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梅酢ポ リフェノール抽 山物の安全性の検討

志 賀 勇 介1,土 田 辰 典2,原 雄 大2,岸 田 邦博1,前 田 正信3,

宮下 和久3, 藤原 真紀4,山 西 妃早子4,矢 野 史子1,三 谷 隆彦1

要 旨

梅酢 ポ リフェノール抽 出物 は梅干 し加 工過程 の副産物 であ る梅酢 よ り得 られた粉末で、高い抗酸化 活性

と多 くの機能性 を有 し、健康維持 のための新規 素材 としての利用 が期待 され てい る。 そ こで、梅 酢ポ リフ

ェノール抽 出物 の安全性 に関す る情報 を得 るために、ラ ッ ト及 びマ ウスを用 いて、単回経 口投与試 験、28

日経 口投与試験 、90日 経 口投与試験 を実施 した。 さらにUMU一 テス トお よび小核試 験で変異原性 を検 討 し

た。

ラ ッ ト単 回投与試験 では梅酢 ポ リフェノール抽 出物 は5000mg/kg体 重 の投 与で も、急 性毒性 はま った く

確認 されず 、連続 投与試 験において も1000mg/kg体 重 で毒性 は認 め られ なかった。 変異原性 も認 め られず、

梅酢ポ リフェノール抽 出物 の安全性 は高いもの と思 われ た。

1.緒 論

食 品中のポ リフェノール の機能性 につ いては、赤 ワインポ リフェ ノール に よる心臓病 の予防効果、緑茶

ポ リフェノール による脂質代謝改善効果 な ど、近年 多 くの研 究成果 が報告 されてい る(1-3)。

和歌 山県 が生産す る主要 な果実 である ウメ(Pア槻 π3〃1〃〃1εSieb.et.Zucc)は 、果実の中で もポ リフェノール

含量 が比較 的高 く、抗酸化能 も高 い レベル であ ることが確 認 されてい る(4)。また我 々は、梅干 し加 工過程

で産生 され る梅酢 にポ リフェノール が含 まれ てい る事 を認 め、梅酢 か らのポ リフェ ノール抽 出方法 を開発

した。 また、 この梅酢 ポ リフ ェノール抽出物 には没食子酸換算 で10～12%の ポ リフェ ノール が含 まれ、そ

の組成 は主 と して フェ ノール 酸誘導体 であ るこ とも認 めてい る(5)。さ らに、実験動 物(ラ ッ ト ・マ ウス)を

用 いた梅 酢ポ リフェ ノール抽 出物 の給与試験 で、抗疲労効果(6)や骨粗 しょ う症 軽減効果の、抗肥 満効果(8)

な どの機能性 を認 めている。

梅酢 ポ リフェノール を新規機能性食 品素材 として利用す るにあた り、我 々は さらに工業的な抽 出法 を開

発 し、多量 の梅酢 ポ リフェ ノール抽 出物 を得 た(9)。 本研 究で は工業 的抽 出法 で得 られ た梅 酢ポ リフェ ノ

ール抽 出物 の安全性 を非臨床 的に検討す るた め、単 回経 口投 与毒性試 験、亜急性毒性試験(28日 間反復経

口投与毒性試験 、90日 間長 期投与毒性試 験)、 変異原性試験(小 核試 験、UMU一 テス ト)を実施 した。

2方 法

2.1梅 酢ポ リフェノール抽 出物 の調製方法

合成 吸着樹脂 カ ラム に梅酢 を通過 、吸着 させた後 、水洗浄 を数 回繰 り返 し、 アル コール で溶 出 した。

この溶 出液 を濾過 ・濃縮後乾燥 して、粉 末の梅酢ポ リフェ ノール抽 出物 を得た。本試験 では全 て 同一 ロ

ッ トの梅酢 ポ リフ ェノール 抽 出物 を使用 してい る。梅 酢ポ リフェノール抽 出物 は、没食子 酸換算 で約

12%の ポ リフェ ノール が含 まれてい る。
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2.2ラ ッ ト単 回経 口投与毒性試験

