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抄録  

 

【背景】 酸化ストレスは様々な循環器疾患や炎症性疾患の重大なリ

スク要因であり，多くの環境因子（食習慣，運動など）または遺伝因子

（SNPs）が酸化傷害および抗酸化防御系に影響を及ぼすことが示唆さ

れている．一方で，酸化ストレスに関連する疾患の予防には抗酸化ビタ

ミン，ミネラル，生理活性物質に富む野菜摂取が有効であるとされ，

日々の積極的な摂取が望まれている．そこで，本研究は野菜摂取の有用

性と野菜類やその加工品による抗酸化効果を明らかにするために，従来

報告されていない環境と遺伝的側面から横断的・縦断的検討を行った．  

本研究の第 1 章では，定常時における酸化傷害／抗酸化レベルをい

くつかのバイオマーカーにより評価し，血中微量成分と酸化ストレス関

連分子の遺伝子多型（5 種）から影響因子の探索を行った．第 2 章では，

野菜類の加工品として世界的に広く消費され，リコペンなどの機能性成

分に富むトマトジュースを取り上げ，その飲用による抗酸化効果および

遺伝子多型の影響を検討した．第 3 章では，著者等が先に行った食事

介入試験において適度な抗酸化効果が期待され，より詳細な検討が課題

となったシュンギク（Chrysanthemum coronar ium L.）を取り上げ，そ

の摂取による抗酸化効果について遺伝子多型の影響と共に調査した．  

【方法】 第 1 章から第 3 章まですべて同一の集団を対象とした．慢

性疾患，薬剤・サプリメントの使用，飲酒習慣，過度な運動の継続など

の有無を事前に調査し，これら項目に該当しない参加に適格な 20 名を

選出した．採血・採尿は 10 時間以上絶食後の早朝空腹時に行い，血中

微量成分（カロテノイド，トコフェロール，ビタミン C，葉酸，総グル
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タチオン，尿酸，ホモシステイン），酸化傷害マーカー（ROM，MDA，  

8 -OHdG，8- Isopros tane）および抗酸化マーカー（BAP，TEAC）の測

定に用いた．そして，酸化ストレス関連分子の SNPs（BCMO1*A379V/ 

*R267S，MTHFR*C677T，GSTP1*I105V ,  SOD2*V16A）を解析し，そ

れぞれを遺伝子型から [+]群と [ ]群に分けて比較した．さらに，食物摂

取頻度調査，身体活動調査および身体計測を実施した．  

第 1 章では，上記パラメーターから対象者らの定常時における酸化

ストレス関連マーカーとその影響因子について検討した．第 2 章では

対象者 20 名を 10 名ずつ 2 群に分けてクロスオーバーデザインとし，

基準食+トマトジュース（テスト期間）または基準食のみ（コントロー

ル期間）の食事介入を各 14 日間行った．その後 4 週間のウオッシュア

ウトを経て 2 群の食事を切り替えた．採血と採尿は介入 0，7，14，42，

49，56 日目に行い，トマトジュース飲用による影響を上記パラメータ

ーの変動から評価した．第 3 章では第 2 章のトマトジュースをシュン

ギクに置き換え，対象者の割付を変更して同様のスタイルでシュンギク

摂取による影響を検討した．  

【結果】 第 1 章では，血清 ROM および MDA は BMI，身体活動，食

物摂取，血中微量栄養素等の項目で有意な関連は認められなかった．尿

中 8-OHdG はナトリウム摂取と正の関連があり（ P  <  0 .001）， 8-

Isoprostane は血清葉酸値とビタミン C 値（both ,  P  < 0 .05）が影響因

子として示された．血清 BAP 値は β -カロテン摂取に有意な正の関連を

認め（P  < 0 .01），TEAC 値は血清リコペンと有意な正の関連があり

（ P  <  0.05 ），それぞれ重要な影響因子として示された．また，

BCMO1 多型の [+]と [ ]群間の比較において，血清カロテノイド等およ

び酸化ストレス関連マーカーからいずれにも差は認められず，GSTP1
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多型においてはどのパラメーターからも有意な結果は得られなかった．

