETAS が REM 睡眠と non-REM 睡眠の間隔を調節し、

質の良い睡眠やより適切な睡眠時間を導いたという仮説が立てられる。HSP70

誘導物質である GGA は、断眠モデルラットで REM 睡眠のリバウンドを軽減し

たと報告されている（Wada et al., 2006）。また、シャクヤクの主成分であるペ

オニフロリンは HSP70 を誘導する天然物として発見され（Yan et al., 2004）、

その化合物はラットの non-REM 睡眠を調節することが示されている。これら

のデータは、HSP70 の誘導が REM 及び non-REM 睡眠をコントロールするこ

とにより、真に効率的な睡眠を引き起こす可能性を示唆するものである。仮に、

被験者が質の悪い睡眠のため、過剰に不要な睡眠時間を費やしているとすれば、

ETAS はストレスの軽減を通して睡眠の質を改善し、睡眠時間を短縮すること
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を助けているのかもしれない。本研究で示された睡眠の質の改善は、部分的に

はストレスホルモンの変化や HSP70 発現量の上昇が要因かもしれない。しかし

ながら、この関係を解明するためには更なる研究が必要とされる。 
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第 4 節 実験部 

 

4-1 ETAS の安全性評価 

 

4-1-1 試験サンプルの調製 

 

ETAS は、株式会社アミノアップ化学の健康補助食品 GMP、ISO9001 及び

ISO22000 の認証工場で生産した。 

アスパラガス（新鮮重 12 kg）に水 24 L を加え、121°C、45 分加熱し、熱水

抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで下がった段階でセルラーゼ（0.12 

kg）を添加して攪拌した。さらに 45°C まで下がった段階でペクチナーゼ（0.12 

kg）を添加し、72 時間反応した。得られた反応液を 121°C、20 分で加熱して酵

素を失活させ、賦形剤としてパインデックス（1.2 kg）を添加した後、スプレー

ドライヤーで乾燥粉末化して ETAS（2.1 kg）を得た（Lot.111021）。 

同様に、アスパラガス（新鮮重 1,005 kg）に水 1,000 L を加え、100°C、45

分加熱し、熱水抽出した。得られた抽出液の温度が 60°C まで下がった段階でセ

ルラーゼ（10.0 kg）を添加して攪拌した。さらに 45°C まで下がった段階でペ

クチナーゼ（10.0 kg）を添加し、24 時間反応した。得られた反応液を 121℃、

20 分で加熱して酵素を失活させ、7,200 rpm で遠心分離した後、上清に賦形剤

としてパインデックス（61.4 kg）を添加し、これをスプレードライヤーで乾燥

粉末化して ETAS（123.7 kg）を得た（Lot.HSP1209s）。 
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4-1-2 ラットにおける急性経口毒性試験 

 

本試験は Good Laboratory Practice (GLP)及び OECD425 ガイドラインに準

拠し、動物実験委員会（Institutional Animal Care and Use Committees of 

Biotoxtech Co., Ltd）により承認を得た Biotoxtech Co., Ltd. 

（Chungcheongbukdo, Korea）で行った。7 週齢の Crl:CD(SD) 雌ラットは

Orientbio, Inc.（Seongnam, Korea）から購入した。8 週齢で 5 匹を無作為に選

抜し、馴化させた。初回の ETAS（Lot.111021）投与は 175 mg/kg とした。ま

ず、1 匹目に胃管投与して 48 時間経過観察を行い、生存を確認後、2 匹目は用

量進行係数 3.2 として 550 mg/kg を投与した。48 時間経過観察を行い、生存を

確認後、同様に 3、4、5 匹目は 2,000 mg/kg を投与した。投与量は“OECD 

Guideline for Testing of Chemicals 425, Acute Oral Toxicity-Up-and-Down 

Procedure.”に従い、AOT425StatPgm (Version 1.0, 2001) により算出した。

ラットの飼育環境は温度 20～24°C、湿度 40～67%、照明は 12 時間明期、12

時間暗期（07:00 から 19:00 明期)とした。飼料は標準的なラット用（Teklad 

Certified Irradiated Global 18% Protein Rodent Diet 2918C; Harlan 

Laboratories, Inc., IN, USA）とし、自由給水とした。すべてのラットを投与後

30 分間観察し、その後、1、2、4 及び 6 時間後、さらに 1 日目から 14 日目ま

で 1 回/日観察した。体重は 0、1、3、7 及び 14 日目に測定した。14 日目、す

べてのラットを CO2麻酔下で腹部大動脈より採血し解剖した。50%致死量（LD50）

は AOT425StatPgm により算出した。 
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4-1-3 ラットにおける 90 日間亜慢性毒性試験 