6週 齢のSDラ ッ ト(紀和実験動物研 究所)を ステ ン レス製金網ケー ジに各1頭 収容 し、市販飼料(MF粉

末飼料 オ リエ ンタル酵母 工業(株))お よび イオン交換水 を 自由摂 取 させ た。試 験区は対照 区 と投与 区の2

区 とし、1区 あた り動 物数 は雌雄 各6頭 とした。投 与区には梅酢 ポ リフ ェノール抽 出物 を生理食塩 水で

溶解 して5000mg/10ml/kg体 重 の被験液 、対照 区には生理食塩水 をゾ ンデで胃「内投与 した。 投与後14日

間は一般状態観察 、体重測定 、摂食量測 定を行 い、14日 目の翌 日に剖検 、主要臓 器の観 察お よび重量 を

測定 した。

2.3ラ ッ ト28日 間反復経 口投与毒性試験

6週 齢のSDラ ッ ト(紀和 実験動物研 究所)を ステ ン レス製金網ケー ジに各1頭 収容 し、試 験に用いた。

飼育 には市販飼料(MF粉 末飼料 オ リエ ンタル酵母工業)お よびイオ ン交換水 を 自由摂取 させ た。試 験区

は雌雄 ともに対照 区 と被験物質投与 区3区(250、500、1000mg/kg体 重投与 区)の4区 と し、動物数は雌雄

ともに対照 区8頭 、投与区9頭 とした。投与 区には梅酢 ポ リフェ ノール抽 出物 を生理食塩 水で溶解 して

500、1000、2000mg/5ml/kg体 重 の被験液 を、対照 区には生理食塩水 をゾ ンデで胃「内投 与 した。 投与期間

は28日 間 とし、投与期 間中は一般状態観察 、体重 、摂食 量の測 定を行 った。投 与最 終 日の夕方か ら動物

を一晩絶食 した後、ペ ン トバル ビタール麻酔 下で腹大動脈 よ り採 」血(血液学的検査 ・血液生化学 的検査用)

した。採血後 に動物 を失血死 させ、解剖 して 肉眼的観察 を行 った。 さらに、各臓 器(部位名 は表2に 示 し

た とお りで ある。)を 採 取 し重 量 を測定 した後、病理組 織学的検査用 にホルマ リン固定 を した。

2.3.1血 液学的検査

血 液 はヘ パ リン入 り真 空採 血 管 に集 め 、全 血 を分 析 に供 した。 測 定 に は 自動 血 球 計 算 装 置

(PCE-170エ ルマ)を 使 用 した。(検 査項 目、標記 について は表1に 記 した とお りである。)

2.3.2血 液生化学 的検査

生化 学的検 査 には遠心分離 で得 た血清 を分析に供 した。測定 には臨床化 学 自動分析装置(ス ポ ッ ト

ケムSP-4430ア ー ク レイ)を 使 用 した。 ただ し、TG、IPに つ いては分光光度計 を用いて比色法で測

定 した。(検 査項 目、標 記については表1に 記 した とお りで ある。)