MTHFR 多型は TT 型を有する [ ]群が CC/CT 型の [+]群に比べて有意に

血清ビタミン C 濃度が低く，尿中 8- Isoprostane レベルは高いことが認

められた．   

第 2 章では，テスト期間後に血清リコペン，α -カロテン，β -カロテン

およびビタミン C 濃度が有意に上昇し，酸化傷害レベル（ROM，  8 -

Isoprostane）の低下と抗酸化レベル（TEAC）の有意な上昇が認められ

た（al l ,  P  <  0 .01）．MTHFR  多型の TT 型の者は介入前では有意に 8-

Isoprostane レベルが高かったが，トマトジュース飲用の 1 週間後には

CC/CT 型との差がなくなった．  

第 3 章ではテスト期間後に血清 β -カロテン，ルテインおよび葉酸濃

度の有意な上昇と血清ホモシステイン値の低下，酸化傷害レベル

（ROM， 8- Isopros tane  ）の低下（ both,  P  < 0 .01）と抗酸化レベル

（BAP）の有意な上昇（P  < 0 .05）がみられた．また，テスト介入前後

の脂質過酸化レベル，血清葉酸およびホモシステイン値の変動には個人

差がみられ，その要因の 1 つとして MTHFR  多型の関与が認められた．  

【考察】   第 1 章では，食事性抗酸化物質の血中濃度が，血清抗酸化

レベルの高値と脂質過酸化レベルの低値に寄与する可能性が示唆され，

ビタミン C，葉酸，β -カロテンおよびリコペンは野菜類が供給源となっ

ていることから野菜摂取の重要性が推察された．また，DNA 酸化傷害

レベルに関してはナトリウムの摂取が酸化ストレスの増悪因子となる可

能性が推察された．第 2 章のトマトジュース飲用による抗酸化効果は

リコペンなどのカロテノイド類とビタミン C 等の相補・複合的作用に

より得られたと推察された．第 3 章のシュンギク摂取試験から血清 β -

カロテン，ルテイン，葉酸の上昇が血清ホモシステインと酸化ストレス
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の改善に繋がったと示唆された．そして，第 2 章と第 3 章で認められ

た抗酸化効果は，尿中 8- Isopros tane レベルの高い MTHFR 多型の TT

型の者に対してより顕著となる可能性が推察された．  
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略語一覧  

 

 

  ROS,  React ive  ox ygen species :  活性酸素種  

  ROM, Der ivat ives  of  react ive  ox ygen metabol i te :  活性酸素代謝産物  

  MDA, Malondia ldehyde :  マロンジアルデヒド  

  BAP,  Biological  ant ioxidant  potent ia l :  抗酸化力（鉄イオン還元能）  

  TEAC, Trolox  equivalent  an t ioxidant  capaci ty :  Tro lox 等量抗酸化能  

  8-OHdG,  8 -hydrox y-2 ' -deox yguanos ine:  8 -ヒドロキシ -2 ’ -デオキシグ

アノシン  

  8- Isopros tane ,  8 - i sopros taglandin F2alpha :  8 -イソプラスタグランジ

ン  F2α  

  SNPs,  S ingle  nucleot ide  polymorphisms:  一塩基多型  

  BCMO1,  β -caro tene  15 ,  15 ’ -monox ygenase :  β -カロテン中央開裂酵素  

  MTHFR, Methylenetet rahydrofo late  reductase :  メチレンテトラヒド

ロ葉酸還元酵素  

  GSTP1,  Gluta thione S - t ransferase  P1 :  グルタチオン S-転移酵素  P1  

  SOD2, Superoxide  di smutase  2 :  スーパーオキシドジスムダーゼ  2  
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序章  

研究の背景  

 

 

酸化ストレス関連疾患  

様々な疾病に関与することが示唆される活性酸素は，ヒトのエネル

ギー産生の代謝物として，またその強い反応性から免疫系の中心的な役

割を担うことなどで生体には不可欠な存在である．しかし，活性酸素や

それと同様に生体分子に対して反応性の高いフリーラジカルの過剰な生

成は脂質過酸化，遺伝子損傷，タンパク質変性，  酵素阻害などの影響

を及ぼすことが懸念されている．通常はこのフリーラジカルや活性酸素

種（React ive  ox ygen species ,  以下 ROS）に対して，内因性のスーパ

ーオキシドジスムダーゼ（以下，SOD）やグルタチオンペルオキシダ

ーゼ（以下，GPx）などの酵素類および外因性（食事性）のカロテノイ

ド，トコフェロールや生理活性物質のフラボノイド類などが抗酸化防御

系として機能し ROS は不活化され，両者の平衡が保たれている．しか

し何らかの要因でこの両者にインバランスが起き ROS の過剰な発現を

招く酸化ストレス（状態）という概念が近年定着しつつある ( 1 )．酸化ス

トレスとは ROS の生成増大とそれに伴う抗酸化防御系の破壊から生体

分子に対して酸化的傷害が及ぶことと定義され ( 1 )，特に血管内皮細胞の

炎症に深く関与していることが疑われている．アテローム性動脈硬化症

については酸化 LDL（Low-dens i ty l ipoprotein）やマクロファージが

内皮細胞に作用して ROS の産生を増大させることから ( 2 )，その生成さ
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れたヒドロキシルラジカル，過酸化水素（H2 O2）などの ROS を炎症性

