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１－１ 目的 

 

戦後の高度経済成長に伴い、我が国の工業技術は大きな発展を遂げた。その一方で、化学

製品などの生産過程で生じる化学物質による環境汚染が問題となり、これらの物質の中に

変異原性や発がん性のあるものも数多く見出されてきた。また、今や我が国の平均寿命は世

界の先進国のなかでもトップを占めている。これは近年の医療技術の急速な進歩に伴う結

核をはじめとする伝染性疾患の減少や乳児死亡率の減少、さらには食生活の変化や生活環

境の改善によるものが大きく関わっている。わが国では、がん(悪性新生物）、心疾患、脳血

管疾患が 3 大死因にあげられる。そのなかで、がんによる死亡率が年々増加し、現在日本人

の死因第一位を占めるようになった[1]。その中でも肺がんは罹患数の増加とともに、死亡

率も年々上昇している。1998 年には胃がんを抜いて死亡率の 1 位になり、その後も増え続

け、2021 年には約 7 万 5600 人が肺がんで亡くなっている[2]。性別死亡率をみても、男性

で 1 位、女性でも 2 位を占めている[2]。また、肺がんの 5 年生存率は男性が 29.5％、女性

が 46.8％、10 年生存率では男性が 18.1％、女性が 31.2％というデータもあり、予後が悪く、

罹患しないように予防することが大変重要な疾患となっている[3]。 

その致死率の高い肺がんの主な原因は喫煙である[4][5]。たばこの煙には 5,000 種類以

上の化学物質が含まれており、そのうち発がん性があると報告されている物質が約 70 種類

存在する[6]。その中でもニコチン由来ニトロソアミンである 4-(methylnitrosamino)-1-(3-

pyridyl)-1-butanone(NNK)の影響は大きい[7]。すべての市販のタバコ製品には NNK が含

まれ、NNK と肺がんの関係は分子疫学的研究で明らかにされている[8]。 実験的にも

NNK によってげっ歯類において容易に肺がんを誘導することができることが分かっている

[7]。NNK は、喫煙者の肺がんの発症に重要な役割を果たすと考えられている。 

このような NNK などに起因する肺がんを予防するために、普段から摂取する食事に注

意する必要があると考える。医食同源という言葉がある通り、普段から摂取している食べ

物に気を付けることで様々な病気を予防できることもある。私はビールにがんの元となる

DNA 付加体の形成を抑制する作用があることを見出している[9]。ビールは世界で最も消

費されているアルコール飲料の 1 つであり、日本でもその消費量は増えている。2020 年の

日本のビール消費量は世界第 7 位であり、国民 1 人あたり 34.9 L(大瓶(633 ｍL)に換算し

て約 55 本)を消費している[10]。また、ビールには炭水化物、アミノ酸、ミネラル、ビタミ

ン、およびポリフェノールなどの栄養素が豊富に含まれている。ビールの原料の 1 つであ

るホップは多くのフェノール化合物を含んでおり[11]、女性ホルモン作用[12]、静菌作用

[13]、鎮静作用、利尿作用、鎮痛作用、強化作用、抗炎症作用、抗菌作用[14][15]などがあ

ることも分かっている。さらに最近ではアルコールを含まないノンアルコールビール

(NAB)が開発され、より健康的なライフスタイル志向の増加とノンアルコール飲料の利点

の認識により、この市場規模は年々拡大している。NAB の製法には様々あり、その製法の
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違いによって、材料や味が異なっているが、ビールと原材料が似ているものも多くある。 

私は以前の研究で、発がん性ヘテロサイクリックアミン(HCA)を投与されたマウスの肝

臓と肺における DNA 障害としての DNA 付加体形成に対して、HCA 投与とともにビール

を経口投与したところ、DNA 付加体形成が減少し、DNA 障害から防護することを見出し

た[9]。また所属研究室では、雌ラットにおいて 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-

b]pyridine (PhIP)誘発乳腺発がんを阻害した[16]ことを見出していることから、ビール成分

ががんに対する化学予防剤としての可能性を秘めていることも示されている[17]。 

所属研究室では様々な日常食品中に存在する機能性成分をスクリーニング的に見つける

こと、また食品そのものの機能性を検討することにより、食品の付加価値を見極めることを

目的として研究を行ってきた。これまでに、山ぶどうジュース[18]にそのような効果がある

ことが分かっている。また、ビールに抗変異原性があり、さらに抗変異原性の活性本体とし

ての、ビールの有効成分としてシュードウリジン(PU)とグリシンベタイン(GB)を特定して

いる[19][20]。 

そこで本研究では、肺がんという日本における死亡数・罹患数ともに多く、相対生存率の

低いがんに対し、DNA 付加体形成抑制効果のあるビールやビールに原材料が似ている NAB

に そ の 予 防 効 果 が あ る か を 検 証 す る め た め に 、 ア ル キ ル 化 剤 1-methyl-3-nitro-1-

nitrosoguanidine (MNNG)とタバコ特異的肺発がん物質である NNK に対するビールおよ

び NAB、ビール成分(GB および PU)の抗変異原性活性とそのメカニズムを調べた。また、

A/J マウスにおける NNK 誘発肺腫瘍形成に対するビール、NAB、GB の化学予防効果、お

よびビールおよびビール成分の存在下での抗腫瘍効果と腫瘍増殖抑制の分子メカニズムを

調べた。 
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１－２ 発がん物質 

 

1－２－１ NNK 

 

NNK(4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone) は

タバコ特異的ニトロソアミンであり、発がん性が認められてい

る。タバコ葉中アルカロイドであるニコチンがタバコの発酵や

製造過程において亜硝酸や硝酸と反応することで生成される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

NNKは国産タバコ中に平均217 ng/g含まれるという報告がある。ただし、ニコチン量、

タール量が多いタバコほどNNKが多く含まれるわけではない。セブンスター(タール：14 mg、

ニコチン：1.2 mg)(107 ng/g)よりもピアニッシモワン(タール：1 mg、ニコチン：0.1 mg）

(414 ng/g)の方がNNKを多く含むという報告もある[21]。NNKは、タバコ製品に含まれる

最も強力な発がん物質と見なされ[22]、IARCによってグループ１発がん物質（最強の分類）

と分類されている[23][24][25](Table 1-1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nirosation 

Nicotine NNK 
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Table 1-1 タバコ煙に含まれる有害物質 

 

IARC Group 1(ヒトに対し発がん性がある物質) 

 benzene 

cadmium 

2-aminonaphthalene 

nickel 

chromium 

arsenic 

4-aminobiphenyl 

benzopyrene 

NNK(4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone) 

NNN (N-nitrosonornicotione) 

 

IARC Group 2A(ヒトに対して恐らく発がん性がある物質) 

 formaldehyde 

1,3-Butadiene 

 

IARC Group 2B(ヒトに対して発がん性がある可能性がある物質) 

 acetaldehyde 

isoprene 

catechol 

acrylonitrile 

styrene 

lead 

 

IARC：Monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humansより[23][24][25] 

 

また、NNKは肝臓を中心とするいくつかの臓器に発現する様々なシトクロム P450 

(CYP)類により代謝活性化され[26][27]、変異原性を有するようになる。NNKの代謝活性化

をFig. 1-1に示す。NNKは体内に吸収されると、速やかにアルコール化されてNNAL ( 4-

(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol )となる。NNKとNNALは生体内において平衡

関係にある。NNALはUDP-グルクロン酸転移酵素(UDP-glucuronosyltransferase, UGT) に

よりグルクロン酸抱合を受けて解毒化され、尿中に排泄される。一方、NNKやNNALの一

部は、CYP酵素によってニトロソ基の位のメチル炭素またはメチレン炭素のいずれかが水

酸化されて代謝的に活性化される。メチル炭素が水酸化された場合には 4-oxo-4-(3-
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pyridyl)-1-butanediazonium ion、メチレン炭素が水酸化された場合には methyldiazonium 

ionというDNAと反応性のある求電子性中間代謝物が生成する。これらが塩基と反応してメ

チル化DNA、ピリジルオキソブチル化DNA 等のDNA付加体を形成する[28]。 

 

 

 

Fig. 1-1 NNK の代謝経路  

NNK は体内に吸収されると速やかに NNALに代謝され、NNAL はグルクロン酸抱合を受

けて尿中に排泄される。NNKおよびNNALの一部は、それぞれ水酸化を受けて活性化され、

その代謝の過程で不安定な diazonium ionが生成される[28]。 

 

ほとんどの形成されたDNA付加体は、メチルグアニンメチル基転移酵素によるアルキル基

の除去修復、色素性乾皮症遺伝子によるヌクレオチド除去修復等により修復されるか[29]、

細胞自体がアポトーシスに陥る。しかし、修復が行われないまま細胞分裂が起こりDNAの

複製が行われてしまった場合には遺伝子変異が生じる。がん遺伝子に活性化変異が発生し、

がん抑制遺伝子に不活化変異が発生したりすると、肺がんの発生の原因となる(Fig. 1-2)。

実験動物を用いた研究では、NNKは主にK-rasに遺伝子変異が引き起こされることにより肺
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腫瘍が発生することが明らかになっている [30]。これらのようなDNA付加体形成に伴う遺

伝子変異以外の喫煙による発がんの機序として、NNKが細胞のアセチルコリン受容体に直

接結合してAktなどの下流のシグナルを活性化し、細胞増殖やアポトーシス回避などがんの

発生や進行に寄与することがわかっている [31]。 

 

 Fig. 1-2 喫煙による肺がん発生の機序 [32] 

ニコチン自体には発がん性がないが、喫煙に対する中毒性の原因となることでタバコ煙に

含まれる発がん物質への暴露量を増やす。発がん物質が活性化されてDNA付加体を形成し、

遺伝子変異を引き起こすことにより発がんへとつながる。その他に、発がん物質が細胞表面

の受容体に直接結合することによる下流のAktなどの経路の活性化も発がんに寄与する。 

 

 

1－２－２ MNNG 

 

MNNG (1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine)は強力なア

ルキル化剤である。MNNG はグアニンの O6 やチミンの O4

にメチル基を結合させ、O6-メチルグアニンや O4-メチルチミ

ジンを生成する。この変化については、大腸菌では ada 遺伝

子や ogt 遺伝子のコードするメチル基転移酵素による修復機

構が機能しているが、その修復から逃れやすく、以後の DNA

複製でミスマッチを生じ突然変異を起こす[33]。MNNG は

代謝活性化を受けることなく変異原性を示し、胃、大腸、小

腸等に多臓器発がんを引き起こすことが実験動物で確認さ

れている[34]。 

 

1-methyl-3-nitro-1- 
nitrosoguanidine 

( MNNG ) 
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1－３ ビール・ノンアルコールビール 

 

 2021 年の世界のビール総消費量は、約 1 億 8560 万 kL とされ[35]、日本でも現在普及し

ているアルコール飲料の中でリキュールに次いで 2 番目に消費量が多い。 

 

(１)ビールの効能 

 ビールには炭水化物、蛋白質、ビタミン、ミネラル等の栄養成分がバランス良く含まれて

いる。蛋白質のうち、必須アミノ酸が 12～22%を占める。ビタミンとして B2、B3、ミネラ

ルとして P、Ca が多いのが特徴である[36]。また、利尿作用[37]、胃液分泌促進作用、不

眠解消[38]などもあることが報告されている。 

 また所属研究室でもこれまでに、様々なビールの抗変異原性を Ames test を用いて調べて

いる。まず国産淡色ビール 5 種、国産黒色ビール 4 種、外国産ビール 8 種について、Trp-

P-2(NHOH)に対する抗変異原性を S. typhimurium TA98 菌株を用いて調べた[39]。その結

果、ほとんどのビールは抗変異原性を示した。また所属研究室の吉川らは、17 種類の国産

淡色ビール、国産黒色ビール、外国産ビールの MNNG に対する抗変異原性を S. 