表1血 液学的検査 ・血液生化学的検査の測定項 目と標記

血液学的検査

パラメータ 標記

血液生化学的検査

パラメータ 標記

赤血球数

白血球数
ヘモグロビン濃度

ヘマトクリット値

平均赤血球容積

平均赤血球ヘモグロビン量

平均赤血球ヘモグロビン濃度

血小板数

RBC

WBC

Hb

Ht

MCV

MCH

MCHC

PL

グルコース

総コレステロール

血 中尿素 窒素

総ビリル ビン

Glu

T-Cho

BUN

T-Bil

アスパ ラギン酸 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

総タンパ ク

アル ブミン

A/G比

力ルシウム

トリグ リセリド

尿酸

乳酸 脱水 素酵 素

アル カリホスファター ゼ

クレアチニン

無機 リン

マグネシウム

ALT

T-Pro

Alb

A/G比

Ca

TG

UA

LDH

ALP

Cre

IP

Mg
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2.3.3組 織学的検査

重 量を測定 した臓器 を10%中 性 緩衝 ホル マ リン液(和 光純薬 工業)で 固定 ・保 存 した。雌雄 ともに

対照 区は4頭 、1000mg/kg体 重投与 区は9頭 の臓・器にっ いて組織標本 を作製 し、検 査 した。 染色方法

はヘマ トキシ リン ・エ オシン染色 であ る。

2.4マ ウス90日 間長期投与毒性試験

6週 齢 のICRマ ウス(紀和実験動物研究所)を プ ラスチ ック製 ケー ジに各8～9頭 収容 し、市販飼料(MF

粉末飼料 オ リエ ンタル酵母 工業)お よびイオ ン交換水 を 自由摂 取 させ た。試 験区は雌雄 ともに対 照区 と

3つ の投 与区(250、500、1000mg/kg体 重投与 区)の4区 とし、動物数 は対照 区16頭 、投与 区18頭 と した。

投与 区にはマ ウスの平均摂食量 か ら梅 酢ポ リフェノール抽 出物 の投 与量 を算 出 して粉末飼料 に混合 して

給与 した。対照 区には通 常のMF粉 末飼料 を与 えた。試験期 間は90日 間 とし、期間 中は一般状態観察 を

毎 日、体重測定 、摂食量測定 を5日 ごとに行 った。30日 目(各4頭)、60日 目(各4頭)お よび90日 目の翌

日に採」血(」血液 生化 学的検 査)、 剖検、臓 器重量測定 を行 った。

2.5ノ 」、木亥言式験

14週 齢のBALB/c雄 マ ウス24頭 を用 いて試験 を行 った。試験 区はネガテ ィブ コン トロール 区、投与 区、

ポジテ ィブコン トロール 区の計3区 と し、動物数 は各 区8頭 とした。 投与区は梅 酢ポ リフェノール抽出

物2000mg/kg体 重 、ネガテ ィブ コン トロール 区には生理食塩水 、ポジテ ィブ コン トロール 区はシ クロフ

ォスファ ミ ド50mg/kg体 重 を経 口投与 した。経 口投与24時 間後 、大腿骨 か ら骨 髄細胞 を採 取 し、得 られ

た骨髄細胞浮遊 液 をス ライ ドガラスに塗抹 して メイ ・グ リュン ワル ド液 、 ギムザ液 で染色 して標 本 を作

製 した。各個体 の赤」血球数 に対す る小核数 を計測 した。

2.6UMU一 テス ト

変異原 性の評価には、変異原性試験キッ ト(ウム ラックAT蛋 白精製工場)を使用 し、付属のマニュアルに従

い行った。サルモネ ラ菌 の培養液100μ1に 、1.9ng/ml～9.lmg/mlに な るよ うに調整 した梅 酢ポ リフェノー

ル抽 出物10μ1を 添加 した。2時 間培養 を行 った後 、発現 した β一galactosidase活性 を測定 した。陽性対照物

質 としてフ リル フラマイ ド(AF-2)と2一 ア ミノア ン トラセ ン(2-AA)を 使 用 し、また、代 謝活性化 の有

無 を検討す るために、S9(ラ ッ ト肝ホモ ジネー ト)を 添加 した場合 と しない場合 の両方 について試 験 を

行 った。

2.7統 計処理

試験 で得 られ た測 定値 は平均値 と標 準偏差 で示 した。2群 間比較ではF検 定に よ り等分散性 の確 認 を

行い 、Studentのt検 定で行 った。3群 問以上 ではBartlettの 検 定法で等分散性 を確認 した。等分散の場合

は一元配置分散分析 で検 定 し、有意差 が見 られ た場合 はDunnettの 検 定法 を用いて対照 区と比較 した。不

等分散 の場合 はKmskal-Wallisの 検定法 を行い 、有意差 が見 られ た場合 はSteelの 検 定法 を用いて対照 区

との比較 を行 った。

3結 果

3.1ラ ッ ト単回経口投与毒性試験

雌雄ともに梅酢ポリフェノール抽出物投与後14日 間の問に一般状態の異常や死亡例は確認されなかった。ま

た最終体重、総摂食量においても雌雄ともに投与区と対照区の間に有意な差は見られなかった(図1、2)。
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図1ラ ット単回経 口投与毒性試験一最終体重 図2ラ ッ ト単回経口投与毒性試験一総摂食量

表2ラ ット単回経 口投与毒性試験一臓器重量

オス メス

対照区 投与区 対照区 投与区

脳(9)

心 臓(9)

肺(9)

肝 臓(9)

腎臓 左(9)

腎臓 右(9)

副 腎 左(mg)

副 腎 右(mg)

脾 臓(9)

精 巣:左(g)

精 巣:右(g)

卵 巣:左(mg)

卵 巣:右(mg)