 

試験デザイン 

 

本試験は GLP 及び OECD408 に準拠し、動物実験倫理委員会の承認を得た化

合物安全性研究所（札幌市）で行った。雄雌 Crl:CD(SD)ラットは、日本チャー

ルスリバー（横浜市）から購入した。雌雄 40 匹ずつの 5 週齢のラットを無作為

に 4 群に分けた。ラットの飼育環境は温度 19～23°C、湿度 31～49%、照明は

12 時間明期、12 時間暗期（08:00 から 20:00 明期）とした。飼料は標準的なラ

ット用飼料（CRF-1; オリエンタル酵母工業株式会社）とし、自由給水とした。

雌雄 4 群ずつのラットにそれぞれ ETAS（Lot.HSP1209s）を 0、500、1,000

又は 2,000 mg/kg、1 日 1 回、90 日間強制経口投与した。試験期間中、2 回/日

一般状態の観察を行い、体重及び摂餌量は 1 回/週及び解剖日に測定した。検尿

サンプルは、投与直後から 13 週間、代謝ケージにより採取した。投与直後から

3 時間までの尿を pH、タンパク質、糖、ケトン体、ウロビリノーゲン、ビリル

ビン、潜血測定に使用した。測定には Multistix 試薬（シーメンスヘルスケア・

ダイアグノスティクス株式会社）を用いた。残り 21 時間分の検尿サンプルは、

尿量測定及び比重測定（Uricon-S; 株式会社アタゴ）に使用した。 

 

血液学的検査、生化学的検査 

 

解剖日、16～21 時間絶食した後、ペントバルビタールナトリウムにより麻酔

し、血液サンプルを腹部大動脈より採取した。約 1 mL の血液を EDTA-2K で処

理し、Hematology analyzer XT-2000iV（シスメックス株式会社）を用いて、

赤血球（RBC）数、ヘモグロビン（HGB）濃度、ヘマトクリット（HCT）、平
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均赤血球容積（MCV）、平均赤血球ヘモグロビン量（MCH）、平均赤血球ヘモグ

ロビン濃度（MCHC）、網状赤血球数、血小板数、白血球（WBC）数及び白血

球百分率を測定した。血液をクエン酸ナトリウムで処理して得た血漿中のプロ

トロンビン時間（PT）及び活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）は

Coagulometer KC4Δ（Trinity Biotech Plc., Co Wicklow, Ireland）を用いて測

定した。アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノト

ランスフェラーゼ（ALT）、アルカリフォスファターゼ（ALP）、γ-グルタミルト

ランスペプチダーゼ（γ-GTP）、糖は Hitachi 7080 automatic analyzer（株式会

社日立ハイテクノロジーズ）により測定した。血清中の、総コレステロール

（T-Cho）、トリグリセリド（TG）、総ビリルビン（T-Bil）、 尿素窒素（UN）、

クレアチニン（Crea）、ナトリウム（Na）、カリウム（K）、塩化物（Cl）、カル

シウム（Ca）、無機リン（IP）及び総蛋白（TP） は Hitachi 7080 automatic 

analyzer により測定した。タンパク画分についてはアルブミン/グロブリン比

（A/G ratio）を AES320 automatic electrophoresis system（三島オリンパス

株式会社）により測定した。 

 

剖検 

 

投与期間終了後、解剖し、肉眼で組織の観察を行った。脳（大脳、小脳、脳

橋）、胸腺、副腎、脾臓、心臓、肝臓、腎臓、精巣、精巣上体、子宮及び卵巣に

ついて組織重量を測定した。相対組織重量は、解剖日の体重に基づき算出した。

上記の組織に加え、肺（気管支を含む）、腸間膜リンパ節、脾臓、下顎リンパ節、

唾液腺（顎下腺と舌下腺）、乳腺（右腹部）、下垂体、甲状腺（副甲状腺を含む）、

皮膚、眼球、右大腿骨（骨髄を含む）、脊髄（頸部）、骨格筋（外側広筋）、胸部

大動脈、気管、食道、胃（前胃、胸胃、幽門部）、十二指腸、空腸、回腸（パイ
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エル板を含む）、盲腸、結腸、直腸、膀胱、前立腺、精嚢（凝固腺を含む）、膣