typhimurium TA100 菌株を用いて調べた[20]。その結果、調べた全てのビールにおいて抗

変異原性があることが示された。今回の研究では、両研究において淡色ビールで最も抗変異

原性の高かった国産ビールを使用している。 

 さらに、私はビールの DNA 付加体形成の抑制効果についても調べている。これまでに、

32P- ポ ス ト ラ ベ ル 法 を 用 い て マ ウ ス に お け る 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-

f]quinoxaline (MeIQx)や 3-amino-1-methyl-5H-pyrido[3,4-b]indole (Trp-P-2)、PhIP の

DNA 付加体形成をビールが抑制することを見出している[9][40]。MeIQx や Trp-P-2、PhIP

などの HCA は DNA に付加体を形成することが知られている[41]。DNA が複製される際、

DNA 付加体があると速やかに修復される[42]。しかし、修復しきれずに残ると DNA のミ

スマッチが起こり、変異が起きる[43]。ビールはその原因となる DNA 付加体の形成を抑制

する効果がある。 

 

(２)ビールに含まれる抗変異原物質 

 所属研究室では、ビールの抗変異原性の他にビールに含まれる抗変異原物質の単離・同定

も行っている。これまでに以下の 2 つの物質をビールの抗変異原物質の１つとして、ビー

ルより単離・同定している。今回の研究においても以下の 2 つの物質を用いている。 
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１． Glycine betaine (N,N,N-trimethylglycine , GB) 

所属研究室の木村らは、ビールに含まれるグリシンベタイン(GB)が、

Ames Test において 2-chloro-4-methylthiobutanoic acid (CMBA)に対し

抗変異原性があることを見出した[19]。この GB は様々な食品中にも含

まれており、例えば、貝類、小麦粉、ビートル、ほうれん草、シルバー

ビートなどの野菜にも含まれている[45]。また、GB は様々な作用を持

っており、アルコールによる肝臓障害を抑制する効果[46][47][48]や統

合失調症の治療にも効果を発揮する可能性があるとも言われている[49]。 

 

 

２．  Pseudouridine (PU) 

また、所属研究室の吉川らはビールに含まれるシュードウリジン

(PU)が、MNNG に対して抗変異原性をもっていることも発見して

いる[20]。PU はウリジンの中でも RNA に知られている 100 を超え

る修飾塩基としては最も一般的で[50]、PU はすべての生物種、ほと

んどの RNA に見出されている[51]。最近では mRNA ワクチンの製

造に PU が活躍しているという報告もある[52]が、PU の生理活性に

ついてはほとんど知られていない。 

 

 

(４)ノンアルコールビール 

ノンアルコールビールによるがんに対する研究報告や抗変異原性の報告は未だない。

ノンアルコールビールはビールと製法は違うが、原材料が似ているため同様の効果があ

ると考えた。そこで本研究では、ビール同様、ノンアルコールビールにも抗変異原性、抗

腫瘍生成抑制効果があるかどうかを調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glycine betaine 

Pseudouridine 
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２－１. はじめに 

  

これまでの研究から、ビールには、抗変異原性、DNA 付加体形成抑制効果があり、抗変

異原物質 GB と PU が含まれていることが分かっている[19][20]が、ノンアルコールビール

(Non-alcoholic beer, 以下 NAB)についての報告は未だない。そこで、日本で市販されてい

る NAB から、国産 4 種と外国産(ドイツ)1 種を選定し、抗変異原性があるのかとその強さ

を調べた。今回は、NAB の他に微アルコールビール(Low alcoholic beer, 以下 LAB；アル

コール分 0.5％を含む；国産)も同時に調査した。また、比較対照として以前より研究に用い

ている銘柄のビール(国産)1 種も同時に調べた。 

今回、抗変異原性を確かめる手法として復帰突然変異試験 Ames test を用いている。Ames 

test は簡便な手法であり、現在の医薬品開発の遺伝毒性試験でも一般的に用いられている

[53]。今回は、従来の Ames test に変異原抑制物質を加え、抗変異原性を調べている。 

がんの形成・成長には大きく分けて 3 つの段階がある[54]。がんの発生段階であるイニシ

エーション、がん細胞の成長段階であるプロモーション、がんが転移し広がる段階のプログ

レッションである。まず、変異が起こるイニシエーションに着目した。肺がんの有名なイニ

シエーターNNK[55]と強力なアルキル化剤 MNNG [56]を変異原として用いて、ビールや

NABs、LAB、GB、PU の抗変異原性を調べた。 

 

 

Ames test の原理 

化学物質や放射線が細胞の持つ DNA に作用して、その塩基配列に損傷を引き起こす性質

(変異原性)を調べる方法。必須アミノ酸のヒスチジンがないと生育できない変異株のネズミ

チフス菌を化学物質と一緒に培養すると、化学物質に変異原性があれば、菌が分裂する過程

で復帰突然変異が起こりヒスチジン非要求性になる。菌はヒスチジンを自己生産し増殖を

続けるためコロニーを形成するため、コロニー数を計測することにより、突然変異をどのく

らい起こすかを測定できる。 
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２－２．材料 

 

１．菌株 

 

① TA1535 (Salmonella typhimurium TA1535 [hisG46 uvrB gal bio chl1005 rfa1001]) 

ネズミチフス菌 TA1535 株は塩基対置換型のヒスチジン要求性株であり、ヒスチジンが

自己生成できない。同じ塩基置換型のヒスチジン要求性株である TA100 に比べ薬剤耐性因

子もない。TA1535 株は Ames test を開発した Prof. Dr. B.N. Ames (カリフォルニア大学バ

ークレー校)より供与された。 

 

② YG7108 (S. typhimurium YG7108 [hisG46 ΔuvrB gal bio chl1005 rfa1001 Δadast::Kmr 

Δogtst::Cmr]) 

 YG7108 株は TA1535 株の O6-メチルグアニン DNA メチルトランスフェラーゼ(MGMT)

の[ogt]と[ada]の両遺伝子破壊株である。そのため、DNA アルキル化に感受性の高い株で

ある[57]。YG7108 株は、この株を開発した Dr. M. Yamada (国立医薬品食品衛生研究所)よ

り、供与された。 

 

 

２．サンプル調製 

 

① ビール、ノンアルコールビール 

使用前にろ過滅菌を行い、使用した。アルコール、炭酸はそのまま使用した。 

 

② グリシンベタイン、シュードウリジン、エタノール 

 使用前に適宜濃度調製を行い、ろ過滅菌を行い使用した。エタノール(特級)はろ過滅菌を

行い使用した。 
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２－３．実験方法 

 

Ames test 

 

まず、使用する菌株を前日より培養培地(0.8% ニュートリエントブロス、0.5% NaCl)を

入れた L 字管にて 17~18 時間培養しておく。 

滅菌した大試験管に各濃度のビールや GB、UP などのサンプルを分注する。次に、S9MIX

もしくは 0.1 M リン酸緩衝液を 0.5 mL 分注し、菌液(0.1 mL）、変異原物質を加え、20～

30 分間 37℃でインキュベートした。その後、約 2 mL のソフトアガーを加え、培養プレー

ト(滅菌シャーレφ87.2×H 14.25 mm を使用)に撒く。プレートが固まったらひっくり返し、

37℃で 48 時間～72 時間インキュベートし、出来たコロニーの数をカウントした。変異原性

(mutagenic activity (%))は以下の式によって求めた。  

 

mutagenic activity (%)＝ 

100 × [(revertants in the presence of beer, LAB, NAB, PU, or GB) – (spontaneous 

revertants)] / [(revertants in the absence of beer, LAB, NAB, PU, or GB) – (spontaneous 

revertants)]. 

 

また、統計解析は Excel 統計(SSRI 株式会社)の Two way ANOVA post-hoc Tukey を使

用して計算した。p < 0.05 を統計的に有意であると考えた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第２章 

15 

 

２－４．結果 

 

２－４－１．各種菌株における変異原物質に対する用量反応 

 

まず、抗変異原性試験を行う前に各変異原物質における用量反応性をみた。その結果を

Fig. 2-1 に示す。TA1535 株においては、MNNG は用量依存的に変異原性が増加し 5 

nmol/plate 以上でプラトーに達したが、NNK は用量依存的に変異原性が増加した。YG7108

株においては、MNNG、NNK 共に用量依存的に変異原性は増加した。この結果より、今後

の抗変異原性試験には、加える変異原物質量に対して得られる His+ revertant 数が増加して

いる濃度(Table 2-1 に示す)を使用することとした。 

 

Fig. 2-1 TA1535 株と YG7108 株における変異原物質 MNNG と NNK による用量反応 

各種菌株と各種変異原物質の用量反応を Ames test にて測定した。縦軸は His+に変異した

コロニー数、横軸は MNNG もしくは NNK の 1 プレートあたりの濃度を示す。実験を 2 回

繰り返し、再現性を確認した。2 回のうちの 1 回を示す(n=3）。 
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Table 2-1  用量反応から判断した Ames test に使用する変異原物質の量 

 

        TA1535 株          YG7108 株 

 

MNNG (-S9)  2.5 nmol/plate  0.25 nmol/plate 

NNK  (+S9)       2000 nmol/plate  100 nmol/plate 

 

 

 

 

２－４－２ MNNG に対する抗変異原性 

 

抗変異原性試験によって得られた陽性対照値(MNNG のみを Ames test した際の His+ 

revertant 数）、並びに陰性対照値(滅菌水 100 µL を Ames test した際の His+ revertant 数)を

Table 2-2 に示した。また、抗変異原性試験の前にビール、LAB、各種 NAB 自身が変異原

性を持たないかどうかを調べ、その結果も Table 2-2 に示した。 

 

 

Table 2-2  TA1535 株(-S9)における 1 プレートあたりの His+ revertant 数 

 

   試験量          His+ revertant 数 (平均 ± SD) 

 

陽性対照  MNNG   2.5 nmol/plate  2620 ± 178    

陰性対照  滅菌水    100 µL     6.3 ± 1.3 

   

ビール、LAB、NABs の Ames test 結果       

Beer      100 µL    10.8 ± 0.96 

            LAB      100 µL            10.5 ± 4.4 

            NAB (A)  100 µL             8.5 ± 2.5 

            NAB (B)  100 µL            11.5 ± 2.6 

            NAB (C)  100 µL            12.5 ± 5.0 

            NAB (D)  100 µL             9.3 ± 3.3 

            NAB (E)  100 µL             8.3 ± 4.5 
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次いで、TA1535 株におけるビール、LAB、エタノール、各種 NAB による MNNG の変異

原性に対する効果を Fig. 2-2 に示した。 

 

Fig. 2-2 変異原物質 MNNG の変異原性に及ぼすビールや NAB 等の影響 

各種サンプルの抗変異原性は TA1535 株を用いた Ames test により検出した。縦軸は被験

物質未処理群の変異原性を 100％とした際の被験物質の変異原性の割合(％)、横軸は１プ

レートあたりの被験物質添加量(µL)を示す。実験を 2 回繰り返し、再現性を確認した。2 回

のうちの 1 回を示す(n=3）。 

 

Table 2-2 より、ビールや LAB、各種 NAB は TA1535 株に対して変異原性は示さなかっ

た。また、Fig.2-2 より TA1535 株を用いた MNNG に対する抗変異原性は、ビールや LAB

、各種 NAB で見られた。しかし、その作用の強さには差が見られた。さらに、エタノール

は MNNG に対して抗変異原性を示さなかった。TA1535 株で検出された MNNG 変異原性

の 50%阻害(ID50)に必要なサンプルの量を Table 2-3 にまとめた。  

 

Table 2-3  MNNG に対する抗変異原性の ID50 およびビールや LAB、NAB の主成分 

 

Beer  ID50   アルコール濃度       原材料* 

( µL/plate )  ( v/v %) 

Beer     0.5    5%    麦芽、ホップ、米、コーン、スターチ 

LAB   3.5   0.5%    麦芽、スターチ、麦芽エキス、ホップ、大麦 

NAB(A)   3.1    0%    麦芽、大麦、米発酵エキス、ホップ、炭酸 

NAB(B)   1.6    0%    麦芽、ホップ、酵母、天然水 

NAB(C)   8.0    0%    麦芽、水あめ、食物繊維、米発酵エキス、ホップ 

NAB(D)  9.0    0%    麦芽、ホップ、炭酸、香料 

NAB(E)   15.8    0%    食物繊維、大豆ペプチド、ホップ、炭酸 

 