メディエーターとして重視する傾向が出ている．酸化ストレスはその他

に 2 型糖尿病やがんなどの循環器疾患 ( 2 - 4 )または季節性アレルギー ( 5 )や

加齢黄斑変性症 ( 6 )など幅広くその関与が指摘されており，これらをまと

めて酸化ストレス関連疾患という分類もなされている ( 3 )．さらに，酸化

ストレスは喫煙，運動習慣，食習慣などの一般的なライフスタイルとも

密接に関係しており，酸化ストレスの是正はハイリスクだけではなくポ

ピュレーションへのアプローチも必要となる．ヒトの健康を維持する上

で動脈硬化，がん，糖尿病などの酸化ストレス関連疾患を予防すること

はきわめて重要であり，一次予防のためにはそのリスクを早期に予測・

発見でき，信頼性の高い酸化ストレスの評価指標が必要となる．  

 

酸化ストレス関連マーカーの利用  

一般的に，スーパーオキシドアニオン，ヒドロキシルラジカルや一

重項酸素などの ROS は反応性が非常に高く半減期が短いことから，直

接これらを測定することは困難かつ生体内の実情を反映できない可能性

が高い．現在普及している酸化ストレスの評価指標は，ROS によって

修飾された核酸，脂質，タンパク質などの二次生成物が大半を占める．

また，ROS による酸化的損傷を修復する抗酸化防御系の酵素活性また

はラジカルや金属イオンを用いて酸化に対する還元力を評価することも

酸化ストレスを総合的に捉えるために重要である．実際に多種多様なバ

イオマーカーが開発され，疫学および臨床分野で疾病リスクのスクリー

ニングなどに応用されており，その有用性が支持されている ( 7 , 8 )．さら

に，それ以外の用途として，抗酸化活性の高い食品や抗酸化ビタミン類

の補給による酸化ストレスの改善効果または一時的な運動の負荷による
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酸化ストレスの変動などのモニタリングマーカーとしての利用も拡がっ

ている ( 9 - 1 1 )．  

 

疾病予防と野菜摂取  

今日まで予防医学的見地から，酸化ストレスに関与する生活習慣，

生活環境または身体特性などの影響因子の解明・特定が試みられている．

その結果から推察される傾向はまだ一定ではないものの，複数の先行研

究から支持されているものを以下に挙げる．酸化ストレス増悪因子とし

て，喫煙歴，飲酒量・飲酒頻度および肥満またはやせ ( 8 , 1 2 - 1 4 )などがあ

り，改善因子には適度な運動，望ましい食習慣，野菜および果物の摂取

増大，減量 ( 1 2 , 1 3 , 1 5 - 1 7 )などが示唆されている．この中で多くの疫学研究

より，エビデンスの高い予防因子に野菜摂取が挙げられている．野菜摂

取と疾病の関連をまとめた WHO/FAO および WCRF/AICR の報告

( 1 8 , 1 9 )から，肥満，循環器疾患，2 型糖尿病，数種のがん（口腔，咽頭，

喉頭，食道，胃）に対する野菜や果物摂取の影響評価は「Probable  de-

creas ing r i sk」以上とされ，健康維持・増進のための野菜および果物の

積極的な摂取が提唱されている．野菜・果物の摂取増大による効果の期

待は大きく，WCRF/AICR の報告書では非でんぷん質性の野菜と果物

摂取量の Publ ic heal th  goal を 600  g/day と設定している．日本国内に

おいては，国立がんセンターが掲げる日本人のためのがん予防 ( 2 0 )で野

菜・果物の摂取量の目標は 400 g とされている．また，2012 年から厚

生労働省がスタートさせた Smart  Li fe  Pro ject
( 2 1 )における重点課題の

中に野菜摂取の増大が挙げられており，現在の国民全体の 1 日平均摂

取量 280 g（平成 22 年国民健康栄養調査結果 ( 2 2 )
20 歳以上の平均値）

に対してプラス 70 g の野菜を摂ること（目標 350 g/day）を推奨して
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いる．健康寿命の延伸を目的に実践される本施策では，運動と禁煙に並

ぶ 3 本柱の 1 つとして食生活が位置しており，野菜摂取が食生活の中

でとりわけ重要であることを示している．野菜摂取による疾病リスク低

減効果は， in  v i t ro または食事介入試験をはじめとした in  vivo の試み

においてその影響が検証されている．酸化ストレス関連マーカーを用い

た抗酸化効果の評価も進められており，野菜・果物の総摂取量の増大，

アブラナ科野菜などの個別の野菜摂取，野菜類の加工品（ e .g. ,  野菜ジ

ュース，ペースト，スープ）の利用といった見地から研究が行われてい

る ( 9 , 1 0 , 1 6 , 1 7 , 2 3 - 2 6 )．しかしながら，大規模なコホート研究で野菜摂取の

有効性が支持されているにもかかわらず，短期・中期的なヒト介入試験

の領域では結果に矛盾があるものは多い ( 2 7 , 2 8 )．  

 