及び末梢神経（右坐骨神経）を採取し、さらに全ての病変を正常組織から切除

した。眼球は Davidson 固定液で固定して保存した。 精巣及び精巣上体は Bouin

固定液で固定し、70%エタノール溶液中で保存した。その他の組織は 10%ホル

マリン溶液で固定した。 

 

病理学的検査 

 

すべての個体から採取した組織はパラフィンワックスで包埋し、切片化、ヘ

マトキシリン・エオジン（HE）染色した。OECD408 ガイドラインに従い、ま

ずコントロール群及び高用量群（2,000 mg/kg 投与群）について検査した。高用

量群で投与に関連する変化が認められた場合に、1,000 mg/kg 投与群及び 500 

mg/kg 投与群について検査した。 

 

統計解析 

 

統計解析には毒性データ処理システム（MiTOX; 三井造船システム技研株式

会社）を使用した。体重、摂餌量、尿量、血液検査、絶対及び相対組織重量に

ついては、平均及び標準偏差を算出し、等分散性の検定として Bartlett 検定を

行った。等分散性が（p > 0.05）で確認された場合、一元配置分散分析（ANOVA）

を行い、コントロール群との有意差（p < 0.10）検定は、Dunnett 多重比較検定

を行った。等分散性が（p > 0.05）で確認できない場合、Kruskal–Wallis 検定

を行い、コントロール群との有意差（p < 0.10）検定は、Steel 多重比較検定を

行った。コントロール群との統計的有意水準は 5%（p < 0.05)とした。 
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4-1-4 マウスにおける小核試験 

 

本試験は GLP 及び OECD474 ガイドラインに準拠し、動物実験倫理委員会の

承認を得た化合物安全性研究所（札幌市）で行った。6 週齢の雄 Crlj:CD1(ICR)

マウスは、日本チャールスリバー（横浜市）から購入した。マウスの飼育環境

は温度 20～23°C、湿度 41～53%、照明は 12 時間明期、12 時間暗期（08:00 か

ら 20:00 明期)とした。飼料は標準的なマウス用（CRF-1; オリエンタル酵母工

業株式会社）とし、自由給水とした。1 週間の馴化後、30 匹のマウスを無作為

に 5 群に分けた。群はネガティブコントロール群、ETAS（Lot.111021）投与（500、

1,000、2,000 mg/kg/day）群、ポジティブコントロール群とした。ネガティブ

コントロール（賦形剤）及び ETAS は、24 時間間隔で 2 回、強制経口投与した。

ポジティブコントロール（マイトマイシン C; 協和発酵キリン株式会社）は 1 

mg/kg/day を腹腔内注射した。ETAS の最高投与量は、ラット急性経口毒性試

験の結果をもとに、ガイドラインの上限である 2,000 mg/kg とした。投与又は

注射前後、約 6 時間後、22～23 時間後に一般所見を観察した。体重は、投与前、

2 回目の投与から 22～23 時間後に測定した。分析サンプルは、各群 5 匹ずつ、

各 4サンプルを採取した。左右大腿骨から骨髄細胞を採取し、ウシ胎仔血清（FBS）

（GIBCO, Life Technologies Co., CA, USA）でフラッシングを行った。細胞懸

濁液を遠心分離（150 × g、5 分）し、一部をスライドグラスに塗布した。これ

を室温で一晩乾燥し、メタノールで固定した。各マウス 4 サンプル中 2 サンプ

ルを 0.005%アクリジンオレンジ（和光純薬工業株式会社）で染色し、66.7 mM

リン酸バッファー（pH 6.8, 三菱化学メディエンス株式会社）で洗浄した。これ

にカバーグラスをのせ、エナメル（株式会社石倉塗料店）で接着し、蛍光顕微

鏡（BX50: BX-FLA; オリンパス株式会社）サンプルとした。1 匹あたり 2,000

以上（1 サンプルあたり 1,000 以上）の未熟赤血球を計測し、小核未熟赤血球発
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生率（%MNIE）を算出した。さらに、1 匹あたり 500 以上（1 サンプルあたり

250 以上）の赤血球を計測し、全赤血球に対する未熟赤血球の比率（%IE）を算

出した。 5 群で二項検定を実施し、有意水準 5%で小核発生率を比較した。ま

た、体重と同様、未熟赤血球も Bartlett 検定により、ネガティブコントロール

群と ETAS 投与群間比較を行った。すべての結果は等分散性を示し（p > 0.05）、

ネガティブコントロール群と ETAS 投与群間で Dunnett 検定（two-tailed）（p > 

0.05）を行った。未熟赤血球のネガティブコントロール群とポジティブコント

ロール群の比較は F 検定（two-tailed）を行った。すべての結果は等分散性を示

し（p > 0.05）、群間比較には Student’s t-test （two-tailed）を行った（p > 0.05)。 

 

4-1-5 細菌復帰突然変異試験 

 

本試験は GLP 及び OECD471 ガイドラインに準拠した Biotoxtech Co., Ltd.