1.72±0.07

1.05±0.12

1.20±0.07

10.83±0.77

1.26±0.07

1.27±0.08

24.6±2.2

23.9±4.2

0.66±0.14

1.36±0.05

1.35±0.06

1.73±0.11

1.05±0.16

1.17±0.12

10.13±0.90

1.27±0」2

1.29±0」3

27.2±4.8

24.2±2.6

0.60±0.14

1.38±0.12

1.41±0.13

1.66±0.05

0.70±0」7

0.97±0.06

6.36±0.51

0.83±0.05

0.85±0.05

28.3±1.6

26.7±2.9

0.47±0.08

1.62±0.14

0.69±0.12

0.88±0.13

6.01±0.81

0.81±0.14

0.84±0.13

28.9±7.6

28.1±4.3

0.42±0.05

46.0±9.541.0±6.0

45.4±9」44.9±8.1

*:p〈0.05、**:p〈0.01(対照区と比較して有意差あり)

試験期 間終了の翌 日に全頭 を剖検 したが、脳 、心臓、肝臓 、腎臓 、 胃、小腸 な どで雌雄 ともに異常は

認 め られ なかった。 臓器 重量 にお いて も雌雄 ともに対照 区、投与 区で有 意な差 は見 られ なか った(表2)。

3.2ラ ッ ト28日 間反復経口投与毒性試験

28日 間反復経 口投与毒性試験では、一般状態において雌雄 ともに死亡例はなく、異常も確認 されなか

った。また最終体重においても雌雄ともに対照区との比較で有意差はなかった(図3)。 総摂食量では雄で

差はなかったが、雌では対照区と比べ投与区において有意な差があった(図4)。
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図328日 間 反 復 経 口 投 与 毒 性 試 験 一 最 終 体 重
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図428日 間 反 復 経 口 投 与 毒 性 試 験 一 総 摂 食 量

試験期間終了翌 日の剖検では各臓器 ・器官で異常は確認 されず、臓器重量でも各項 目で対照区との比

較で有意な差は見 られなかった(表3)。
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表328日 間反復経口毒性試験 臓器重量

オス メス

対照区 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 対照区 250mg/kg 500mg/kg1000mg/kg

脳(9)

心臓(9)

肺(9)

肝臓(9)

腎臓 左(9)

腎臓 右(9)

副 腎 左(mg)

副 腎 右(mg)

脾臓(9)

精巣 左(g)

精巣 右(g)

卵巣 左(mg)

卵巣 右(mg)

子 宮(9)

2.01±0.09

1.17±0.11

1.27±0」2

11.42±1.75

1.35±0」9

1.34±0.19

27.6±4.7

26.1±7.1

0.74±0.18

1.57±0」6

1.66±0.14

1.97±0.07

1.11±0.18

1.23±0.15

11.56±2.35

1.39±0.24

1.37±0.21

26.0±6.6

26.5±4.9

0.67±0.11

1.54±0.22

1.52±0.24

1.94±0.12

1.21±0.12

1.27±0.11

12.02±1.07

1.34±0.10

1.37±0.11

33.8±6.5

30.4±9.5

0.73±0.07

1.61±0.09

1.62±0.12

1.96±0.06

1.14±0.10

1.26±0.11

10.85±1.46

1.33±0.12

1.35±0.12

26.2±8.6

24.8±5.8

0.61±0.07

1.60±0.12

1.59±0.12

1.85±0.071.90±0.091.84±0.07

0.81±0.070.84±0.070.84±0.06

0.98±0.081.03±0.101.02±0.07

6.63±0.626.88±0.537.07±0.58

0.82±0.070.92±0.100.91±0.06

0.84±0.080.92±0.120.92±0.07

29.0±2.931.1±7.032.8±3.9

25.7±2.729.9±4.230.9±3.2

0.44±0.090.46±0.080.47±0.05

53.2±14.257.3±7」66」 ±17.4

57.8±4.756.3±5.062.3±11.2

0.31±0.020.34±0.100.38±0.10*

1.85±0.04

0.87±0.08

1.04±0.06

7.35±0.48

0.92±0.07

0.92±0.07

37.0±13.8

33.3±11.1

0.47±0.06

61.3±11.8

67.2±6.7
**0

.45±0.11

*;p〈0.05、**;p〈0.01(対 照 区 と比 較 して有 意 差 あ り)