酸化ストレスに関連する遺伝子多型  

アテローム性動脈硬化症や糖尿病などの慢性疾患を有する患者と健

康人間の酸化ストレス状態の違いは明らかにされつつある ( 1 - 4 )．その一

方で健康な集団内において酸化ストレスの個人間変動が相当に大きいこ

とが報告されている ( 1 6 , 2 9 )．その背景には食事，喫煙，飲酒および運動

などの生活習慣全般の差異による影響は前述のとおりであるが，これら

環境因子以外に遺伝的背景の関与が指摘され始めている．医学・薬学の

分野では遺伝的素因への対応について多くの研究が進められており，個

別の適正な医療の実現化に向けて動き出している．しかし，健康人の個

人間変動を酸化ストレスや抗酸化効果の側面から考察している研究はわ

ずかである．酸化ストレス反応を調節する酵素やその他抗酸化物質の活

性や代謝に関連する Single  Nucleot ide  Polymorphism s（以下，SNPs）

の影響は酸化ストレスレベルを評価する上で勘案する必要のある因子だ
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と捉えられる．実際に，抗酸化酵素や酸化／抗酸化分子の調節を担うグ

ルタチオン S 転移酵素（Glutath ione S- t ransferase ;  GSTT1 ,  GSTM1 ,  

GSTP1），内皮型一酸化窒素合成酵素（Endothel ia l  ni t r ic  oxide  s yn-

thase ;  eNOS ） ， リ ポ 蛋 白 結 合 性 ホ ス ホ リ パ ー ゼ （ Lipoprote in -

associated  phosphor l ipase ;  LpPLA2），  UDP グルクロン酸転移酵素

（ UDP-glucuronosyl t r ansferase ;  UGT1A1 ） ， パ ラ オ キ ソ ナ ー ゼ

（Paraoxonase;  PON1）などの SNPs による酸化ストレスレベルへの影

響が調査されている ( 5 , 3 0 - 3 2 )．しかし，これらの健康人における横断的

な検討は十分にはなされておらず，縦断的な研究にいたってはさらに途

上の段階にある．酸化ストレスを扱う研究において酸化ストレス関連分

子の SNPs を解析し遺伝的側面から解釈することは意義があると考えら

れる．そして，前述したヒト介入試験における結果の矛盾には遺伝的因

子の関与が個人間の酸化ストレス改善効果に違いをもたらした可能性は

否定できない．  

 

これらの背景より，本研究は酸化ストレス関連マーカーを評価指標

として用い， [1]  野菜摂取の重要性・有用性を確認すること， [2]  特定

の野菜類摂取による抗酸化効果を明らかにすることの 2 点を全体の目

的として横断的・縦断的な検討を行った．そこからいくつか得た新たな

知見についてここに報告する．  

本論文の構成および概略は以下のとおりである．第 1 章では，定常

時における酸化ストレス関連マーカーとそれに関与する環境および遺伝

因子の探索を行い，ヒト生体内の酸化傷害または抗酸化レベルに対する

影響を調べた．その中でも野菜摂取状況と遺伝子多型から酸化ストレス

関連マーカーへの影響があるかを重点に検討を行った．第 2 章では，
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野菜類の加工品として世界的に広く消費され，ヒト介入研究の分野で主

要な位置にあるリコペンの豊富なトマトジュースを取り上げ，その飲用

による抗酸化効果を検討した．第 3 章では，著者等が先に行った健康

人を対象とした食事介入試験 ( 3 3 )において適度な抗酸化効果が期待され，

より詳細な検討が課題となったシュンギク（Chrysanthemum coronar i -

um L .）を取り上げ，その摂取による抗酸化効果について調査した．そ

れぞれの研究の目的は各章の緒言にて述べる．  
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第 1 章  

 

酸化ストレス関連マーカーに影響を及ぼす  

環境・遺伝的因子の探索  

 

 

1 .1 緒言  

 

慢性的な疾患を持たない健康人において酸化ストレスに影響を及ぼ

すとされる要因は多岐に渡っており，性，年齢，喫煙歴，運動習慣，飲

酒習慣，食物摂取状況などにより一般集団内で酸化ストレスレベルの相

当な分布の幅が認められている ( 1 6 , 2 9 )．これには，生活習慣などの環境

の差異とともに酸化ストレスの調節を担う酵素や抗酸化作用を有する栄

養素等の代謝に関与すると示唆される SNPs の影響，つまりは SNP の

遺伝子型（Genotype）による差異を考慮することも求められている．

これら環境的・遺伝的因子が健康な集団において酸化ストレスに影響を

及ぼすという仮説を検討するために，酸化傷害および抗酸化マーカーに

おける両因子の関連について横断的な検討を行った．血清および尿中の

酸化ストレス関連マーカーと酸化傷害／抗酸化に関わる生体内の微量栄

養成分等（カロテノイド，トコフェロール，ビタミン C，葉酸，ホモシ

ステインなど）の分析を行い，食物・栄養素摂取の状況について調査し

た．その中でも特に野菜摂取に焦点を当て影響因子の検索を試みた．同

時に，酸化ストレス関連分子の調節や代謝に寄与する 5 つの遺伝子多

型を調べ，遺伝的因子の影響に関しても併せて考察した．  
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本研究で用いた酸化ストレス関連マーカーは，疾病リスクのスクリ