* 各缶の表面に表示されている内容 
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NAB(B)および NAB(A)の ID50 は、LAB や他の NAB と比較して最も低かったため、さ

らなる調査に NAB(A)および NAB(B)を使用することとした。 

MNNG を含むアルキル化剤は、O6-アルキルグアニン DNA 付加物などのアルキル化

DNA 付加物を形成する。これらの付加体が除去されない場合、DNA 複製中に間違った塩

基とミスペアし、突然変異を引き起こす。そのため、O6-メチルグアニンを修復する酵素で

ある O6-メチルグアニン DNA メチルトランスフェラーゼ(MGMT)は、MNNG 変異におい

て重要な役割を果す。そこで MGMT 欠損株である YG7108 株で検出されたサンプルの抗

変異原性を、TA1535 株と比較して調べた。まず、GB および PU 自身が変異原性を持つか

どうかを Ames test により検討し、1 プレートあたりの His+ revertant 数を Table 2-4 に示

した。 

 

 

Table 2-4  TA1535 株(-S9)における 1 プレートあたりの His+ revertant 数 

 

   試験量          His+ revertant 数 (平均 ± SD) 

 

GB、PU の Ames test 結果       

        GB       250 µmol    2.5 ± 0.7 

            PU         5 µmol      4.7 ± 1.2 

 

 

 

また、YG7108 株を使うにあたり、陽性対照値(MNNG 単独の His+ revertant 数）、並びに

陰性対照値(滅菌水 100 µL の His+ revertant 数)を Table 2-５に示した。また、抗変異原性

試験の前にビール、NABs、GB, PU 自身が変異原性を持たないかどうかを調べ、その結果

を Table 2-５に示した。 
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Table 2-5  YG7108 株(-S9)における 1 プレートあたりの His+ revertant 数 

 

   試験量          His+ revertant 数 (平均 ± SD) 

 

陽性対照  MNNG   0.25 nmol/plate  1732 ± 230    

陰性対照  滅菌水    100 µL     8.3 ± 5.0 

   

ビール、NAB、GB、PU の Ames test 結果       

Beer      100 µL            16.5 ± 6.4 

            NAB (A)  100 µL             9.3 ± 1.9 

            NAB (B)  100 µL                   12.5 ± 5.0 

            GB      250 µmol           25.5 ± 4.0 

            PU         5 µmol      9.0 ± 1.4 

        

 

 

次いで、TA1535 株および YG7108 株におけるビール、 NABs、GB および PU の MNNG

に対する抗変異原性を調べ、その結果を Fig. 2-3 に示した。 
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Fig. 2-3  (a)ビール、(b)NAB(A)、(c)NAB(B)、(d)GB および(e)PU の抗変異原性の比較  

変異原物質 MNNG に対する TA1535 株(●)および YG7108 株(■)を用いた Ames test の結

果を示す。縦軸は被験物質未処理群の変異原性を 100％とした際の被験物質の変異原性の

割合(％)、横軸は１プレートあたりの被験物質添加量を示す。実験を 2 回繰り返し、再現性

を確認した。2 回のうちの 1 回を示す(n=3）。 

* : p < 0.05 vs. 被験物質未添加群    # : p < 0.05 vs. YG7108 株の変異原性 

 

 Table 2-4、Table 2-5 より、ビールや NAB(A)、NAB(B)、GB、PU は TA1535 株およ

び YG7108 株に対して変異原性を示さなかった。また、Fig. 2-3 より TA1535 株で検出さ

れた MNNG の変異原性は、ビール、NABs、GB、PU 存在下で用量依存的に減少し、ビー

ル、NAB(B)では 0.5 µL から、NAB(A)では 5.0 µL から、GB では 250 µmol で、PU では

0.5 µmol から有意な減少が見られた。最大抑制率は、ビールで 98.5%、NAB(A)で 97.8%、

NAB(B)で 96.5％、BG で 65.6％、PU で 62.9％であった。さらに、TA1535 株群と YG7108

株群における変異原性にも有意な差が見られた。YG7108 株で検出された MNNG の変異

原性は、ビール、NABs、GB、PU 存在下でも減少しなかった。TA1535 株で検出された

MNNG 変異原性の ID50 は、GB では 220 µmol/plate (25.8 mg/plate)、PU では 0.50 

µmol/plate (0.122 mg/plate)であった。   
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２－４－３ NNK に対する抗変異原性 

 

次に、TA1535 株と YG7108 株を用いて検出された NNK の変異原性も比較検討した。

まずは、MNNG の時と同様に 1 プレートあたりの His+ revertant 数を Table 2-6、Table 2-

7 に示した。 

 

Table 2-6  TA1535 株(+S9)における 1 プレートあたりの His+ revertant 数 

 

   試験量          His+ revertant 数 (平均 ± SD) 

 

陽性対照  NNK    2000 nmol/plate   556 ± 40    

陰性対照  滅菌水    100 µL      7.3 ± 0.5 

   

ビール、NAB、GB、PU の Ames test 結果       

Beer      100 µL            11.3 ± 7.7 

            NAB (A)  100 µL            10.7 ± 5.2 

            NAB (B)  100 µL                    7.3 ± 2.1 

            GB      250 µmol            5.6 ± 1.9 

            PU         5 µmol     10.6 ± 2.4 

        

 

Table 2-7  YG7108 株(+S9)における 1 プレートあたりの His+ revertant 数 

 

   試験量          His+ revertant 数 (平均 ± SD) 

 

陽性対照  NNK    100 nmol/plate   2583 ± 38    

陰性対照  滅菌水    100 µL     14.3 ± 1.7 

   

ビール、NAB、GB、PU の Ames test 結果       

Beer      100 µL            10.8 ± 0.8 

            NAB (A)  100 µL             7.7 ± 3.9 

            NAB (B)  100 µL                    9.0 ± 2.9 

            GB      250 µmol            8.0 ± 2.1 

            PU         5 µmol      9.0 ± 1.4 

        



第２章 

22 

 

次いで、TA1535 株および YG7108 株におけるビール、 NABs、GB および PU の NNK

に対する抗変異原性を調べ、その結果を Fig. 2-4 に示した。 

 

Fig. 2-4 (a)ビール、(b)NAB(A)、(c)NAB(B)、(d)GB、および(e)PU の抗変異原性の比

較  

変異原物質 NNK に対する TA1535 株(●)および YG7108 株(■)を用いた Ames test の結果

を示す。縦軸は被験物質未処理群の変異原性を 100％とした際の被験物質の変異原性の割

合(％)、横軸は１プレートあたりの被験物質添加量を示す。実験を 2 回繰り返し、再現性を

確認した。2 回のうちの 1 回を示す(n=3）。 

* : p < 0.05 vs. 被験物質未添加群    # : p < 0.05 vs. YG7108 株の変異原性 

 

Table 2-6、Table 2-7 より、ビールや NAB(A)、NAB(B)、GB、PU は TA1535 株(+S9)

および YG7108 株(+S9)に対して変異原性を示さなかった。また、Fig.2-4 より TA1535 株

で検出された NNK の変異原性は、ビール、NABs、GB、PU 存在下で用量依存的に減少し、

ビール、NAB(B)では 10 µL から、NAB(A)では 5.0 µL と 10 µL で、GB では 250 µmol で

有意な減少が見られた。最大抑制率は、ビールで 31.2%、NAB(A)で 29.1%、NAB(B)で

37.7％、BG で 45.6％、PU で 32.8％であった。さらに、TA1535 株群と YG7108 株群にお

ける変異原性にも有意な差が見られた。YG7108 株で検出された NNK の変異原性は、ビー

ル、NABs、GB、PU 存在下でも減少しなかった。  
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２－５．考察 

 

発がんは、正常な細胞が腫瘍細胞に形質転換されるプロセスであり、「開始：イニシエ

ーション」から始まり、「促進：プロモーション」と「進行：プログレッション」と続く[54]

。我々は、ビール、NAB およびビール成分が強力なイニシエーターであるアルキル化剤の

MNNG や NNK の変異原性を阻害すると考え、実験を行った。その結果、ビールや NAB

、LAB、GB、PU は TA1535 株における MNNG の変異原性を減少させた(Fig. 2-2 や Fig. 

2-3)。そこで、ビール、LAB、5 つの NAB の抗変異原性の違いを調査した。ビールの抗変

異原性(0.5 µL/plate)の ID50 が最も低く、NAB および LAB の MNNG に対する ID50 は 1.6 

µL(NAB(B))から 15.8 µL(NAB(E))の範囲となった(Fig.2-2、Table 2-3)。NAB(B)の ID50

は、NAB(F)の ID50 のほぼ 10 分の 1 であった。これらの MNNG に対する抗変異原性効果

の違いは、各飲料の原材料やその成分の多様性が原因である可能性がある(Table 2-3)。総

合的に判断して、麦芽が主原料であり、人工添加物の少ない NAB の方が ID50 が低い傾向

にある。これは、麦芽に GB や PU が多く含まれることが要因の 1 つと考えられる。 

また、ビールや NAB、GB、PU は、TA1535 株における NNK の変異原性も減少させた

(Fig. 2-4)。しかし、TA1535 株を用いた結果とは対照的に、MGMT 欠損株である YG7108

株で検出された MNNG および NNK の変異原性は、ビール、NAB、GB、PU を添加して

も減少しなかった(Fig. 2-3、Fig. 2-4)。MGMT が存在している TA1535 株において変異原

性の減少が見られ、MGMT が欠損している YG7108 株において変異原性の減少が見られな

かったことから、ビール、NAB、GB、PU の抗変異原性効果は MGMT の作用に影響して

いると考える。過去の報告にも、TA1535 株と YG7108 株の MNNG に対する感受性を調

べている研究がある[58]。そこでは YG7108 株の方が MNNG に対して感受性が高い結果

となっているが、その理由を MGMT 修復酵素の有無であると結論付けている。また、

TA1535 株と YG7108 株の N-nitrosodipropylamine (NDP)の DNA 障害機序を調べた研究

では、YG7108 株の方が NDP に対する感受性が高く、TA1535 株では変異が見られなかっ

たことから、NDP はアルキル化が DNA 障害の機序であると結論付けている[59]。これら

のことから、今回の研究でも TA1535 株と YG7108 株に変異原性に差が見られたことから、

ビール、NAB、GB および PU は MGMT の作用に影響を及ぼすことで MNNG や NNK な

どのアルキル化剤による変異を減少させている可能性があると考えた。 

ここで MGMT の働きを考えた。Fig.2-5 にその流れを示した。DNA 中のグアニンはシ

トシンと対をなしているが、グアニンが MNNG や NNK のようなアルキル化剤によりメチ

ル化されることで O6-メチルグアニン(O6-meG)となる。この O6-メチルグアニンが修復さ

れずにいると、シトシンではなくチミンと対をなすようになり、塩基対置換が起こる。これ

が増殖することで変異となる[60]。MGMT はこのようなアルキル化剤によってメチル化さ

れた O6-メチルグアニンのメチル基を MGMT 中のシステイン残基につけることで脱メチ
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ル化をし、正常 DNA へ修復を行っている[61]。また、MGMT は自殺酵素であり、アルキ

ル基が MGMT に転移した後、MGMT タンパク質は不活性化する[62]。DNA 修復するに

つれて MGMT 量が減るにも関わらず、変異原性が減少していることから、ビール等により

MGMT の発生量を増加させている可能性があると考えることができる。これは TA1535 株

や YG7108 株にビール等のサンプルを作用させ、そこからタンパク抽出を行い、MGMT の

抗体を用いたウェスタンブロット法にて MGMT の発現量を確かめることで確認すること

ができると考えるが、今回は行えていない。 

 

 

Fig. 2-5 O6-メチルグアニン(O6-meG)の変異の流れと MGMT の作用[60] [61] 

DNA 中のシトシンと対をなしているグアニンがメチル化されることで O6-メチルグアニン

(O6-meG)を生成する。この O6-メチルグアニンが修復されずに残ることで、チミンと対を

なすようになり、塩基対置換が起こり変異となる。MGMT はこのようなアルキル化剤によ

ってメチル化された O6-メチルグアニンのメチル基を MGMT 中のシステイン残基につけ

ることで脱メチル化をしている。 

 