で行った。 

Salmonella typhimurium TA98、TA100、TA1535、TA1537、Escherichia coli 

WP2uvrA を用い、プレインキュベーション法に従い実施した。代謝活性化系（S9 

mix）存在下及び非存在下の状態で、ETAS（Lot.111021）に暴露させた。ネガ

ティブコントロールには蒸留水を使用し、ポジティブコントロールにはアジ化

ナトリウム（SA）、2-ニトロフルオレン（2-NF）、2-アミノアントラセン（2-AA）、

9-アミノアクリジン（9-AA）（Sigma–Aldrich, MO, USA）、2-(2-フリル)-3-(5-

ニトロ-2-フリル)アクリルアミド（AF2）（和光純薬工業株式会社）を使用した。

ETAS の濃度は 313、625、1,250、2,500 及び 5,000 μg/plate とした。試験は 3

反復で行った。代謝活性化系非存在下では、ETAS 溶液、ネガティブコントロ

ール溶液、ポジティブコントロール溶液を 100 μL ガラスチューブに入れた。

そこへ 0.1 M リン酸ナトリウムバッファー（pH 7.4）を 500 μL 加え、さらに
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100 μL の菌株懸濁液を加えた。これを 37°C、20 分振とう後、寒天（2 mL）と

混合し、ボルテックスミキサーで十分に攪拌した。その後、最小寒天培地に注

ぎ、室温で固めた。代謝活性化系存在下では、0.1 M リン酸ナトリウムバッファ

ーの代わりにS9 mixを500 μLを加えて同様の処理をした。培地が固まった後、

プレートを反転させ、37℃、48 時間培養した。培養後、復帰突然変異コロニー

をコロニーカウンター（ProtoCOL; Synoptics Ltd., Cambridge, UK）により計

測した。復帰突然変異コロニー数が少なくとも 1 つ以上の濃度でネガティブコ

ントロールと比較して 2 倍以上であれば、陽性と判断した。 
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4-2 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現（非盲検試験）（試験 1） 

 

4-2-1 試験デザイン 

 

本試験は血液中の Hsp70 mRNA 発現に関する ETAS の効果を評価した非盲

検試験である。試験計画書は、株式会社アミノアップ化学（札幌市）及び北海

道情報大学（江別市）の倫理委員会の承認を受け（承認番号：AU130226、

240806）、全ての参加者からは書面による同意書を得た。 

 

4-2-2 被験者 

 

健常な成人男性 20 名の被験者を無作為に ETAS（Lot.111104）75 mg/日摂取

群（10 名、36.0 ± 2.0 歳）、ETAS 100 mg/日摂取群（5 名、33.6 ± 2.7 歳）又は

ETAS 150 mg/日摂取群（5 名、33.2 ± 2.4 歳）に割付けた。被験者は 1 週間、

所定量を摂取した。 

 

4-2-3 白血球中の Hsp70 mRNA 発現量の上昇活性（リアルタイム PCR） 

 

白血球中の Hsp70 mRNA 発現量の測定は、リアルタイム PCR を使用した。

血液サンプルは、渓仁会円山クリニック（札幌市）において、ETAS の摂取前

後（day 0 及び day 7）に被験者から採取したものを使用した。1 mL の全血を

10 mL の ACK 溶解緩衝液（0.15 M NH4Cl, 1.0 mM KHCO3, 0.1 mM 

EDTA-2Na, pH 7.2～7.4）で溶解し、37°C、5 分間インキュベーションした。

300 × g で 10 分間遠心分離した後、白血球を回収し、再び溶解した。回収した

白血球から TRIzol 試薬（Ambion, Austin）を用いて RNA を抽出した。RNA
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濃度は NanoDrop 2000（Thermo Scientific）を用いて測定し、DEPC 水で 50 

ng/μL に調製した。cDNA 合成は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover （TOYOBO）を用いて行い、得られた cDNA は DEPC 水で