ーニングや食事介入研究のモニタリングなどに活用されている ( 7 , 8 , 1 0 , 1 2 ,  

1 3 , 1 6 , 2 8 , 2 9 )以下の 6 つである．酸化傷害マーカーは，血清ヒドロペルオ

キシド濃度を反映する der ivat ives  of  React ive  Ox ygen Metabol i te（以

下，ROM），過酸化脂質の分解物である Malondia ldehyde（以下，

MDA）濃度，DNA の構成物質のデオキシグアノシンがヒドロキシルラ

ジカルにより損傷を受けることで生成し尿中に排泄される 8-hydrox y-

2 ′-deox yguanos ine（以下， 8-OHdG）濃度および生体膜リン脂質のア

ラキドン酸が過酸化を受けることで生成する尿中 8-i sopros taglandin 

F2alpha（以下，8- Isoprostane）濃度の 4 つである．抗酸化マーカーは，

血中の三価鉄イオンの還元力を反映する Biological  Ant ioxidant  Pote n-

t ial （以下， BAP ）およびラジカルに対する抗酸化能を反映する

Trolox -Equivalent  Ant iox idant  Capaci ty（以下，TEAC）の 2 つを用

いた．  

また，本研究で解析を行った遺伝子多型は β -caro tene  15 ,  15’-

monox ygenase 遺伝子（以下，BCMO1）の A379V および R267S 多型，

Methylenete t rahydrofo la te  reductase 遺 伝 子 （ 以 下 ， MTHFR ） の

C677T 多型，Gluta thione S-t ransferase  P1 遺伝子（以下，GSTP1）の

I105V 多型および Superoxide di smutase 2 遺伝子（以下，SOD2）の

V16A 多型の 5 つである．  

β -カロテンからレチノールへの転換効率に影響することが報告されて

いる BCMO1*A379V/*R267S 多型は，そのマイナーアレルをもつ者の

転換効率が正常型に比べ 32-69%低く ( 3 4 , 3 5 )，他方では血中において β -

カロテンの上昇と付随して発生するカロテノイド類のインバランスが示

唆されている ( 3 6 )．また，生体内における β -カロテンの過剰な蓄積はそ
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れ自体がプロオキシダント化し酸化傷害を誘引すること ( 3 7 )，さらには，

脂質代謝の恒常性に破たんを生じる可能性が懸念されている ( 3 8 )．ホモ

システイン代謝に関与する MTHFR*C677T 多型は CC/CT 型の者に比べ

TT 型は血中葉酸濃度が低く，ホモシステイン濃度が高いことが報告さ

れている ( 3 9 , 4 0 )．そして，血中の高濃度のホモシステイン（高ホモシス

テイン血症）から，ROS による内皮細胞傷害が引き起こされ，延いて

は動脈硬化症に発展する可能性が指摘されている ( 4 1 )．還元型グルタチ

オ ン （ GSH ） の 異 物 抱 合 を 触 媒 す る 酵 素 の 調 節 に 関 与 す る

GSTP1*I105V 多型においてはそのマイナーアレルを有する者は解毒能

力が正常型と比較して低いことが示唆されており，アレルギー反応の増

強や肺がんリスクの増大などの影響が示されている ( 4 2 )．SOD のミトコ

ンドリアへの取り込みに関与する SOD2*V16A 多型は，変異型アレルを

有する者はその取り込み効率が低くミトコンドリア由来の ROS による

DNA などへの酸化傷害が指摘されており，動脈硬化症への影響も報告

されている ( 4 3 )．現在までに報告されている上記 5 種の遺伝子多型の日

本人におけるマイナーアレル頻度は，以下のとおりである．  

BCMO1*A379V ;  0 .12,  BCMO1*R267S ;  0 .14 ,  MTHFR*C677T ;  0 .33 ,  

GSTP1*I105V ;  0 .16 ,  SOD2*V16A ;  0 .16  
( 3 5 , 4 4 , 4 5 )

 

 

さらに，本研究は本章から第 3 章まですべて同じ集団を対象とする

ため，介入前の両因子の影響により被験者の特徴を把握することも目的

の一部とした．  
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1 .2 実験材料と方法  

 

1 .2 .  (a) 対象者  

対象者は私立大学に在籍する女子大学生 24 名より選出した．試験参

加については，質問票を用いて慢性的な疾患，喫煙歴，飲酒習慣（厚生

労働省の国民健康栄養調査の定義に従い，週 3 日以上，清酒に換算し 1

日 1 合以上飲酒する者を習慣有りとした），過度な運動の継続，薬剤

およびサプリメントの使用，一般的な食品アレルギーの有無を事前に調

査し，これらを有する者は調査対象から除外した．対象として適格な

20 名にはインフォームドコンセントを行い，本研究への同意を書面で

得た．本研究は，香川栄養学園倫理委員会の審査・承認を受けて実施し

た（承認番号第 117-G）．  

 