また、今回の研究では TA1535 株における MNNG と NNK に対する変異原性の減少量

に大きな差が表れていた。ビールや NAB、GB、PU の NNK の変異原性の減少量は MNNG
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の変異原性の減少量の約半分ほどになっていた(Fig. 2-3、Fig. 2-4）。これは、MNNG がメ

チル化するだけなのに対し、NNK はメチル化だけでなくピリジルオキソブチル化 DNA 等

の DNA 付加体を形成する[28]ため、MGMT では修復しきれないことが原因であると考え

る。 

NNK は代謝されることにより活性化しアルキル化を起こす[26][27] ため、Ames test に

S9 を加えることで、その代謝活性化を組み込んでいる。ここで、ビールや NAB、GB、PU

は S9 や MNNG や NNK の働きを直接阻害しているのではないかという疑問がでる。しか

し、これらのサンプルが直接 S9 の活性を下げたり、変異原物質を直接阻害したりしている

のであれば、反応する MNNG や NNK の量が減るため、Fig. 2-1 に示すように YG7108 株

におけるコロニーの生成量の減少(変異原性の減少)が見られるようになるはずであるが、今

回の研究においては、それが見られなかった。このことから、ビールや NAB、GB、PU は

S9 や MNNG や NNK の働きを直接阻害しているのではない可能性はある。しかし、本研

究で用いた YG7108 株に対する変異原物質は高用量であることから(MNNG の場合、約

3,000 のコロニーを形成する量(Fig.2-1））、サンプル共処理の効果を検出できなった可能性

もある。今後、十分な検出力を得るために、低用量での検証が求められる。 

まとめると、ビールや NAB、GB、PU には変異原物質である MNNG や NNK の変異原

性を抑制する効果があることが分かった。また、ビールや NAB、GB、PU はアルキル化修

復酵素である MGMT に影響を与えることで、MNNG や NNK に対し変異原性を減少させ

た可能性がある。つまり、ビールや NAB、GB、PU が MNNG や NNK の発がんの発生段

階を抑制することが出来ることが示された。 
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３－１. はじめに 

 

in vitro 試験である Ames test にてビールや NAB、GB、PU に抗変異原性があることが分

かった。抗変異原性があるのであれば、in vivo の腫瘍形成にも影響を及ぼす可能性がある。

そこで、実際にマウスにおいてビールや NAB、GB に抗腫瘍形成抑制効果があるのかを調

べることにした。 

 

 

３－２．材料 

 

１．マウス 

 

 本実験では雌性 A/J( AJ/JmsSlc)マウス(日

本エスエルシー株式会社)を用いた。A/J マ

ウスは肺腫瘍の発生率が高く、肺発がんのリ

スク分析によく用いられる[62][63]。 

 

 

２．餌 

 

 餌は岡山大学自然生命科学研究支援センター動物資源部門 津島北施設で使用している

マウスの餌(MF、オリエンタル酵母工業株式会社)の粉末を使用。その粉餌に同等量のサン

プルを混ぜ合わせ、練り餌として投与した。 

 

 

３．飼育環境 

 

 飼育施設は岡山大学自然生命科学研究支援センター動物資源部門 津島北施設を利用し

た。飼育環境においては、マウスは餌および水またはサンプルを自由に摂取でき、最適な空

気交換と 20℃の一定の室温で 12 時間ごとに明暗サイクルで飼育されている。動物実験は

関係法令に従い、岡山大学先端科学研究センター動物実験ガイドラインにそって、岡山大学

動物実験計画書の承認を得て行った(岡山大学動物実験計画書承認番号 OKU－2019671, 

2022299)。 
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３－３．実験方法 

 

１．サンプル調製 

 

 ビールや NAB は凍結乾燥しアルコールや炭酸、水分などを全て除去し、粉末状にしたも

のを水で再溶解して使用した。もとのビールもしくは NAB の 1/2 の量で再溶解したものを

2 倍濃縮ビール、2 倍濃縮 NAB とした。普段は－20℃で保存し、使用時に解凍し使用した。

GB は 1.5 M 濃度を作成し使用した。こちらも普段は－20℃で保存し、使用時に解凍し使用

した。 

 ビールには様々なものが含まれており、何も含まれていないコントロールに比べ摂取カ

ロリーが多くなる可能性が高い。そこでカロリーを調整することにした。ビールのカロリー

は Table 3-1 に示した通り 41 kcal/100 mL であり、そのカロリーは糖質(3.0 g/100 mL)か

らきていると考え、ビールの糖質であるマルトース(麦芽糖)を加えるとことした。GB は 10 

kcal/2.5 g であり、1.5 M GB だと 69 kcal/100 mL となり、ビール 2 倍濃縮液(82 kcal/100 

mL)とほぼ変わらないため、GB は調整なし、コントロールは 6 g/100 mL のマルトースを

加えて練り餌を作成することとした。 

 

Table 3-1 今回実験で使用したビールの成分 

 

原材料   麦芽、ホップ、米、コーン、スターチ 

アルコール分  5％ 

熱量   41 kcal/100 mL 

糖質   3.0 g/100 mL 

タンパク質  0.3 g/100 mL 

 

 

 

２．練り餌の作成 

 

今回の研究では、ビールや NAB、GB は餌に混ぜて投与している。本実験を行う前に投

与量と投与方法を検討するプレ実験において以下の事が判明した。 

・ 濃縮ビールや GB は味が濃く、飲料摂取にするとサンプルの摂取量と餌の摂取量が減

少し、十分量摂取させることが出来ない可能性がある。 

・ 餌の摂取量が少ないと体重減少が起こり、長期間の実験に耐えられなくなる。 

・ 自由飲料摂取にすると、サンプルがこぼれるなど正確な摂取量の測定ができない。 
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以上のことから、本研究ではビールや NAB、GB を練り餌に混ぜて摂取させることとした。 

練り餌は粉末状のマウスの餌に同容量のサンプルを混ぜ、投与するごとに作成した。 

 

 

３．飼育方法 

 

マウスは 3 週齢の A/J マウスを使用した。各グループは Table 3-2、Table 3-3 のように

分け、4 匹もしくは 5 匹を 1 ケージとして飼育した。飼育方法を Fig. 3-1 と Fig. 3-2 に示し

た。1 週間馴化(固形餌、水の自由摂取)を行い、その後水は自由摂取継続、餌は各サンプル

を混ぜた練り餌を自由摂取にて週に 2 回、7 g/匹/日の量を作成し投与。毎週、練り餌の摂

取量と体重を測り、その体重変化を記録した。5 週目(マウスが 8 週齢の時)に 100 mM 

NNK(0.1 mL/匹)もしくは生理食塩水(0.1 mL/匹)を単回腹腔内投与し、27 週目(マウスが

30 週齢の時)に頸椎脱臼して解剖し、左肺にできた腫瘍の数を測定した。今回の実験では 1 

mm 以上の大きさの腫瘍を有効としてカウントした。左肺をホルマリンで固定し、切片を

作成し、ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色を行い、病理解析を行った。NNK 投与前に

事前に 4 週間サンプルを投与したのは、今回の研究が予防を目的とし、生体内にサンプル

がある状態で変異原物質を投与するためである。 

 

 

Table 3-2 ビールもしくは GB を投与したマウスのグループ分け 

 

グループ            サンプル濃度     NNK     ｎ 

 

I NNK ip + water  マルトース水  +  15 

II    NNK ip + GB  1.5 M GB  +  15 

III NNK ip + Beer    2 倍濃縮ビール  +  15 

IV saline ip + water  マルトース水  -  12 

V    saline ip + GB  1.5 M GB  -  10 

VI saline ip + Beer  2 倍濃縮ビール  -  10 
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                0 1week   5weeks                             27weeks 

I  NNK ip + water 

II    NNK ip + GB 

III  NNK ip + Beer 

IV  saline ip + water 

V    saline ip + GB 

VI saline ip + Beer 

               ↑サンプル投与開始                           ↑解剖 

                 ↑NNK もしくは生食腹腔内投与(単回) 

Fig.3-1 ビールもしくは GB を投与したマウスの飼育方法 

各ケージ 4 匹もしくは 5 匹とし、合計 27 週間飼育。1 週間後馴化、1.5M GB(■)、2 倍濃

縮ビール(■)を 26 週間投与した。5 週目に NNK(100 mM)もしくは生理食塩水を腹腔投与

し、27 週後に頸椎脱臼により解剖し、肺を摘出した。 

 

 

 

Table 3-3 NAB を投与したマウスのグループ分け 

 

グループ            サンプル濃度     NNK     ｎ 

 

I NNK ip + water  マルトース水  +  15 

II    NNK ip + NAB(A) 2 倍濃縮 NAB(A)  +  15 

III NNK ip + NAB(B)    2 倍濃縮 NAB(B)  +  15 

IV saline ip + water  マルトース水  -  10 

V    saline ip + NAB(A) 2 倍濃縮 NAB(A)  -  10 

VI saline ip + NAB(B) 2 倍濃縮 NAB(B)  -  10 
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                0 1week   5weeks                             27weeks 

I     NNK ip + water 

II    NNK ip + NAB(A) 

III   NNK ip + NAB(B) 

IV   saline ip + water 

V    saline ip + NAB(A) 

VI   saline ip + NAB(B) 

               ↑サンプル投与開始                           ↑解剖 

                 ↑NNK もしくは生食腹腔内投与(単回) 

Fig.3-2 NAB を投与したマウスの飼育方法 

各ケージ 5 匹とし、合計 27 週間飼育。1 週間馴化後、2 倍濃縮 NAB(A)(■)、2 倍濃縮

NAB(B)(■)を 26 週間投与した。5 週目に NNK(100 mM)もしくは生理食塩水を腹腔投与

し、27 週後に頸椎脱臼により解剖し、肺を摘出。 

 

 

４．統計解析 

腫瘍発生率は Excel 統計(SSRI 株式会社)の Fisher の直接確立検定を用いて両側検定で評

価した。腫瘍生成個数は Excel 統計(SSRI 株式会社)の One-way ANOVA post-hoc Dunnett

検定で評価した。p < 0.05 を統計的に有意であると考えた。 
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３－４．結果 

 

３－４－１．ビールおよび GB を投与したマウスにおける肺腫瘍形

成に対する影響 

 

１．マウスの体重増加量と餌の摂取量 

 

 マウスの体重増加量と餌の摂取量を Fig.3-3、Fig3-4 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3-3 水もしくはビール、GB を投与したマウスの体重推移 

水もしくはビール、GB を投与した A/J マウスの 3 週齢時を 0 week とし、27 weeks までの

体重変化をグラフに示した。縦軸はマウスの体重、横軸は週数を示す。5 weeks に NNK も

しくは生理食塩水を腹腔投与した。 
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Fig.3-4 水もしくはビール、GB を投与したマウスの摂餌量推移 

水もしくはビール、GB を投与した A/J マウスの 3 週齢時を 0 week とし、27 weeks までの

体重変化をグラフに示した。縦軸は餌の摂取量、横軸は週数を示す。5 weeks に NNK もし

くは生理食塩水を腹腔投与した。 

 

マウスの体重は順調に増えた(Fig. 3-3）。餌の摂取量に大きな差は見られなかったが、2 倍

濃縮ビールを与えたグループは比較的大きく成長した。GB を投与した群では餌の摂取量が

少ないせいか、体重増加も少ない傾向になった。NNK を投与した翌週は餌の摂取量は減少

していたが、その後は問題なく摂取していた(Fig. 3-4）。 

 

 

２．マウスにおけるビールおよび GB の肺腫瘍形成抑制効果 

 

 27 週間飼育後(30 週齢時)マウスを解剖し、左肺の表面にできた腫瘍の数を数え、その直

径を調べた。大小さまざまな大きさの腫瘍が形成されていたが、1 mm 以上の大きさの腫瘍

を有効としてカウントした。 

測定した腫瘍細胞は光学顕微鏡下にて確認した。摘出した肺の写真を Fig. 3-5 に、肺の組

織を光学顕微鏡で観察した写真を Fig. 3-6 に示した。また、その結果を Table 3-4、Fig. 3-

7 に示した。NNK を投与しなかったグループにおいては肺の表面に腫瘍は見られなかった

が、NNK を投与したグループにおいては腫瘍の生成が見られた。 
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Fig. 3-5 NNK を単独投与、もしくはビールまたは GB と併投与した 30 週齢時の A/J マウ

スから摘出した左肺の写真 

矢印は腫瘍を指し示す。 

 

 

 

NNK ip + water             NNK ip + GB             NNK ip + Beer 

 

Fig. 3-6 NNK を単独投与、もしくはビールまたは GB と併投与した 30 週齢時の A/J マウ

スの腫瘍周辺の結節と肺胞領域を光学顕微鏡下で観察した写真 
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Table 3-4 マウスの肺腫瘍の発生率と平均腫瘍個数 

 

グループ        ｎ    最終体重   腫瘍発生     平均腫瘍       

(匹)     (ｇ)       率(％)     個数(個)   

 

I NNK ip + water  15      25.7±1.83      93.3      2.13±1.19      

II    NNK ip + GB  15      23.4±1.59      66.7      0.93±0.80*     

III NNK ip + Beer  15      26.0±2.68      46.7*     0.73±0.88*     

IV saline ip + water  12      24.2±4.09        0            0         

V    saline ip + GB  10      23.8±2.63        0            0         

VI saline ip + Beer  10      28.1±2.60        0            0         

 

*: p < 0.05, significantly different from Group I. 