10 倍希釈した。反応は 4 μL の cDNA、5 μL の SsoAdvanced SYBR Green 

Supermix（Bio-Rad）、0.5 μL の 10 μM プライマーを用いた。プライマー及び

PCR 反応は第 1 章、第 4 節、4-6 と同様とした。 

 

4-2-4 統計解析 

 

全てのデータは試験研究者とは独立して収集し、解析した。試験研究者は解

析が終了するまで、データに触れることができなかった。データは、平均 ± 標

準誤差（SEM）で示した。データは一元配置分散分析（ANOVA）を行い、post 

hoc test として Fisher’s protected least significance difference（PLSD）、paired 

Student’s t-test を用い、p 値が 0.05 以下の場合を統計学的に有意とした。 
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4-3 ヒトにおける血液細胞の Hsp70 mRNA 発現及び自律神経系（ANS）に 

対する ETAS の効果（無作為化二重盲検プラセボ対照試験）（試験 2） 

 

4-3-1 試験サンプル 

 

ETAS は、株式会社アミノアップ化学の健康補助食品 GMP、ISO9001 及び

ISO22000 の認証工場で生産した。第 1 章、第 4 節、4-8-1 で調製した Lot.111104

と、同様の手法で調製した Lot.120120 及び Lot.120127、さらに、造粒剤とし

てステアリン酸カルシウム、セオラスを混合して調製した（Lot.120328P）（Table 

3-11）。プラセボカプセルはマルツエキス添加パインデックスとした。 

 

Table 3-11. ETAS (Lot.120328P)の組成 

 kg % 
ETAS (Lot.111104) 5.0  
ETAS (Lot.120120) 6.0 45.3 
ETAS (Lot.120127) 6.0  
ステアリン酸 Ca 3.75 10.0 
セオラス 16.75 44.7 
Total 37.5 100 
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4-3-2 試験デザイン 

 

本試験は、血液細胞の Hsp70 mRNA 発現及び自律神経系に関する ETAS の

効果を評価した無作為化二重盲検プラセボ対照試験である。試験計画書は、株

式会社アミノアップ化学（札幌市）の倫理委員会の承認を受け（承認番号：

AU120413）、全ての参加者からは書面による同意書を得た。 

 

4-3-3 被験者 

 

健常な成人男性をリクルートし、そのうち血液学的検査や生化学的検査にお

いて異常値を示す者は除外した。20 名の被験者（25 歳から 56 歳、平均年齢 39.1

歳）を無作為にプラセボ群（10 名）と ETAS 群（10 名）に割付けした。プラセ

ボ群は賦形剤入りカプセル（1 カプセル中 250 mg パインデックス；松谷化学工

業株式会社）を、ETAS 群は ETAS と賦形剤の混合物入りカプセル（1 カプセル

中 ETAS 50 mg、パインデックス 200 mg）を、それぞれ 3 カプセルずつ夕食後

の同時刻に毎日、1 週間摂取した。ベースライン（摂取前）と 7 日目（摂取後）

に、全被験者の血中 Hsp70 mRNA 発現量の上昇活性と自律神経状態を評価した。

試験期間中、被験者は激しい運動、湯温 40°C 以上での入浴やアスパラガスの摂

取を控えるように指導し、さらに向精神薬、抗ヒスタミン薬、GGA、アスピリ

ン、L-トリプトファン、5-ヒドロキシトリプトファン、ガンマアミノ酪酸（GABA）、

L-テアニン、L-チロシン及びグリシンの服用を避けるよう指示した。 
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4-3-4 血中の Hsp70 mRNA 発現量の上昇活性（半定量 PCR） 

 