血液学的検査 では雄 の250、1000mg/kg体 重投与 区のPL、 雌 の250mg/kg体 重投与 区のHbで 対照 区に

比べ て低値 を示 し、雌 の250、1000mg/kg体 重投与 区のMCVと500mg/kg体 重投与 区のMCHCで 高値 を

示 した(表4)。

血液生化学的検査 では、雌雄 の1000mg/kg体 重投与 区のTGで 対照区 と比較 して値 が用量依存的 に低

くなる傾 向を示 した。雌 では250mg/kg体 重投与 区のT-BilとIPに おいて対照 区に比べ高値、500mg/kg

体重投与 区ではALT、T-Pro、Albで 有意 に低値 を示 した(表5)。

組織学 的検査 では、1000mg/kg体 重 投与 区の一部 の子宮 において子宮内膜の肥大、脱落 が確認 された

が、他 の組織で は異 常は確認 され なかった。

表428日 間反復経 口投与毒性試験 血液学的検査

オス メス

対照区 250m/k 500m/k 1000m/k 対照区 250m/k 500m/k 1000m/k

RBC(x106/μL)

WBC(x103/μL)

Hb(g/dL)

Ht(%)

MCV(fL)

MCH(P9)

MCHC(g/dL)

PL(x103/μL)

6.91±0.686.66±0.81

6.8±1.15.9±2.8

15.4±0.714.7±1.8

45.0±2.243.6±5.1

65.3±3.365.5±1.9

22.4±1.922」 ±1.1

34.3±1.933.7±1.4

454±114246±217*

7.26±1.317.23±1.047.01±0.82

4.6±1.55.4±2.55.3±1.8

16.3±2.415.6±2.316.1±1.6

47.0±9.448.1±6.847.5±10.4

64.6±2.466.8±5.563.7±1.3

22.6±1.72L6±1.623.1±2.0

35.0±2.632.4±1.436.3±3.3

268±147243±170*314±133

6.47±0.316.69±0.657.04±0.62

5.1±2.04.2±1.54.6±1.7

14.6±0.1*16.2±1.016.1±1.1

42.9±2.643.1±4.046.5±3.7
　　 　　66

.3±L264.5±2.966.1±3.0

22.5±0.824.4±L922.8±0.7

　ネ34
.0±1.137.8±3.034.6±1.3

272±249228±114284±142

*;p<0 .05、**:p<0.01(対 照区と比較して有意差あり)

表528日 間 反 復 経 口 投 与 毒 性 試 験 血液生化学的検査

オス メス

対照区 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 対照区 250mg/kg 500mg/kg1000mg/kg

Glu(mg/dl)

T-Cho(mg/dl

BUN(mg/dl)

T-Bil(mg/dl)

AST(IU/L)

ALT(IU/L)

T-Pro(9/dl)

Alb(g/dl)

A/G比

Ca(9/dl)

TG(mg/dl)

UA(mg/dl)

LDH(IU/L)

ALP(IU/L)

Cre(mg/dl)

1P(mg/dl)

Mg(mg/dl)

194±26

62±7

12.9±1.2

0.26±0.05

70±30

18.1±8.7

4.85±0.27

3.06±0.09

1.75±0.29

10.6±0.5

78±25

1.19±0.29

267±146

362±67

0.30±0.00

8.65±0.80

2.04±0」1

187±55

65±12

14.8±4.0

0.25±0.05

50±10

12.3±2.5

4.95±0.59

3.19±0.32

1.86±0.36

10.1±0.9

58±22

1.09±0.11

226±112

317±55

0.31±0.04

8.65±0.53

2.04±0」8

178±32

63±11

13.2±1.0

0.32±0.24

61±16

13.9±3.1

5.01±0.37

3.17±0.19

1.75±0.27

10.2±0.5

58±19

1.29±0.26

168±47

355±98

0.34±0.07

8.38±0.60

2」1±0.19

162±18

59±6

12.0±1.3

0.21±0.03

57±10

13.0±3.2

5.12±0.33

3.20±0.19

1.68±0.19

9.9±0.3

33±16*

1.11±0.16

186±63

366±89

0.31±0.03

7.89±0.19

1.91±0.16

147±18

81±8

14.1±1.6

0.31±0.07

46.3±8.1

12.6±2.7

5.66±0.36

3.59±0.17

1.76±0.24

10.2±0.3

42±20

1.24±0.08

313±118

199±68

0.39±0.07

6.98±0.46

2」6±0.11

128±13

78±9

13.2±1.9

0.39±0.20*

49.1±10.7

10.5±1.4

5.56±0.30

3.56±0.22

1.80±0.25

10.6±0.6

50±8

1.31±0.29

256±92

197±51

0.38±0」1
*7

.61±0.68

2.21±0」8

129±19

76±11

13.6±1.9

0,26±0,05

49.0±11.8

10.2±0.7*

5.26±0.25*

3.30±0.10*

1.71±0.20

10.4±0.4

35±19

1.16±0.12

250±105

236±65

0.33±0.07

6.98±0.27

2.23±0.11

123±16*

76±11

12.8±1.5

0.23±0.05

45.3±8.3

10.6±1.7

5.29±0.30

3.39±0.21

1.80±0.23

10.6±0.4

12±4*

1.02±0.07

195±83

204±27

0.31±0.03

6.71±0.43

2.28±0」6

*:p〈0.05、**:p〈0.01(対 照 区 と比 較 して有 意 差 あ り)
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3.3マ ウス90日 間長期投与毒性試験