 

Fig. 3-7 NNK 単独投与、もしくはビールまたは GB と併投与した 30 週齢時の A/J マウス

の腫瘍発生個数 

水、1.5 M GB、2 倍濃縮ビールを 26 週間投与し、投与開始後 4 週間後に 100 mM NNK を

単回腹腔内投与したマウスの肺にできた 1 mm 以上の大きさの腫瘍の個数を示す。 

* : p < 0.05 vs. NNK ip + water 群 
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グループ IV~VI の NNK を投与していない 3 つのグループのマウスには、肺腫瘍の生成

は見られなかった。腫瘍発生率は陽性対照であるグループⅠが 93.3％であったのに対し、

NNK および GB を投与したグループ II の腫瘍発生率は 66.7％に減少したが、有意な差は

示されなかった。また、NNK およびビールを投与したグループ III の腫瘍発生率は 46.7％

と半分以下となり、有意に減少した。また、陽性対照であるグループ I の NNK を投与した

マウスは肺の表面に多くの数の腫瘍(2.13 ± 1.19)を発症した。NNK および GB を投与した

グループ II の 1 匹当たりの腫瘍数(0.93 ± 0.08)は、グループ I と比較して有意に減少し

た。 また、NNK およびビールを投与したグループ III の 1 匹当たりの腫瘍数(0.73 ± 

0.88)も、グループ I と比較して有意に減少した。 
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３－４－２．ノンアルコールビールを投与したマウスにおける肺腫

瘍形成に対する影響 

 

１．マウスの体重増加量と餌の摂取量 

 

 マウスの体重増加量と餌の摂取量を Fig. 3-8、Fig. 3-9 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-8 水もしくは NAB を投与したマウスの体重推移 

水もしくは NAB(A)、NAB(B)を投与した A/J マウスの 3 週齢時を 0 week とし、27 weeks

までの体重変化をグラフに示した。縦軸はマウスの体重、横軸は週数を示す。5 weeks に

NNK もしくは生理食塩水を腹腔投与した。 
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Fig.3-9  水もしくは NAB を投与したマウスの摂餌量推移 

水もしくは NAB(A)、NAB(B)を投与した A/J マウスの 3 週齢時を 0 week とし、27 weeks

までの体重変化をグラフに示した。縦軸は餌の摂取量、横軸は週数を示す。5 weeks に NNK

もしくは生理食塩水を腹腔投与した。 

 

マウスの体重は順調に増えた(Fig. 3-8）。餌の摂取量に大きな差は見られなかったが、餌

の摂取量に波が見られた。NNK を投与した翌週は餌の摂取量は減少していたが、その後は

問題なく摂取していた(Fig. 3-9)。NAB 投与マウスの餌の摂取量が上下しているのは使用し

た測りに原因がある可能性がある。体重の増加量、餌の摂取量の平均に問題がないことは確

認した。 

 

 

 

２．マウスにおけるノンアルコールビールの肺腫瘍形成抑制効果 

 

27 週間飼育後(30 週齢時)マウスを解剖し、左肺の表面にできた腫瘍の数を数え、その直

径を調べた。今回も 1 mm 以上の大きさの腫瘍を有効としてカウントした。測定した腫瘍細

胞は光学顕微鏡下にて確認した。摘出した肺の写真を Fig. 3-10 に、肺の組織を光学顕微鏡

で観察した写真を Fig. 3-11 に示した。また、その結果を Table 3-5、Fig. 3-12 に示した。

NNK を投与しなかったグループにおいては肺の表面に腫瘍は見られなかったが、NNK を

投与したグループにおいては腫瘍の生成が見られた。 
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Fig. 3-10 NNK を単独投与、もしくは NAB と併投与した 30 週齢時の A/J マウスから摘出

した左肺の写真 

矢印は腫瘍を指し示す。 

 

 

NNK ip + water            NNK ip + NAB(A)          NNK ip + NAB(B) 

Fig. 3-11 NNK を単独投与、もしくは NAB と併投与した 30 週齢時の A/J マウスの腫瘍周

辺の結節と肺胞領域を光学顕微鏡下で観察した写真 
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Table 3-5 マウスの肺腫瘍の発生率と平均腫瘍個数 

 

グループ         ｎ     最終体重    腫瘍発生     平均腫瘍       

(匹)      (ｇ)        率(％)      個数(個)   

 

I    NNK ip + water   15       25.3±3.96      100       5.47±1.54      

II   NNK ip + NAB(A)   15       26.7±3.40      86.7      3.00±2.28*     

III  NNK ip + NAB(B)   15       26.4±2.44      80.0      1.67±1.35*     

IV  saline ip + water   10       32.4±3.12        0           0         

V   saline ip + NAB(A)   10       31.7±2.81        0           0         

VI  saline ip + NAB(B)   10       31.3±1.62        0           0         

 

*: p < 0.05, significantly different from Group I. 

 

Fig.3-12 NNK を単独投与、もしくは NAB と併投与した 30 週齢時の A/J マウスの腫瘍発

生個数 

水、2 倍濃縮 NAB(A)、 2 倍濃縮 NAB(B)を 26 週間投与し、投与開始後 4 週間後に 100 

mM NNK を単回腹腔内投与したマウスの肺にできた 1 mm 以上の大きさの腫瘍の個数を示

す。 

* : p < 0.05 vs. NNK ip + water 群 
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グループ IV~VI の NNK を投与していない 3 つのグループのマウスには、肺腫瘍の生成

は見られなかった。腫瘍発生率は陽性対照であるグループⅠが 100％であったのに対し、

NNK および NAB(A)を投与したグループ II の腫瘍発生率は 86.7％に減少した。また、NNK

および NAB(B)を投与したグループ III の腫瘍発生率は 80％に減少した。これらの腫瘍発

生率は NNK の実の群に比べて有意な差は見られなかった。また、陽性対照であるグループ

I の NNK を投与したマウスは肺の表面に多くの数の腫瘍(5.47 ± 1.54)を発症した。NNK

および NAB(A)を投与したグループ II の 1 匹当たりの腫瘍数(3.00 ± 2.28)は、グループ I

と比較して有意に減少した。 また、NNK および NAB(B)を投与したグループ III の 1 匹当

たりの腫瘍数(1.67 ± 1.35)も、グループ I と比較して有意に減少した。 
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３－５．考察 

 

今回の実験により、マウスにビールや GB、NAB を混ぜた練り餌を投与することによっ

て、NNK 誘発性の肺腫瘍の形成を有意に抑制することが明らかになった。まず腫瘍発生率

に着目すると、驚いたことに NNK とビールを投与している群では 50％以上のマウスに腫

瘍の発生が抑えられており、NNK 単独群に比べ有意に減少していた。(Table 3-3、Fig. 3-

7）また、NNK と GB を投与している群でも 33％のマウスに腫瘍の発生が抑えられていた。

NNK 単独群に比べ有意な差は見られなかったが、減少傾向にあることは分かった（p＝0.08）。

また、NNK と NAB(A)投与群においても 13％のマウスに、NNK と NAB(B)投与群におい

ても 20％のマウスに腫瘍の発生が抑えられていた(Table 3-4、Fig.3-12）。また、発生した

腫瘍個数に着目しても、NNK と水を投与した群に対し、NNK とビールの併投与群と NNK

と GB の併投与群共に発生した腫瘍個数は有意に減少していた(Table 3-3、Fig. 3-7）。NAB

を投与した実験でも同様で、NNK と水を投与した群に対し、NNK と NAB(A)の併投与群

と NNK と NAB(B)の併投与群ともに発生した腫瘍個数は有意に減少していた（Table 3-4、

Fig. 3-12）。 

今回の実験では各実験(ビールと GB の実験と NAB 二種の実験)の結果においてマウスの

腫瘍発生個数に差が見られる結果となった。しかし、Fig. 3-7 と Fig.3-12 を見ると、それぞ

れの結果においては、平均化した数値にて有意な差が出ており、大きな外れ値もなく等分散

している。１つの実験の中で大きなばらつきがないため、これは NNK 投与の際の手技的な

違いが影響しているものと考える。本実験では毎回陽性対象群を作成しているため、そこで

比較することで問題ないと考えた。 

また、本研究のマウス実験ではビールなどのサンプルは経口摂取させることで投与して

いる。つまり、体内動態も影響してくる。ビールや NAB は様々な成分が混ざっているた

め、体内動態を追っていくことは難しい。そこで、GB や PU で考えてみる。PU に関して

はもともと生体内に存在するものであり、摂取した場合の体内動態は不明である。一方、

GB は生体内において、メチオニン回路の一部であるホモシステインがメチオニンに変換さ

れる際にベタインホモシステインメチル基転移酵素により、GB からジメチルグリシン

(DMG)に代謝される(Fig.3-13)[65]。ある報告によると GB を摂取した際の血漿中の量は

Cmax が 0.94 mmol/L であったのに対し、DMG は Cmax が 0.019 mmol/L であった。さら

に 24 時間尿中排泄量は GB が 159 mmol であったのに対し、DMG は 0.34 mmol であった

[66]。このことから GB は生体内において、DMG に変換されず、大半は GB として存在し

ていることがわかる。つまり、今回の GB を摂取させた結果は、ほぼ GB の効果と言っても

問題はないと考える。 
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Fig.3-13 グリシンベタインの生体内における代謝[65] 

GB は主に肝臓および腎臓細胞中のミトコンドリアで起こるメチオニンサイクルにおける

ホモシステインからメチオニンへ変換される際にジメチルグリシンに変換される。 

 

さらに、今回の研究において 1 mm 未満の腫瘍を有効とはしていない。これは、1 mm 以

上の大きさの腫瘍は自然に縮小することはないが、1 mm 以下だと腫瘍は消滅していくこと

があるとして、岡山大学病院の木浦先生が経験則として定めたラインである[67]。さらに他

の研究でも 1 mm 以上の大きさの肺腫瘍結節を有効としている論文[68][69][70]はあり、1 

mm というラインが有効であると考える。従って、今回の腫瘍個数とは、今後腫瘍としてさ

らに大きくなり、将来的にがんになりうると判断した腫瘍の個数であると考えられる。また、

腫瘍個数の減少に関する内容ついては、このような報告があった。シスプラチン誘発性の肺

腺腫を Epigallocatechin gallate が抑制することを確認した研究において、マウスの肺にでき

た腫瘍個数が有意に減少したことを受け、腫瘍細胞株の増殖を阻害し、腫瘍サイズを縮小し、

がんの寛解を引き起こす可能性があると結論付けている。[64]。このことからも、ビールや

GB、NAB によって腫瘍個数が減少したことは有用なことであると考える。以上のことか

ら、今回の研究においてビールや GB、NAB によって腫瘍発生個数が少しでも減少してい

るということは、将来のがん細胞数を減らすという大きな意味を持ち、大変重要であると考

える。 

さらに、今回の研究における腫瘍発生率と腫瘍個数の割合(NNK＋water 群の腫瘍個数を

100％とした時の各群の腫瘍個数の割合)を比較する(Table.3-6)と、各群ともに腫瘍発生率

よりも腫瘍個数の割合の方が小さいことが分かる。つまり、腫瘍発生が抑制されている以上

に 1 mm 以上の腫瘍生成個数が減少していることも明らかになった。 
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Table 3-6 マウスの肺腫瘍の発生率と腫瘍個数の割合 

 

グループ         ｎ     腫瘍発生率       I 群に対する 

(匹)      (％)          腫瘍個数の割合(％)    

 

ビール、GB 投与実験 

I    NNK ip + water   15    93.3         100      

II   NNK ip + GB   15    66.7           43.7* 

III  NNK ip + Beer   15    46.7*            34.3* 

 

NAB 投与実験 

I    NNK ip + water   15   100    100    

II   NNK ip + NAB(A)   15  86.7      54.8* 

III  NNK ip + NAB(B)   15   80.0       30.5* 

 

*: p < 0.05, significantly different from Group I. 