1 .2 .  (b) 血中微量栄養素等の測定  

 採血は少なくとも 10 時間以上絶食後の早朝空腹時に肘正中皮静脈よ

り血液を採取し，分離した血清はレチノール，カロテノイド，トコフェ

ロールおよび酸化ストレス関連マーカーの測定まで -80
o
C で保存した．

また，血中総グルタチオンの測定のために抗凝固剤として EDTA を用

いた採血管に血液を採取し，全血を 0.6N 過塩素酸（HCIO 4）で除タン

パク処理した後に凍結し（株）SRL へ依頼して高速液体クロマトグラ

フィー法（以下， HPLC 法）により酸化型（GSSG）および還元型

（GSH）の合計値である総グルタチオンを分析した．血清ビタミン C

（血清を 0.8N 過塩素酸で除タンパク処理後 HPLC 法），葉酸（化学発

光酵素免疫法，CLEIA）および尿酸（ウリカーゼペルオキシダーゼ法）

についても同社へ委託し，各測定方法による分析を行った．血清ホモシ
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ステインは，アルフレッサファーマ（株）に分析を依頼し，Alfresa 

Auto  Hcy Ki t を用いた酵素法にて酸化型および還元型の合計値である

総ホモシステインを測定した．  

血清レチノール，カロテノイド（α -カロテン，β -カロテン，ルテイン，

ゼアキサンチン，β -クリプトキサンチン，リコペン）および α -トコフ

ェロールは Oshima ら ( 4 6 )および Aizawa ら ( 4 7 )の方法に準じて，高速液

体クロマトグラフィー・フォトダイオードアレイ（以下，HPLC-PDA ）

を用いた定量を行った．はじめに血清 200μL に対し，アポカロテナー

ル（カロテノイド用），レチニルアセテート（レチノール用），δ -トコ

フェロール（α -トコフェロール用）を内部標準物質として各 10 μL 加

え，0.01%（w/v）  ブチルヒドロキシルトルエン（BHT） -エタノール

溶液 5 mL を添加した．そこにヘキサン -ジクロロメタン（4:1 ,  v /v）溶

液 4 mL を加え，ボルテックスミキサーで 1 分間攪拌した後，遠心分離

（1000  x  g,  10  min .）し，上清を分取した．この操作をさらに 2 回繰

り返して集めた上清を減圧下で乾固した後，ヘキサン -アセトン -エタノ

ール -トルエン（10:7:6:7 ,  v/v /v /v）混液（以下，HAET 混液）200 μL

に溶解し，フィルターでろ過して試験溶液とした．HPLC による分析の

設定条件等は以下に示すとおりである．  

カラム ,  YMC carotenoid  (5  µm,  4.6  x  250 mm,  YMC,  Wilmington ,  

NC,  USA);  温度 ,  30
o
C;  流速 ,  1 .0  mL/min;  注入量 ,  10  μL ;  検出波

長 ,  a t  295  nm for  α -Tocopherol ;  a t  325  nm for  re t inol ;  a t  460  nm 

for  carotenoids .  

移動相の組成 ,  溶媒  A:   メタノール：  t e r t -ブチルメチルエーテル：

蒸留水  (75:15:10 ,  v /v /v) ;  溶媒  B:  メタノール： t e r t -ブチルメチル

エーテル：  蒸留水  (8:90:2 ,  v/v /v) ;  グラジェント条件 ,  分析開始 ;  
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溶媒 A 100%（0 min.） ,  溶媒 B 100%（25 min .） ,  溶媒 B 100%

（28 min.） ,溶媒 A 100%（ 30 min.） ,  分析終了 ;  溶媒 A 100%

（40 min.） .   

測定値は内部標準物質の回収率によって補正した．レチノール，カ

ロテノイドおよびトコフェロールのクロマトグラムを図 1 に示す．  

 