梅酢 ポ リフェノール抽 出物(250、500、1000mg/kg体 重)を 飼料 に添加 し、90日 間マ ウスに長期投与 を

行 った。一般状 態の異常や死 亡例 は確認 されなか った。 また最 終体重、摂食量 にお いて大 きな差 は見 ら

れ なかった(図6、7)。30、60お よび90日 の翌 日の剖検 において、各臓器 で特記 すべ き異常は確認 されな

かった。臓器重量 においても各 区の雌雄 ともに有意 な差 は見 られ なかった(表6)。

才ス メス

*:p<0 .05、**:p<0.01(対 照区 と比較 して有意差 あ り)

図690日 間 長 期 投 与 毒 性 試 験 一 最 終 体 重

オス メス

*:pく0.05、**:p<0.Ol(対 照区 と比較 して有意差 あ り)

図790日 間 長 期 投 与 毒1生 試 験 一 総 摂 食 量

血液生化学的検査 では、雌雄 の500、1000mg/kg体 重投与 区のIPに おいて対照区に比べ高 くな る傾 向

が確認 され た。雄 では500mg/kg体 重投 与区のAST、ALT、A/G比 が対照 区と比べ低 く、1000mg/kg体 重

投与 区のALT、A/G比 、UAで 有意 に低 くなった。雌 では250mg/kg体 重投 与区のBUN、AST、ALT、

UAで 対照 区に比べ高 く、500mg/kg体 重投与区ではAST、UAが 有意 に高 くなった。雌 の1000mg/kg体

重投与 区におい てLDHが 対照 区 と比較 して有意 に低 くなった。IPで は雌雄 ともに投 与区が対照 区に比

べ高 くなる傾 向を示 した。

表690日 間長期投与毒性試験一臓器重量

オス メス

対照区 250mg/kg 500mg/kg1000mg/kg 対照区 250mg/kg 500mg/kg1000mg/kg

脳(9)

心臓(9)

肺(9)

肝臓(9)

腎臓 左(9)

腎臓 右(9)

副 腎 左(mg)

副 腎 右(mg)

脾臓(9)

精巣 左(g)

精巣 右(g)

卵巣 左(mg)

卵巣 右(mg)

子宮(9)

0.485±0.0210.487±0.018

0198±0.0200196±0.021

0190±0.0180193±0.014

1.927±0.2041.863±0.239

0.317±0.0490.360±0.031

0.341±0.0480.377±0.031

2.28±0.522.76±0.70

2.21±0.382.62±0.41

0.107±0.0330.120±0026

0.144±00150.154±0016

0.153±00150.160±0019

0.489±0.018

0.201±0.015

0208±0.018

1.767±0」75

0.362±0.037

0.3

2.

2.

0.1

0.1

0.1

8±0.031

8±0.45

5±0.56

0±0090

5±0021

1±0023

0.475±0.013

0190±0.020

0190±0.020

1.728±0」88

0.334±0.038

0.348±0.031

2.66±0.73

2.44±0.60

0.097±0.025

0.150±0020

0.153±0018

0.441±00100.443±00110.447±0020

0139±0.0110」42±0.0130」46±0.011

0169±0.0110」68±0.0110」77±0.014

1.381±0.2461.422±0」81.452±0.156

0.186±0.0140」99±0.010.192±0.017

0」93±0.0130207±0.060201±0.023

3.87±0.393.75±0.5383±0.33

3.13±0.283.03±0.63.14±0.76

0.099±0.0310103±0.0200.122±0.031

1368±1.6113.02±2.2514.05±1.69

15.23±1.0913.96±3.6215.42±1.93

0.197±0.0400.144±00250.201±0093

0.446±0019

0」49±0.014

0」74±0.015

1.343±0.11

0」81±0.03

0193±0.02

3.59±0.7

3.00±0.7

0113±0.022

15.44±2.97

16.70±4.16

0.201±0045

*p〈005、**:p<0 .01(対 照 区と比較 して有 意 差 あ り)