 

 

まとめると、ビールには A/J マウスにおいて腫瘍発生率と 1 mm 以上の腫瘍の個数を減

少させていることから、腫瘍生成抑制効果があることがわかり、この腫瘍発生抑制効果の結

果は、第２章での変異原性試験の結果とも関連性が示される結果となった。 
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ビールおよびノンアルコールビール、グリシン

ベタイン、シュードウリジンのリン酸化シグナ

ルカスケード抑制効果に対する検討 
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４－１．はじめに 

 

これまでの研究において、抗変異原性試験によりビールや NAB、GB、PU に抗変異原性

があることが確認され、マウス発がん実験モデルにおいてビールや NAB、GB に肺での腫

瘍生成抑制効果があることが明らかになった。そこで、これらの抗腫瘍作用について評価す

るにあたり、細胞増殖の制御に関わるリン酸化シグナルカスケードへの作用に着目した。 

細胞が増殖する際に重要なのは細胞成長因子シグナル伝達経路である。さらに、肺がん細

胞が増殖するのに重要なドライバー遺伝子には EGF や ALK があり[71][72]、そのドライ

バー遺伝子が変異や融合などの異常がおこることでシグナル伝達が過剰に働き、腫瘍が増

殖する。このシグナル伝達を抑制することは腫瘍細胞の増殖を止める重要なカギになる。 

この細胞成長シグナルは様々なキナーゼによるリン酸化シグナルカスケードによって伝

達される。それらの中で、がん細胞の増殖の重要な制御タンパク質に STAT3(signal 

transducer and activator of transcription 3)がある。STAT3 はドライバー遺伝子である EGF

や炎症性サイトカインである IL-6 に応答して、リン酸化を受けて活性化し細胞増殖に寄与

する[73]。ある研究においては、STAT3 は 64.6%の非小細胞肺がん(NSCLC)で持続的にリ

ン酸化されており[74]、STAT3 がリン酸化されることで腫瘍細胞のアポトーシス耐性化に

つながるという報告もある[75][76]。NSCLC 患者におけるリン酸化 STAT3 の過剰発現は

予後不良につながる[77]。また、STAT3 は発がんに関与する遺伝子を活性化するという報

告もある[78][79]。このように STAT3 のリン酸化を抑制することは、腫瘍細胞の増殖を抑

制し、がん細胞の減少に繋がる。今回はこの STAT3 のリン酸化量がビールや GB、PU、

NAB によってどう変化するかを調べた。Fig.4-1 に STAT3 の活性化経路を示す。 
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Fig.4-1 STAT3 活性化の流れ 

STAT3 は EGFR や IL-6R にリガンドが結合することで、EGFR の tyrosine kinase、もしく

は IL-6R の JAK(jauns kinase)が活性化し、STAT3 の Tyy705 がリン酸化される[73]。リン

酸化された STAT3 は二量体を形成し、核内に移行する。STAT3 二量体は標的遺伝子の転

写を促進し、細胞増殖に寄与する。 
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４－２．ビールおよびノンアルコールビール、グリシンベタ

イン、シュードウリジンの STAT3 におけるリン酸化シグナ

ルカスケードに対する影響についての検討 

 

 

４－２－１．材料 

 

１．肺がん細胞株(A549) 

 

 今回の実験では A549 細胞(ヒト肺基底上皮腺がん細胞；付着細胞)を用いた。本細胞株は

D. J. Giard らによって 1972 年に樹立された[80]。A549 細胞は扁平上皮細胞であり、薬物

代謝のための II 型肺胞上皮細胞の in vitro モデルとして広く使用されている。所属研究室で

は理化学研究所バイオリソース研究センターより購入した(理研固有番号 RGB0098）。 

 

２．試薬等 

 

① DMEM 培地  

  Dulbecco’s Modified EAGLE MEDIUM① (日水製薬)  10 g 

L-Glucose (富士フィルム和光純薬)    4.5 g 

L-Glutamine (富士フィルム和光純薬)    0.2923 g 

NaHCO3 (富士フィルム和光純薬) (pH 7.0~7.4 に調整) 1.0~2.0 g 

Penicillin(100 U/mL)/Streptomycin(100 µg/mL) (SIGMA) 10 mL 

蒸留水                                      1 L にメスアップ 

Fetal bovine serum (SIGMA)     10 % 添加 

 

② PBS(-) 

NaCl (富士フィルム和光純薬)    8 g 

Na2HPO4 (ナカライテスク)     1.15 g 

KCl (富士フィルム和光純薬)     0.2 g 

KH2PO4 (ナカライテスク)      0.2 g 

miliQ       1 L にメスアップ 
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③ Stattic (CST) 〔P-STAT3 に対する(PC)〕 

DMSO に溶解させて使用 (DMSO の終濃度：1%) 

 

④ 30% (w/v) アクリルアミド溶液 (200 mL) 

      Acrylamide  (富士フィルム和光純薬)    58 g 

      N’,N’-Methylene-bis(acrylamide) (富士フィルム和光純薬) 2 g 

      miliQ       200 mL メスアップ 

 

⑤ Cell lysis buffer 

50 mM Tris-HCl(SIGMA) (pH 7.5)     40 mL メスアップ 

EDTA (DOJINDO)      11.7 mg 

NaCl (富士フィルム和光純薬)    0.35 g 

Nonidet P-40 (ナカライテクス)    400 µL 

Phosphatase Inhibitor Cocktail I (アブカム)   800 µL 

100 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF)  1 mM 

(ナカライテクス) 

Leupeptin (富士フィルム和光純薬)    1 µg / mL 

 

⑥ Running gel (2 枚あたり) 

30% (w/v) アクリルアミド溶液    8 mL 

1.5 M Tris-HCl  (pH 8.8)     5 mL 

10% Sodium dodecyl sulfate (SDS)溶液   0.2 mL 

10% (w/v) Ammonium peroxodisulfate(APS)   0.1 mL 

(富士フィルム和光純薬) 

N,N,N',N'-tetramethyl ethylenediamine (TEMED)  10 µL 

(富士フィルム和光純薬) 

miliQ       20 mL メスアップ 

 

⑦ Stacking gel (2 枚あたり) 

30% (w/v)アクリルアミド溶液    1.5 mL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)     2.5 mL 

10% SDS       0.1 mL 

10% (w/v) APS      0.1 mL 

TEMED       10 µL 

miliQ       10 mL メスアップ 
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⑧ 2×SDS sample buffer (泳動前のサンプル希釈用) 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)     2.5 mL 

10% SDS       4 mL 

Glycerin (富士フィルム和光純薬)    2 mL 

0.5 % Bromophenol blue (東京化成工業)   0.2 mL 

2-Mercaptpethanol (富士フィルム和光純薬)   1 mL 

miliQ       10 mL メスアップ 

 

⑨ 泳動 buffer (1000 mL) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane    30.3 g 

Glycine (富士フィルム和光純薬)    144 g 

SDS (富士フィルム和光純薬)    10 g 

miliQ       1 L にメスアップ 

 

⑩ Blotting buffer A (500 mL) 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethane    18.17 g 

      Methanol (富士フィルム和光純薬)    25 mL 

      miliQ       500 mL メスアップ 

 

⑪ Blotting buffer B (1000 mL) 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethane    3.029 g 

      Methanol       50 mL 

      miliQ       1 L にメスアップ 

 

⑫ Blotting buffer C (500 mL) 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethane    1.515 g 

      6-Aminohexanoic Acid (富士フィルム和光純薬)  2.62 g 

      Methanol       25 mL 

      miliQ       500 mL メスアップ 

 

⑬ Tris buffered saline (TBS)-T (pH 7.6)(1000 mL) 

      Tris(hydroxymethyl)aminomethane    6.06 g 

      NaCl (富士フィルム和光純薬)    8.06 g 

      KCl (富士フィルム和光純薬)     0.2 g 

      Tween 20 (東京化成工業)     1 mL  

      miliQ       1 L にメスアップ 
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⑭ Mild Stripping buffer (pH 2.2)(100 mL) 

      Glycine       1.5 g 

      SDS       0.1 g 

      Tween 20       1 mL 

      miliQ       100 mL メスアップ 

(12N HCl で pH 調整) 

 

⑮ Skim milk powder (富士フィルム和光純薬) 

 

⑯ Stat3 (79D7) Rabbit mAb (#4904) (CST) 

 

⑰ Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) XP Rabbit mAb (#9145) (CST) 

 

⑱ Anti-α-tubulin, Rabbit-Poly (GTX112141) (GeneTex) 

 

⑲ Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (Jacson Immuno Research) 

 

⑳ ブロッティング用 Immostar® LD (富士フィルム和光純薬) 
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４－２－２．実験方法 

 

１．細胞培養 

 

A549 細胞は 10%血清を含む DMEM 培地中で、37℃、5% CO2 の条件で培養した。数回

継代培養を行った後に MTT assay を行った。 

 

 

２．サンプル調製 

 

ビール、NAB はマウス実験同様、凍結乾燥しアルコールや炭酸などを除去し、粉末状に

したものを水で再溶解して使用した。5 倍濃縮ビール、5 倍濃縮 NAB を作成し、フィルタ

ーによるろ過滅菌を行った。普段は－20℃で保存し、使用時に適宜希釈して使用した。 

GB や PU も同様で、高濃度(GB：5.0 M、PU：100 mM)溶液を作成し、フィルターによ

るろ過滅菌を行った。普段は－20℃で保存し、使用時に適宜希釈して使用した。 

 

 

３．A549 細胞からの総タンパク質の抽出(ライセートの調製) 

 

 3 mL DMEM 培地入りの 35 mm 径 dish に A549 細胞を 6×105 cells/dish となるように

播種。24 時間 (37℃、5% CO2) 培養し、細胞接着を確認した。グループは Table 4-1 に示

すように分けた。グループ II には GB (終濃度：250 mM)もしくは PU(終濃度：1 mM）、 

グループ III にはビール (終濃度：40%) を添加し、グループ VI、VII には NAB (終濃度：

70%) を添加し 24 時間培養後に細胞を回収した。また、グループ IV、VIII には、サンプル

処理から 23 時間後に STAT3 阻害剤である stattic(終濃度：20 µM)を添加し、1 時間培養後

に細胞を回収した。(Fig. 4-2 に調製手順を示した。) 
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Table 4-1 実験のグループ分け 

 

グループ名          EGF 刺激       サンプル量(終濃度) 

 

実験１ ビールおよび GB、PU の STAT3 に対する影響 

I NC (Negative control)  -   - 

II    GB (もしくは PU)  -     250 mM GB (1 mM PU) 

III Beer    -      40% Beer 

IV PC (Positive control)  -   - 

 

実験２ NAB の STAT3 に対する影響 

V NC (Negative control)  -   - 

VI    NAB(A)    -      70% NAB(A) 

VII NAB(B)    -      70% NAB(B) 

VIII PC (Positive control)  -   - 

 

 

実験１ ビールおよび GB、PU の STAT3 に対する影響 

                         0h                    24h              47h  48h 

I  NC  

II    GB(もしくは PU)    

III  Beer   

IV  PC 

 