1 .2 .  (c) 酸化ストレス関連マーカーの測定  

血清酸化傷害マーカーの ROM は ROM tes t キット（ Diacron ,  

Grosseto ,  It a ly）を用いて Free  rad ical  analyt ica l  sys tem 4 （FRAS4,  

Diacron ,  Grosseto ,  I t a ly）による測定を行った．既定の手順に従い，

血清サンプル 10 μL を酢酸緩衝液に添加および混合し，それを呈色ク

ロモゲンの入ったプラスチックセルに移して攪拌した．その反応溶液を

遠心分離（6000 rpm x  1 min ,  37°C）した後，37
o
C で 5 分間反応させ，

光度計で 505 nm における吸光度を測定し，過酸化水素（H2 O2）中の

ヒドロペルオキシド濃度の 0.08  mg/dL H 2 O2 を任意の単位である         

1  CARR.U として表した．  

脂質過酸化マーカーである血清 MDA は TBARS Assay Ki t（Cayman 

Chemical ,  Co. ,  Ann Arbor ,  MI,  USA）を用いて測定した．規定の手順

に従い，チオバツール酸（以下，TBA）530 mg に対し，TBA Acet ic  

Acid  50  mL と TBA Sodium Hydrox ide  50  mL を加え混合し調製した

（発色剤）．MDA 標準液または希釈した血清サンプル 100μL を 15 

mL 容ポリプロピレン遠沈管に入れ，さらにドデシル硫酸ナトリウム

（Sodium dodecyl  sul fa te ,  SDS）溶液 100 μL を添加し攪拌した．そこ

へ発色剤  4  mL を加えキャップをして 100
o
C で 1 時間加熱した．その

後，遠沈管を 10 分間氷冷し反応を止め，遠心分離（1600  x  g,  4
o
C,  10 
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min.）を行った．30 分間室温で静置した後，遠沈管から 150 μL の反応

溶液を採取してマイクロプレートに添加し，マイクロプレートリーダー

で 530-540  nm における吸光度を測定した．測定値は MDA 濃度で換算

し，μmol/L で表した．  

血清抗酸化マーカーである BAP は，BAP tes t キット（Diacron ,  

Grosseto ,  It a ly）を用いて上記 ROM と同様に FRAS4 による測定を行

った．既定の手順に従い，チオシアン酸塩誘導体を含む試薬が入ったプ

ラスチックセルに三価鉄塩含有試薬 50 μL を添加して混合後，光度計

で三価鉄イオンのベース濃度を測定した．測定後の同セルに血清サンプ

ル 10 μL を加え，37
o
C で 5 分間反応させ，光度計で 550 nm における

吸光度を測定した．測定値は血清添加前のベース濃度と添加 5 分後の

値を比較した鉄イオンの還元量（三価から二価）を μmol /L で表す．な

お，BAP は FRAP（Ferr ic  reducing-ant ioxidant  power）と同様の原理

を用いた測定法である ( 4 8 )．  

TEAC は，Miller ら ( 4 9 )および Kambayashi ら ( 5 0 )の方法に準じて，ミ

オグロビンの偽ペルオキシダーゼ反応による ABTS の酸化を利用した

方法により測定した．1 mM 2,2 ' -アジノビス（3-ethylbenzothiazol ine -

6-su l fonic ac id ammonium）溶液（以下，ABTS 溶液）に 0.35 mM ペ

ルオキソ二硫酸カリウムを適宜加え，室温暗所で 12-16 時間反応させ

た．その反応溶液（ABTS ラジカル溶液）を蒸留水で希釈し，734 nm

における吸光度が 0.80±0.02  A.U.となるように調製した．エタノール

で希釈した Trolox 溶液または希釈した血清サンプル 5 μL と ABTS ラ

ジカル溶液 300 μL を混合し，4 分後の 734 nm における吸収度を測定

した．測定値は，Trolox 濃度で換算し μmol/L で表した．  

採尿は採血と同じタイミングで早朝スポット尿をプラスチックチュ
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ーブに採取し，測定まで -80
o
C で保存した．尿中酸化傷害マーカーの 8-

OHdG 濃度は，New 8-OHdG Check（ Japan  Ins t i tute  for  the  Cont ro l  

of  Aging,  Shizuoka,  Japan）を用いた酵素免疫測定法（Enzyme-l inked 

immunosorbent  assay,  ELISA）の競合型 ELISA 法により測定した．規

定の手順に従い， 8-OHdG が固相化されたマイクロプレートに， 8-

OHdG 標準溶液または希釈した尿サンプル 50 μL と第一抗体（抗 8-

OHdG モノクローナル抗体）50 μL を加え，37
o
C で 1 時間反応させた

後に洗浄し，第二抗体（酵素標識抗体）100 μL を添加して 37
o
C で 1 

時間反応させた．反応溶液を除去・洗浄後，希釈した発色剤 100 μL を

加えて室温で 15 分間反応させた．その後，反応停止液 100 μL を添加

して反応を止め，マイクロプレートリーダーで 450 nm における吸光度

を測定した．  

尿中 8- Isopros tane 濃度は，Urinary Isoprostane  EIA ki t  （Oxford  

Biomedical  Research Inc . ,  Oxford ,  MI,  USA）を用いた競合型 ELISA

法により測定した．規定の手順に従い，15- i soprostaneF2t ポリクロー

ナル抗体が固相化されたマイクロプレートに 15-i sopros taneF2t 標準溶

液または希釈した尿サンプル 100 μL と 15- isopros taneF2t  HRP Co n-

jugate（ホースラディッシュパーオキシダーゼ標識 -15- i soprostaneF2t）

100 μL を添加し室温で 2 時間  反応させた後，反応溶液を除去・洗浄し

た．そこへ TMB（3,  3 ' ,  5 ,  5 ' - t et ramethylbenzid ine）発色基質 200 μL

を加えて 35 分間反応させた後，3N 硫酸 50 μL を添加して反応を停止

させ，マイクロプレートリーダーで 450nm における吸光度を測定した．

また，サンプルはスポット尿であることから， 8-OHdG および 8-

Isoprostane 濃度の補正をするために尿中クレアチニン濃度も同時に測

定した． Jaffe 法に基づいたクレアチニン−テストワコー（Wako Pure  
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Chemical  Indus t r ies ,  Ltd . ,  Osaka,  J apan）を用いて分析し，そのクレ