血液サンプルは、渓仁会円山クリニック（札幌市）において、サンプルの摂

取前後（day 0及びday 7）に被験者から採取したものを使用した。血液（400 µL）

から NucleoSpin RNA Blood キット（タカラバイオ株式会社）を使用して、ト

ータル RNA（250 ng）を抽出した。次に、一本鎖 cDNA を PrimeScript 1st strand 

cDNA Synthesis キット及び Oligo dT プライマー（タカラバイオ株式会社）に

より合成した。cDNA の増幅は Takara Ex Taq（タカラバイオ株式会社）によ

り、次のオリゴヌクレオチドプライマーを使用して行った。Hsp70 用は

5΄-CAAGATCACCATCACCAACG-3΄（forward primer）と

5΄-CTCAAACTCGTCCTTCTCGG-3΄（reverse primer）、B2M 用として

5΄-TAGCTGTGCTCGCGCTAC-3΄（forward primer）と

5΄-AGTGGGGGTGAATTCAGTGT-3΄（reverse primer）を使用した。なお、

B2M は内部標準遺伝子として用いた。PCR 溶液（計 20 µL）は次の 3 ステップ

で反応した。ステップ 1 ではサイクル前の熱変性（94°C、1 分間）を行い、ス

テップ 2 では、Hsp70 については 32 サイクルの熱変性（94°C、30 秒間）、ア

ニーリング（57°C、30 秒間）、伸長反応（72°C、30 秒間）、B2M については

24 サイクルの熱変性（94°C、30 秒間）、アニーリング（59°C、30 秒間）、伸長

反応（72°C、30 秒間）を行った。ステップ 3 では最後の伸長反応（72°C、30

秒間）を行った。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動による分離後、臭化エチ

ジウムで染色した。PCR 産物量を定量するために Hsp70 と B2M のバンド蛍光

強度の比（Hsp70 / B2M）を求めることで Hsp70 の発現量とした。 
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4-3-5 自律神経評価 

 

自律神経状態は、医療機器であるパルスアナライザープラス TAS9（株式会社

YKC、認可番号 13B3X00442I00001）により測定した。当該機器は、指先の加

速度脈波を測定することにより心拍変動（HRV）を解析し、自律神経系（ANS）

機能を評価する（Malik, 1996; Guidelines, 1996）。ANS バランスの観点から、

交感神経活性（LF）と副交感神経活性（HF）を評価し、LF 値及び HF 値を二

次元グラフの X 軸及び Y 軸にそれぞれプロットした。グラフ上、最も理想的な

ポイントから実測地点までの距離を算出した。トータルパワー、自律神経活動

度（SDNN）、肉体的ストレス、精神的ストレス、総合評価などのパラメーター

は HRV に基づき自動的に計算された。 

 

4-3-6 統計解析 

 

データは、平均 ± 標準誤差（SEM）で示した。プラセボ群と ETAS 群の群

間比較は一元配置または二元配置 ANOVA を用いて解析し、Bonferroni/Dunn 

test を post-hoc test として使用した。また、摂取前後の群内比較においては、

paired Student’s t-test を使用した。全データは計画書に適合した対象集団につ

いて解析を行った。 
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4-4  ヒトにおけるストレス指標及び睡眠に対する ETAS の効果 

（無作為化二重盲検プラセボ対照クロスオーバー試験）（試験 3） 

 

4-4-1 試験サンプル 

 

4-3-1 と同じ Lot.120328P を用いた。 

 

4-4-2 試験デザイン 

 

本試験は、ストレス指標や睡眠への影響を評価した無作為化二重盲検プラセ

ボ対照のクロスオーバー試験である。試験計画書は、北海道情報大学（江別市）

の倫理委員会の承認を受け（承認番号：240806）、全ての参加者からは書面によ

る同意書を得た。 

 

4-4-3 被験者 

 

試験 3 においては睡眠に問題を抱えている健常男性を組入れ、そのうち夜間

労働者、過度の喫煙あるいは飲酒者、12 週間以内の献血者、肝臓、腎臓、消化

器官に疾患がある者、急性感染症や精神疾患に罹患している者、あるいは不眠

症の治療を受けている者は除外した。18 名の健常男性（24 歳から 59 歳、平均

年齢 38.8 歳）を無作為にグループ A（9 名）及びグループ B（9 名）に割付け

た。グループ A は、最初にプラセボカプセル（1 カプセル中 250 mg パインデッ

クス）を 3 カプセル、夕食後に 7 日間摂取した。2 週間の washout 期間後に、

ETAS カプセル（1 カプセル中 ETAS 50 mg、パインデックス 200 mg）を 3 カ

プセル、夕食後に 7 日間摂取した。グループ B は、逆の方法により、7 日間の
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ETAS 摂取、2 週間の washout、次いで 7 日間プラセボを摂取した。血中及び

唾液中のストレスホルモン濃度、睡眠への影響、血液学的及び生化学的パラメ

ーターを、各サンプルの摂取前後で評価した。同時に、アテネ不眠尺度（AIS）、

視覚的評価スケール（VAS）及び OSA 睡眠調査票 MA 版（OSA-MA）によるア

ンケート調査を行った。試験期間中、被験者は激しい運動、湯温 40°C 以上での

入浴やアスパラガスの摂取を控えるように指導し、さらに向精神薬、抗ヒスタ

ミン薬、GGA、アスピリン、L-トリプトファン、5-ヒドロキシトリプトファン、

ガンマアミノ酪酸（GABA）、L-テアニン、L-チロシン及びグリシンの服用を避

けるよう指示した。 

 