実験２ NAB の STAT3 に対する影響 

0h                    24h              47h  48h 

V  NC  

VI    NAB(A)    

VII  NAB(B) 

VIII PC 

 

Fig. 4-2 細胞培養スケジュール 

10%血清を含む DMEM 培地にて A549 細胞を 24 時間培養後、実験１では 250 ｍM GB(■)

もしくは 1 mM PU(■)、40％ビール(■) を添加し、実験２では 70% NAB(A)(■)、70％ 

NAB(B)(■) を添加し、さらに 24 時間培養した。PC には細胞回収 1 時間前に stattic(■)

を添加した。培養後、細胞を回収した。 

GB もしくは PU 

Beer 

stattic 

NAB(A) 

NAB(B) 

stattic 
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インキュベート終了後、培地を除去し、冷 PBS(-)で細胞を洗浄後、セルスクレイパーを

用いて回収。1,000 g、4℃、10 分間の遠心後、上清を除去し、細胞を cell lysis buffer で溶

解。次に、超音波洗浄機を用いて細胞を破砕(2～3 分間×5～6 セット)した後、16,000 g、

4℃、30 分間で遠心し、上清を採取した。 

続いて、DC Protein Assay kit を用いて、Lowry 法によりタンパク定量を行った。96 穴プ

レートに BSA 溶液(0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/mL)を 4 µL、ライセートを 2 µL ずつ入れ、

それらに Reagent A を 25 µL、Reagent B を 200 µL ずつ加えた。15 分室温で放置した後、

630 nm の吸光度を測定し、その後 BSA 濃度を横軸に、吸光度を縦軸にとって検量線を作

成し、その検量線からタンパク濃度を求めた。各サンプルをタンパク量 20 µg ずつで分注

し、-80℃で保存した。 

 

 

４．ウエスタンブロット解析 

 

① ブロッティング 

 各サンプルを 2×SDS sample buffer で 2 倍希釈後、煮沸処理(95～100℃、5 分間)を行っ

た。12％ SDS-ポリアクリルアミドゲルに各サンプル (20 µg) をアプライし、電気泳動 (20 

mA 定電流、70 分間)を行った。電気泳動終了後、PVDF メンブレンに転写 (46 mA 定電

流、25 分間)した。 

 

 

② ブロッキング～抗体反応～検出 

ブロッキング操作として、転写膜を 5% (w/v) スキムミルク in TBS-T 中でインキュベ

ート(室温、1 h)を行った。その後、転写膜を TBS-T で洗浄(室温、5 分間×3)し、一次抗体

を溶解させた 2% (w/v) BSA in TBS-T 中で転写膜をインキュベート(4 ℃、16 時間)した。

一次抗体反応終了後、転写膜を TBS-T で洗浄(室温、5 分間×3)し、HRP 標識ヤギ抗ウサ

ギ IgG 二次抗体 [1:10000] を溶解させた 5% (w/v) スキムミルク in TBS-T 中でインキュ

ベート(室温、1 h)した。二次抗体反応終了後、転写膜を TBS-T で洗浄(室温、5 分間×3)

し、Immostar® LD と化学発光検出器 ImageQuant LAS 4000 を用いて目的タンパクのバン

ドを検出した。 

α-tubulin はローディングコントロールとして用いた。また電気泳動において、目的タン

パク質のバンドの位置を確認するため、分子量マーカーとして Protein Ladder (10-180 kDa) 

を使用した。検出後のバンドは、ImageQuant TL ソフトウェア(GE)を用いて定量を行った。

各群、独立して 3 回の実験を行い(n=3)、標準偏差(SD)を算出した。 
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※一次抗体の希釈濃度 

p-STAT3：〔1:2000〕、 STAT3：〔1:1000〕、α-tubulin：〔1:5000〕 

 

 

③ ストリッピング 

 バンド検出後、転写膜を TBS-T で洗浄(室温、5 分間×3 回）。転写膜を stripping buffer

に浸してインキュベート(室温、5 分間×2 回）。次に、転写膜を PBS(-)で洗浄(室温、10 分

間×2 回)し、TBS-T で洗浄(室温、5 分間×2 回)後、②ブロッキング操作に移った。 

 

 

５．統計解析 

 

統計解析は Excel 統計(SSRI 株式会社)の One-way ANOVA post-hoc Dunnett 検定を使

用して計算した。p < 0.05 を統計的に有意であると考えた。 
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４－２－３．結果 

 

 ビールおよび GB、PU、NAB がリン酸化シグナルカスケードに対してどのような影響を

示すのかを明らかにするために、肺がんの発症と深く関与している STAT3 のリン酸化に着

目し、その P-STAT3 量と STAT3 量を測定し、その割合をサンプル非添加群と比較した。

それぞれのタンパクについてバンドの濃さを定量し、ローディングコントロールであるα-

tubulin の値で除して標準化した。その結果を Fig. 4-3～Fig. 4-5 に示した。 

 

 Fig. 4-3 ビールもしくは GB を加えた際の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合 

10% 血清入り DMEM 培地で 2 日間培養した A549 細胞から抽出したタンパクをウェスタ

ンブロットにかけた際の各種バンド(a)と各種群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合

(b)を示した。縦軸は、被験物質未処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を 100％

としたビール処理群もしくは GB 処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を示して

おり、各値はα-tubulin の値で除して標準化している。独立して 3 回の実験を行い(n=3)、

標準偏差(SD)を算出した。 

* : p < 0.05 vs. NC 群 

 

ビールを加えた群において有意に STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合の減少が見ら

れたが、GB を加えた群においては、その減少は見られなかった。 

a 

* 

b 
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 Fig. 4-4 ビールもしくは PU を加えた際の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合 

10% 血清入り DMEM 培地で 2 日間培養した A549 細胞から抽出したタンパクをウェスタ

ンブロットにかけた際の各種バンド(a)と各種群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合

(b)を示した。縦軸は、被験物質未処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を 100％

としたビール処理群もしくは PU 処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を示して

おり、各値はα-tubulin の値で除して標準化している。独立して 3 回の実験を行い(n=3)、

標準偏差(SD)を算出した。 

* : p < 0.05 vs. NC 群 

 

ビールを加えた群において有意に STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合の減少が見ら

れたが、PU を加えた群においては、それは見られなかった。 

 

 

 

 

 

 

a 

* 

b 

* 
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 Fig. 4-4 NAB を加えた際の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合 

10% 血清入り DMEM 培地で 2 日間培養した A549 細胞から抽出したタンパクをウェスタ

ンブロットにかけた際の各種バンド(a)と各種群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合

(b)を示した。縦軸は、被験物質未処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を 100％

とした NAB 処理群の STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合を示しており、各値はα-

tubulin の値で除して標準化している。独立して 3 回の実験を行い(n=3)、標準偏差(SD)を

算出した。 

 

NAB(A)を加えた群、NAB(B)を加えた群共に STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合の

減少は見られなかった。 

 

以上の結果より、ビールを加えた場合においてのみ STAT3 量に対する P-STAT3 量の割

合の有意な減少が見られた。さらに、A459 細胞に対するビールなどの影響を確認するため

に、MTT assay を用いて今回使用したサンプル濃度とその前後の濃度における A549 細胞

の細胞生存率を調べた。 

 

 

 

 

 

a 

b 
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４－３．ビールおよびノンアルコールビール、グリシンベタ

イン、シュードウリジンの細胞生存率についての検討 

 

４－３－１．実験方法 

 

１．MTT 溶液調製 

 

 MTT(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H -tetrazolium bromide)溶液 

MTT(DOJINDO)を PBS(-)に溶解させ、5 g/mL MTT として使用。－20℃で保存し、用

時溶解。 

 

 

２．MTT assay 

 

96 穴プレートに A549 細胞 (1×104 cells, 90 µL/well) を播種。24 時間 (37℃、5% CO2) 

培養後、ビール (終濃度：10%~50%) または NAB(終濃度：60%～100％）、GB(終濃度：

200 mM~400 mM) 、PU(終濃度：0.001 mM~10 mM)を 10 µL/well 添加。24 時間培養後、

MTT 溶液 (10 µL/well) を添加。2 時間培養後、培地を除去。DMSO (200 µL/well)を添加

し、よくピペッティングして沈殿したホルマザンを溶解した後に 570 nm で吸光度測定。被

験物質未処理の細胞を陰性対照として用い、陰性対照の吸光度を 100％として、各被験物質

群の陰性対照に対する吸光度の比を細胞生存率として算出した。 

 

細胞生存率(％)＝ 

各被験物質の吸光度／陰性対照(サンプル添加なし)の吸光度 × 100 
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４－３－２．結果 

 

各サンプルを処理した A459 細胞の MTT assay の結果を Fig. 4-5 に示した。各サンプル

最終濃度は、ビールは 10%～50%、NAB は 60%～100%、GB は 200 mM～400 mM、PU

は 0.001 mM～10 mM を使用した。これらのサンプルを A459 細胞に作用させた結果、サ

ンプルを投与していない群に対し、ビールでは 20％以降、NAB では 60%以降、GB では

200 mM 以降の濃度において濃度依存的に生存率は下がったが、PU では細胞生存率の減少

は見られなかった。 

 

 

Fig. 4-5 MTT assay の結果 

(a)ビール、(b)NAB(A)、(c)NAB(B)、(d)GB、および(e)PU 処理下における細胞生存率の

比較  

各サンプルを添加し、24 時間培養した場合の A549 細胞の細胞生存率を示した。縦軸は被

験物質未処理の細胞生存率を 100％とした各被験物質群の細胞生存割合を表す。実験を 2 回

繰り返し、再現性を確認した。2 回のうちの 1 回を示す(n=5)。 

* : p < 0.05 vs. 被験物質未処理群 
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４－４．考察 

 

これまでの研究において、①抗変異原性試験によってもビールや NAB、GB、PU に変異

原性があることが確認され、②マウスを用いた試験より、ビール、NAB や GB にマウスに

おける腫瘍生成抑制効果があることが明らかになった。そこで、ビールや NAB、GB、PU

に腫瘍増殖抑制効果があるのかを評価するにあたり、細胞増殖に関わるリン酸化シグナル

カスケードに含まれる STAT3 に着目し、それらの血清刺激に応答した STAT3 リン酸化に

対する影響を検討した。 

その結果、Fig. 4-3～Fig. 4-5 に示す通り、ビールを前処理した A549 細胞においては

STAT3 量に対する P-STAT3 量の割合の有意な減少が見られた。しかし、GB、PU、NAB(B)

においては有意な差は見られなかった。このことから、ビールにおいては P-STAT3 量を減

少させることでリン酸化シグナルカスケードを阻害している可能性がある。 

今回のウェスタンブロットでは 40％ビールを A549 細胞に 24 時間作用させている。その

状態で細胞がどのような状態であるのかを確認するために MTT assay を用いて生存率を確

認した。もし、細胞生存に影響がなかったとすれば A549 細胞の生存率は上がるはずである。

しかし、ビール、GB、NAB において細胞生存率が下がる結果となり、ビール、GB、NAB

には細胞毒性があることが明らかになった。このことから、ビール処理に伴う P-STAT3 量

の減少には、細胞毒性の影響があるかも知れない。処理濃度を最適化し、今後さらなる調査

が必要である。 
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総括 

 