37

表790日 間長期投与毒1生試験一血液生化学的検査

オス メス

対照区 250mg/kg500mg/kg1000m /kg 対照区 250mg/kg500mg/kg1000mg/kg

Glu(mg/dl)01±40

T-Cho(mg/dl)13±24

BUN(mg/dl)21±9.2

T-Bll(mg/dl)45±0.08

AST([U/L)46±68

ALT(IU/L)62±30

T-Pro(g/dl)409±027

Alb(g/dl)181±0.15

A/G上 ヒ080±0.07

Ca(g/dl)97±03

TG(mg/dl)13±41

UA(mg/dl)22±64

LDH(1U/L)232±005

ALP(IU/L)5±

Cre(mg/dl)03±.00

1P(mg/dl)615±.87

Mg(mg/dl)274±.13

98±31

104±20

263±7.4

0.48±

148±

47±

384±

1.78±

0.87±

94±

99±

279±

2370±

54±

0.30±

6.24±

2.82±

.19

4

5

39

.17

.10

.7

1

59

280

.00

.83

.36

102±25

106±19

302±7.0

038±0.06

82±37*

**22±10

370±032

177±0.13

093±0.11*

94±0.5

86±40

201±063

1417±606

50±0

030±0.00

733±0.84*

261±0.26

102±5

117±9

263±1

0.46±12

84±48

**18±

367±33

1.86±16
**1

.03±10

9.±5

10±33
**13±27

136±32

5±2

0.3±00

7.14±79*

2.60±31

131±15

86±13

223±32

0.8±.45

5±1

2±6

38±30

2.1±.13

1.2±10

94±5

123±35

121±23

1162±67

58±

0.34±.08

7.36±61

3.46±.42

116±28

84±19

**26
.9±66

0.63±023

119±49**

**53±2

384±44

2.05±23

1」5±11

92±.4

122±37
**163±55

1523±66

59±3

0.44±20

**9
.38±90

2.81±20

132±

85±

180±

0.46±

57±

15±

359±

2.14±

1.30±

96±

1

2

.7

17

7*

41

42

23

4

102±28

139±027**

1110±383

66±19

0.30±000

7.42±1.29*

2.67±025

101±

82±

16.6±

0.54±

39±

11±

357±

2.03±

133±

95±

6

2

0

13

0

28

13

13

.7

115±26

107±009

614±202*

54±8

0.30±000
**7

.83±247

2.49±021

*p〈005、**p<001(対 照 区と比較 して有 意 差 あ り)

3.4小 核試験

梅 酢 ポ リフェ ノー ル 抽 出物 投 与 区 にお け る小核 数 お よび 出現 頻度 は それ ぞれ4.6土2.0個 お よび

0.23±0.10%で あ り、ポジテ ィブコン トロール であるシク ロフォスフ ァミ ド投 与区のそれ ら(47土8.3個 お よ

び2.3±0.42%)よ り有意 に低 く(p<0.Ol)、 ネガテ ィブコン トロール である生理食塩水投 与区(4.6±2.0個 お よ

び0.23土0.10%)と 同水準 であった。 これ らの結果 よ り梅 酢ポ リフェ ノール抽 出物 は遺伝 毒性 を有 さない

もの と考 え られ る(表8)。

表8小 核試験一小核数および小核出現頻度

投 与 物 質

生 理 食 塩 水3.9±2.4a

梅 酢 ポ リフ ェノー ル4.6±2.Oa

シ クロフ ォス ファミド47±8.3b

P<0.01

小核数 小核出現率(%)