4-4-4 ストレス指標評価 

 

プラセボあるいは ETAS サンプルの摂取前後に被験者から、北海道情報大学

保健センター（江別市）にて、血液及び唾液を採取した。コルチゾールは概日

リズムによる影響を受けるため、サンプリングは夕方の同時刻（18 時から 20

時の間）に行った。血清と唾液のコルチゾールレベル及び唾液クロモグラニン A

濃度は、札幌臨床検査センター（札幌市）で測定した。 

 

4-4-5 アクチグラフ分析 

 

ETAS の睡眠に対する効果は、アクチグラフ（MicroMini-Motionlogger 

Actigraph, Ambulatory Monitoring, Inc., New York, USA）を使用して測定し

た（Natale et al., 2009; Tahmasian et al., 2010）。当該測定機器は washout 期

間を除き、試験期間中、各被験者の利き手でない手首に装着した。データは

Action-W version 2 ソフトウェア（Ambulatory Monitoring, Inc.）で解析し、
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総睡眠時間（睡眠開始から朝目覚めるまでの時間）、実睡眠時間（実際に眠った

時間）、睡眠潜時、睡眠効率（総睡眠時間に対する実睡眠時間の割合）及び覚醒

回数を算出した。 

 

4-4-6 アンケート調査 

 

アテネ不眠尺度（AIS）： AIS は ICD-10（疾病及び関連保健問題の国際統計分

類第 10 版）に基づき、睡眠障害を定量化するためにデザインされ、8 項目で構

成されている（Soldatos et al., 2000）。 

視覚的評価スケール（VAS）： 被験者の現在の状態が、長さ 100 mm の直線の

どの位置にあるかを示す方法である（de Boer et al., 2004）。VAS スコアは、直

線の左端からマークを付したポイントまでの長さ（mm）を測定することにより

決定する。本試験では、覚醒度、気分、意欲、気持ち、身体的疲労、集中力、

食欲の 7 項目を評価した。 

OSA 睡眠調査票 MA 版（OSA-MA）： OSA-MA は、4 肢選択形式の 16 項目か

らなる自己評価質問票である。最終的には、“起床時眠気”、“入眠と睡眠維持”、

“夢み”、“疲労回復”、“睡眠時間”の 5 因子に統合されて評価される（Kokubo 

et al., 2013）。 
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4-4-7 血液学的及び生化学的検査 

 

ETAS 摂取による安全性を評価するために、血液学的及び生化学的検査を札

幌臨床検査センターで行った。採血は、北海道情報大学保健センターにおいて、

プラセボあるいは ETAS サンプル摂取前後の被験者から行った。評価項目は、

白血球数（WBC）、赤血球数（RBC）、ヘモグロビン（Hb）、ヘマトクリット（Ht）、

血小板（Plt）、アミノトランスフェラーゼ（AST）、アラニンアミノトランスフ

ェラーゼ（ALT）、γ-グルタミルトランスペプチダーゼ（γ-GTP）、血中尿素窒素

（BUN）、クレアチニン（CRE）とした。 

 

4-4-8 統計解析 

 

全てのデータは試験研究者とは独立して収集、解析した。試験研究者は解析

が終了するまで、データに触れることができなかった。データは、平均 ± 標準

誤差（SEM）で示した。データには、SPSS（version 19, IBM Corp., New York, 

USA ）を用いて、paired Student’s t-test、Welch’s t-test あるいは

Mann-Whitney test を適宜使用した。p 値が 0.05 以下の場合を統計学的に有意

とした。全データは計画書に適合した対象集団について解析を行った。 
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総括 

 