日本におけるがん対策については 1984～93 年度の「対がん 10 カ年総合戦略」および 1994

～2003 年度の「がん克服新 10 カ年戦略」により遺伝子レベルでの病態理解が進むなどのが

んの本態解明の進展や診断・治療技術の目覚ましい進歩が遂げられてきた。2004 年度から

はがんの罹患率と死亡率の激減を目指した「第 3 次対がん 10 カ年総合戦略」が新たに開始

され、これはがんの研究の推進、がん予防の推進、がん医療の向上とそれを支える社会環境

の整備を目的に構成されている。2007 年には「がん対策推進基本計画」が制定された。第

１期(2007～2011 年度)の基本計画では、「がん診療連携拠点病院」の整備、緩和ケア提供体

制の強化および地域がん登録の充実が図られた。第２期(2012～2016 年度)の基本計画では、

小児がん、がん教育およびがん患者の就労を含めた社会的な問題等についても取り組むこ

ととされ、死亡率の低下や５年相対生存率が向上するなど、一定の成果が得られた。第 3 期

(2017～2022 年度)では、「科学的根拠に基づくがん予防・がん検診の充実」、「患者本位のが

ん医療の実現」、「尊厳を持って安心して暮らせる社会の構築」を目標とされた。現在では第

４期に入り、全体目標「誰一人取り残さないがん対策を推進し、全ての国民とがんの克服を

目指す。」を目標に、「がん予防」「がん医療」「がんとの共生」を軸に対策を進めている[81]。

しかし、2022 年 5 月に発表されたデータによると、2019 年の肺がん患者数は全国で約 12

万人もいるということである[2]。このようにがん予防は現在でも社会的に重要視されては

いるが、なかなか進んでいないのが現状である。今後、化学予防薬の開発や臨床応用はさら

に必要とされてくると考える。本研究は日常生活でよく飲まれているビールやノンアルコ

ールビールにおける肺がん予防をテーマに行ってきた。ビールはさまざまな生物学的予防

効果を発揮することが報告されている[16]。また、エタノールの人体への影響や最近の健

康的な生活習慣志向の増加[17]のため注目されているノンアルコールビールも同時に検証

した。 

発がんにはいくつかの段階があり、がん細胞の発生段階である「イニシエーション」、が

ん細胞の成長段階である「プロモーション」、がん細胞が広がりを持つようになる「プログ

レッション」と成長していく[54]。がんを予防するには、これらのどの段階を抑制するのか

が重要である。我々はまず「イニシエーション」の抑制として、TA1535 株における Ames 

test においてビールや NAB、GB、UP が MNNG や NNK の変異原性を減少させることを

見出した。また、MGMT 欠損株である YG7108 株においては MNNG や NNK の変異原性

を減少させないことから、ビールや NAB、GB、UP は MGMT の活性を高める、つまり自

殺酵素である MGMT の発現量を増加させていると考えた。しかし、本研究では実際の

MGMT 発現量の測定は未実施であるため、今後さらなる検証が必要である。Ames test に

よって用いたサルモネラ菌のみならず、正常なヒトやマウスの細胞でも同様な MGMT 酵

素が発現していることが分かっている[82]。そのため、ヒトにおいてもアルキル化剤による
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メチル化の修復をビールなどが促進する可能性がある。 

ところで、今回使用した GB や PU は非常に高濃度である。そこでビール成分である GB

と UP について、その含有量を考えた。ビール中、GB 含有量は 7.00 mg/100 mL (0.598 

mM)[19]、PU 含有量は 0.432 mg/100 mL (17.7 µM) [20]と報告されている。他方、ノ

ンアルコールビールについて独自に分析したところ、GB 含有量は NAB(A)と NAB(B)で

それぞれ 1.08 mg/100 mL (92 µM)と 3.40 mg/100 mL (290 µM)であり、PU 含有量は

NAB(A)と NAB(B)でそれぞれ 0.127 mg/100 mL (5.2 µM)と 0.537 mg/100 mL (22 µM)で

あった。ビールと比較して、NAB(A)では GB、PU 量ともに少なく、NAB(B)では GB は少

ないが、PU は同程度含まれていた(Table 5-1）。 

 

Table 5-1 ビールおよびノンアルコールビールの GB、PU の含有量 

glycine betaine                   pseudouridine 

(mg/100 mL)  (nmol/100 µL)      (mg/100 mL)   (nmol/100 µL) 

Beer            7.00   59.8    0.432     1.77 

NAB(A)         1.08           9.2               0.127           0.52  

NAB(B)         3.40           29                0.537           2.2 

ビールは過去の報告[19][20]より参照。NAB は埼玉県産業技術総合センターに依頼し、

LC/MS により検出。100 mL 中の含有量と 100 µL 中の濃度を示した。 

 

今回の Ames test では各サンプルを 100 µL 加えているため、含まれる濃度を計算すると、

GB はビールには 59.8 nmol/100 µL、NAB(A)には 9.2 nmol/100 µL、NAB(B)には 29 

nmol/100 µL 含まれている。今回、GB は 250 µmol/100 µL(plate)で活性が見られているた

め、活性に対する含有量はビールでも 0.024%、NAB(A)では 0.004％、NAB(B)では 0.012％

となった。また、PU はビールには 1.77 nmol/100 µL、NAB(A)には 0.52 nmol/100 µL、

NAB(B)には 2.2 nmol/100 µL 含まれている。今回、PU は 0.5 µmol/100 µL(plate)で活性

が見られているため、活性に対する含有量はビールでも 0.354%、NAB(A)では 0.104％、

NAB(B)では 0.440％となった。よって GB や PU のビールや NAB 中での活性寄与率はご

くごく微量であることが明らかとなった。そのため、ビールや NAB の抗変異原性効果は GB

や PU、またその他の同定の活性成分が総合的に働いていると考える。 

次にマウスを用いた動物実験によりビール、NAB や GB に肺腫瘍生成抑制効果があるこ

とが分かった。驚くことにその効果は、2 倍に濃縮したビールにおいて腫瘍の発生率は

46.7％であり、NNK のみの投与群に比べ有意に減少していた。その他の発生率も GB にお

いては 66.7％、NAB においては 80～87％腫瘍の発生率であったが、NNK 単独群に比べ有
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意な差はみられなかった。ビールに関しては抗変異原性試験の結果とも関連性が見られる

結果であったが、NAB や GB に関しては、抗変異原性試験の結果ほどの効果は見られなか

った。本実験と同じような NNK 誘発性肺腫瘍形成を抑制する物質として硫化ジアリル

(DAS)がある。DAS の NNK 誘発性肺腫瘍発生率は 37.9％と非常に強力である[83]。しか

し、DAS の抗変異原性試験では NNK の変異原抑制効果は変異原性を 23％ほどしか抑制し

ていなかった[84]。この結果は本研究のビールや NAB の数値と近い結果である。さらに、

今まで報告されている NNK 抑制剤の作用機序は、全て NNK の代謝活性化抑制によるもの

であった。例えば、カプサイシンとシリマリンは NNK の代謝活性化を抑制し、カプサイシ

ンで 85％、シリマリンで 48％の NNK 変異原性抑制率であった[84]。これらの数値は本研

究よりも強い抑制効果を示していた。 

ここで、NNK の量から本研究で見られたビールの作用の強さを考えてみる。マウス実験

において、A/J マウスに 100 mM NNK を 0.1 mL(10 µmol /匹)単回腹腔内投与している。

この量は実際のタバコに変換するとどのくらいの量なのか計算した。タバコの葉には平均

217 ng/g の NNK が含まれているという報告がある[21]。タバコ 1 本に 0.8 g の葉があると

して、タバコ 1 本あたり 173.6 ng の NNK (207.233 g/mol)が含まれ、その濃度は 0.84 nmol/

本となる。ヘビースモーカーと言われる 1 日 20 本のタバコを吸う人は約 5 年で累計 NNK

摂取量が 12 µmol になり、本研究のマウス投与量に近くなる。1 日 5 本しか吸わない人でも

20 年で同じ量に到達する。これに対し、NNK の腫瘍生成を抑制したビールの摂取量を計算

する。今回の実験で平均餌の摂取量は約 5 g/匹/day であった。餌の半分がビールであり、

2 倍濃縮のビールを使用しているため、1 日のビールの摂取量は約 5 mL/匹/day となる。マ

ウスは 1 日 3～5 g の餌と 4～7 mL の水を摂取すると言われている。そこから考えると、1

日分の水分もしくは餌をビールで摂取していることになる。マウスとヒトの食事の量を単

純に比較することはできないが、今回マウスに与えたビール量でヘビースモーカー5 年分の

NNK による肺腫瘍の形成を抑制できることは有意義であると考える。 

さらに、「プロモーション」抑制としてリン酸化シグナルカスケードに着目した。発がん

には EGFR の変異などのドライバー遺伝子の異常が多く起こっており、特に NSCLC に多

く見られる[85][86][87]。このドライバー遺伝子が異常を起こすことでリン酸化シグナルカ

スケードが過剰に働き、細胞成長が過剰に促進され、肺がんが生成されやすくなる。このリ

ン酸化シグナルカスケードを阻害することが、肺腫瘍成長抑制には重要である。今回は、リ

ン酸化シグナルカスケードの中の STAT3 に着目し、ビールなどが P-STAT3 生成量に影響

を与えるかを調べた。その結果、ビールのみに P-STAT3 量を有意に減少させる効果を見出

した。しかし、実験実施条件下では、同時に細胞毒性もあることがわかり、本当にリン酸化

シグナルカスケードを阻害しているのか、細胞が死んでいるのかは不明であり、さらなる調

査が必要である。つまり本研究においては、ビール等による細胞増殖抑制における作用機序

を明確にすることはできなかった。今後の機序解明の方法としては、まず、正常細胞にも

MTT assay と同じ濃度のサンプルを添加して培養し、正常細胞にも毒性があるのかを確認
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する。正常細胞に毒性がないのであれば、細胞が成長するのに必要なシグナル伝達のリン酸

化タンパク量の測定や、各所で活性化しているキナーゼの活性について確認することで、抑

制の機序が明確になると考える。 

ここで、まとめとして Fig. 5-1 にビール、NAB による肺がん抑制モデルを示した。 

 

 

Fig. 5-1 NNK による肺がん発症とビール、NAB による抑制のモデル 

肺細胞は NNK に暴露されることでメチル化という DNA 傷害を受け、MGMT による修復

を受けないと発がんに至る。MGMT による DNA 修復、もしくは何かしらの細胞増殖抑制

が起こるとがんの進行を抑制することができ、がん予防へと繋がる。 

 

ヒトはタバコの煙を吸引することにより NNK を摂取する(Fig.5-1②)[8]。摂取した NNK

は体内で代謝活性化し、DNA にメチル化などの損傷を引き起こす(Fig. 5-1③)[26][27]。こ

の損傷は MGMT 等の DNA 修復酵素により修復されると正常細胞に戻るが、修復しきれず

に損傷が残った DNA は突然変異肺細胞として増殖していくことになる(Fig. 5-1④)。これ

がさらに細胞増殖を起こし、1 つ 1 つの突然変異細胞が腫瘍結節となり、肺がんへと成長し

ていく(Fig. 5-1⑤)[30]。しかし、ここで何かしらの増殖抑制作用が起こると、生成される

腫瘍結節数は減少する(Fig. 5-1⑥)。腫瘍結節が多くできた肺と腫瘍結節が少ない肺だと、

その後の肺がんの進行スピードも変わり、進行スピードが遅い方が治る可能性も高くなる。
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さらに、突然変異細胞ができたとしても、全く細胞増殖しなければ、それは肺がんになるこ

とはなく、がん予防へとつながる(Fig. 5-1⑦)。今回の研究により、ビールやノンアルコー

ルビールは、アルキル化剤による変異活性を抑制し、腫瘍細胞の発生を抑制する(Fig. 5-1 の

③から④の進行を抑制する)ことが分かった。 

結論として、ビール、NAB および GB は、NNK 誘発性肺腫瘍形成を減少させた。ビー

ルと NAB は発がんの発生段階をターゲットとし、特に突然変異活性の抑制、アルキル

DNA 付加体修復の作用促進を標的とする可能性がある。さらにビールは STAT3 のリン酸

化を抑制し、細胞成長に関するリン酸化シグナルカスケードを阻害することも標的にして

いる可能性がある。GB、PU は、抗変異原性の抑制を介して、ビールおよび NAB の生物

学的効果に部分的に寄与していると考える。 

日本では過去 40 年にわたり、これまでに様々ながんに対する政策を行ってきた。しかし、

がんの罹患率や死亡率は年々増え続けている。さらに近年、健康志向の高まりから禁煙が叫

ばれているが、それでも肺がん患者数は年々増えてきている。そのような中で、マウスモデ

ルではあるが、肺がんという死亡数・罹患数ともに多く、相対生存率の低いがんに対し、ビ

ールやノンアルコールビールが予防効果のあることを明らかにすることができた。医療と

環境が成長し続けている今日においてもがんを自分で予防する事は大変重要であり、今回

の研究の成果がこのがん予防の発展につながることを期待する。 
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