0.19±0」2a

O.23±0.10a

2.3±0.42b

3.5UMU一 テス ト

梅酢 ポ リフェノール抽 出物 の変異原性 を評価 した。今 回試 験に供 した濃度範囲(最 大9.lmg/ml)に おいて

サルモネ ラ菌 の変異原性 は陰性 であった。 また、代謝活性法(S9を 添加 した もの)に おいて も変異原性

は陰性 であった。

4.考 察

梅酢 ポ リフェノール抽 出物 の安全性情報 を得 るために、 ラッ ト、マ ウスお よび細胞 を用いて試 験 を行っ

た。

ラ ッ ト単 回経 口投与試験 では5000mg/kg体 重 の投 与量で雌雄 ともに毒性症 状や 死亡例 は認 め られず、梅

酢 ポ リフェノール抽 出物 は5000mg/kg体 重の投与で も、急性 毒性 はまった く確認 されず、安全性 の高い物

質 と考 え られ る。

ラ ッ ト28日 間反復経 口投与試験 では、臓器重量 において500mg/kg、1000mg/kg体 重 投与区で子宮重量

が用量依存的 に高 くなる傾 向を示 した。我 々は、梅酢 ポ リフェ ノール抽 出物 の5週 間投 与試 験で雌 ラッ ト

の子宮重量 に影響 がない とい う結果 を得 ている。 また、子宮組織 の病理 学的検 査では1000mg/kg体 重投与
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区で子宮 内膜 の肥大 、脱落 が確認 され 、正 常な性周期 を繰 り返 してい ることが うかが えた。 今回の結果は

子宮重量 の偏差 も大 き く、正常 な性周期 による変化 が偶発 的な有意差 を もた らした もの と考 えられた。血

液学的検査 では、い くつ かの項 目において対照 区 と投与 区で有意 な差を示 したが、いず れ も正常の範囲内

の値 であ り、梅 酢 ポ リフェ ノールの影響 とは考 えられ ない。血液 生化学的検査 において雌 では250mg/kg

体重投与 区のT-BilとIPに おいて対照 区に比べ高 く、500mg/kg体 重投与 区ではALT、T-Pro、Albで 有意

に低 くなった。い くつ かの項 目にお いて対照 区 と比較 して有意 な違 いを示 したが、いず れの項 目において

も正常 の数値 の範 囲内である。上述 したよ うに梅酢 ポ リフェ ノール抽 出物 には抗疲 労効 果や骨粗 しょ う症

の軽減効果 、抗肥満効果 な どの諸機能 が報告 され てお り、 これ らの血液 中の諸成 分濃度 の正常範 囲内での

有意 な差 は、梅酢 ポ リフェノール抽 出物 による生理機能 改善の効果 に よる可能性 も示 唆 され る。機 能改善

効果 につい ては、 さらに詳細 な解析 を要す。 なお、雌雄 の1000mg/kg体 重投与区のTGで 濃 度依存的 に低

値 になる傾 向が確認 され た。我 々はマ ウス実験で梅 酢ポ リフェノール抽 出物 がTG、T-Choに 影 響す るこ

とを認 めて いる。本試験 での結果 も脂質代謝改 善効果 と言 え るであろ う。 以上の結果 か ら本試 験の条件下

で の無毒性量 は雌雄 ともに1000mg/kg/day以 上 と推察 され る。

マ ウス90日 間長期投与試験 では、30日 目の臓器重量で高値 を示 した 区が あったが、90日 目ではその差

は認 め られ なか った。血液生化学検査 においてはい くつ かの項 目で対 照区に比べて低値 あ るいは高値 を示

す 区が見 られた が、いずれ も正 常の範 囲内であ り用 量依存性 も認 め られ なかった。 上記 と同様 に、生理機

能 の改善効果で あるこ とが示唆 され るが、詳細 につ いては さらに検討 を要す。

変異原性試験(小 核試験 、UMU一 テ ス ト)において も毒性は認 め られ なか った。

以上 、複数 の非 臨床試験 の結果 、梅酢 ポ リフェ ノール抽 出物 は、ラッ トでは5000mg/kg体 重の投与で も、

急性毒性 はまった く確認 されず 、安全性 の高 い素材 である と言 え る。
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英文抄録

Safety studies of Umezu Polyphonol Extract
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 Umezu, a liquid by-product of the pickling process in ume-boshi(salted plum fruits), is widely used as a food 
source or additives in Japan. Umezu Polyphenol Extract from the liquid has been found to have strong antioxidant 

activity and various physiological functions, which naturally has attracted attention as a novel food source beneficial 

for human health. 
 To assess the safety of the Umezu Polyphenol Extract, orally administered single and 28-day repeated dose studies 

were carried out in rats and 90-day subchronic study was carried out in mice. In the single dose study, an 

approximate lethal dose was found to be greater than 5000mg/kgBW. In the repeated oral dose studies, the extract 

showed no significant clinical, hematological, chemical or histopathological effect at a dose of  1000mg/kgBW. 
Furthermore, both the chromosomal aberration test and the micronucleus test showed no significant mutagenicity. 

 These results confirms thet the Umezu Polyphenol Extract appears to be a safe food source without toxicity.