本研究は、HSP70 発現増強活性を有する機能性食品を開発することを目的と

して遂行した。その結果、アスパラガス若茎熱水抽出物に Hsp70 mRNA 発現量

の上昇活性があることを発見し、さらに ETAS として工業レベルでの製造方法

を確立した。また、ETAS 中の活性成分の 1 つとして、新規 HMF 誘導体を単

離、構造決定した。 

ETAS は、HeLa 細胞において、HSP70 の mRNA やタンパク質の発現量を上

昇させ、動物実験においては、断眠マウスにおける血中コルチコステロンの上

昇を抑制した。Ames テストやマウス骨髄小核試験、ラット急性及び亜慢性経口

投与毒性試験において、ETAS は毒性を示さなかった。 

健常成人における ETAS の Hsp70 mRNA 発現、ストレス指標及び睡眠に対

する効果を検討した結果、ETAS は Hsp70 mRNA 発現量を上昇させる傾向が示

された。また、ETAS は自律神経系（ANS）状態を表すパラメーターのいくつ

かを改善した。ETAS にはストレス関連ホルモンをポジティブに変化させ、さ

らに、被験者の睡眠の質を改善させる効果がある可能性が示された。 

ETAS の作用機序は完全には解明されていないが、本論文のデータは ETAS

が HSP70 を誘導してストレスを軽減し、良質な睡眠をもたらすために有益であ

るという仮説を支持するものである。 
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1H NMR spectrum of compound 1 in DMSO-d6 at 400MHz.



13C NMR spectrum of compound 1 in DMSO-d6 at 100MHz.



EI-MS spectrum of compound 2.



HREI-MS spectrum of compound 2.



1H NMR spectrum of compound 2 in DMSO-d6 at 400 MHz.



13C NMR spectrum of compound 2 in DMSO-d6 at 100 MHz.



H-H COSY spectrum of compound 2 in DMSO-d6



C-H COSY spectrum of compound 2 in DMSO-d6



HMBC spectrum of compound 2 in DMSO-d6



IR spectrum of compound 2



1H NMR spectrum of compound 2a in CD3OD at 400MHz.



13C NMR spectrum of compound 2a in CD3OD at 100MHz.



1H NMR spectrum of compound 2b in CD3OD at 400MHz.



13C NMR spectrum of compound 2b in CD3OD at 100MHz.
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 北海道情報大学 
健康情報科学研究センター  

アテネ不眠尺度(AIS) 

 

記入日  月  日      ボランティア番号           
 
 
下記の A から H までの、8 つの質問に答えてください。 
過去 1 週間の状態に当てはまるものを、２ページ目の下の欄に記載してください。 
 
 
A 寝つきについてお聞きします(布団に入ってから眠るまで要する時間）  
0 いつも寝つきはよい 

 1 いつもより少し時間がかかった  
 2 いつもよりかなり時間がかかった 
 3 いつもより非常に時間がかかったか、全く眠れなかった  
 
B 夜間、睡眠途中に目が覚めることはありましたか？  
0 問題になるほどではなかった 

 1 少し困ることがあった  
 2 かなり困っている  
 3 深刻な状態か、全く眠れなかった  
 
C 予定の起床時間より早く目覚めることがありましたか？ 
また、それ以上眠れなかったことがありましたか？  

0 そのようなことはなかった  
 1 少し早かった  
 2 かなり早かった  
 3 非常に早かったか、全く眠れなかった  
 
D 総睡眠時間についてお聞きします 
0 十分である 

 1 少し足りない  
 2 かなり足りない 
 3 全く足りないか、全く眠れなかった  



 北海道情報大学 
健康情報科学研究センター  

 
E 全体的な睡眠の質についてお聞きします  
0 満足している  

 1 少し不満 
 2 かなり不満  
 3 非常に不満か、全く眠れなかった  
 
F 日中の気分についてお聞きします 
0 いつも通り 

 1 少しめいった  
 2 かなりめいった  
 3 非常にめいった  
 
G 日中の活動についてお聞きします（身体的及び精神的）  
0 いつも通り  

 1 少し低下  
 2 かなり低下  
 3 非常に低下  
 
H 日中の眠気についてお聞きします  
0 全くない 

 1 少しある  
 2 かなりある  
 3 激しい  
 
 

 A B C D E F G H 
   

回答 
 

        

 
ご協力ありがとうございました 

試験会場へ忘れずにお持ちください 



　

(７）食欲 まったく食欲がない 非常に食欲がある

非常に悲観的

(５）身体的疲労 身体が非常に重い

(６）集中力 まったく集中できない

身体が非常に軽い

非常に集中できる

非常に良い

非常に良い

記入日時：　　　　年　　　月　　　日

匿名番号　　　　　　　　

（線の外に×をつけることはできません）

あなたが、今、感じている気分や状況を直線の左右両端に示した内容を参考に、直線上に×で示して下さい。ここ数週間や若いこ
ろとの比較ではなく現在感じている気分や状況で評価してください。

(例）気分 非常に悪い

非常にすっきりしている(１）覚醒度 たまらなく眠い

(２）気分 非常に悪い

(３）意欲 まったく何もしたくない

(４）気持ち

やる気満々

非常に楽観的

ＶＡＳ
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