アチニン濃度により 8-OHdG と 8- Isopros tane 濃度を補正し，それぞれ

を ng/mg creat inine で表した．  

 

1 .2 .  (d) 遺伝子多型の解析  

上記血中成分の測定の際に採取した EDTA を添加した全血サンプル

は，Magtra t ion  Reagent  Mag DEA DNA 200  (GC)（Precis ion Sys tem 

Science  Co. ,  Ltd . ,  Chiba ,  J apan）を用いて DNA/RNA 自動検出装置

Magtra t ion  Sys tem  6GC（Preci s ion Sys tem Science  Co. ,  Ltd. ,  Chiba ,  

Japan）により核酸を抽出および精製し，ポリメラーゼ連鎖反応法

（PCR 法）による DNA の増幅を行った．MTHFR*C677T 多型は，プ

レシジョン・システム・サイエンス（株）に委託し BIST 
T M（Beads 

ar ray in  St raw Tip）を用いたゲノム解析を行った ( 5 1 )．BCMO1*A379V 

/*R267S，GSTP1*I105V および SOD2*V16A 多型は，自治医科大学人

類遺伝学研究部に依頼し， Taqman プローブを用いて ABI PRISM 

7900HT Sequence Detect ion  Sys tem （ Appl ied  Biosys t ems,  Foster  

Ci ty,  CA,  USA）による解析を行った ( 5 2 )．  

 

1 .2 .  (e) 質問紙による調査および身体計測  

 採血・採尿と同日に，身長および体重の測定を行った．また，対象者

の習慣的な食物摂取状況を把握するために，食物摂取頻度調査票（食物

摂取頻度調査 FFQg Ver .3.0
( 5 3 )）を用いてエネルギー，栄養素および食

品群別の摂取量について調査し，身体活動レベルを評価するために生活

活動・運動時間の調査も併せて行った．  

 



21 

 

1 .2 .  ( f ) 統計解析  

 測定および調査項目から得たデータは，正規性について Shapi ro -

Wilk の検定およびヒストグラムから確認し，分布に歪みのあるものは

変数変換またはノンパラメトリック検定を採用した．遺伝子解析の結果

からそれぞれの多型の正常型／ヘテロ型／変異型の 3 つを代謝機構や

活性などの違いが報告されているいくつかの先行研究 ( 3 0 , 3 4 , 3 5 , 3 9 - 4 1 , 4 4 , 4 5 )

を参考にし，Genotype[+]および [ ]の 2 群に分けて解析を行った．

BCMO1*A379V/*R267S 多型の両方が正常型の者を [+]群とし，どちら

か一方または両方の多型にマイナーアレルをもつ者を [ ]群とした．

MTHFR*C677T 多型では CC/CT 型の者を [+]群とし，TT 型を有する者

を[ ]群とした．GSTP1*I105V 多型では II 型の者を [+]群とし， IV/VV

型の者は [ ]群とした．なお，SOD2*V16A 多型については，マイナー

アレルをもつ対象者が 3 名のみであったため解析項目から除外した．  

酸化ストレス関連マーカーと血中・尿中成分および生活習慣の変数

の相関性の検定は Pearson の相関係数を用い，遺伝子多型による 2 群間

の比較には Mann-Whi tney の U 検定を行った．さらに，これらの解析

結果および酸化ストレス関連マーカーに対して影響を及ぼす可能性のあ

る変数を用いたステップワイズ法にて重回帰分析を行った．  

有意水準は 5%未満とし，解析には SPSS Ver.19 .0J  for  Windows  

（ IBM Japan,  Ltd . ,  Tokyo,  J apan）を用いた．  

 

 

1 .3 結果  

 

 調査は 2010 年 10 月から 11 月に実施した．対象者の特性を表 1-1 お
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よび 1-2 に示す．年齢は 20-21 歳であり，Body mass  index（以下，

BMI）の判定基準からやせ（ <18.5  kg/m
2）は 3 名（ 15%），肥満

（>25 kg/m
2）の該当はなく，中央値は 20.9  kg/m

2 であった．遺伝子型

（Genotype）の分類では，BCMO1*A379V/  *R267S  [+]： [ ]は 15 名：

5 名，MTHFR*C677T [+]： [ ]  は 12 名：8 名，GSTP1*I105V [+]： [ ]  

は 10 名：10 名であった．食事調査から野菜の平均摂取量は 250 g/day

であり，うち平均 27%が緑黄色野菜，平均 73%がその他の野菜であっ

た（緑黄色野菜は五訂増補日本食品標準成分表 ( 5 4 )の分類に準ずる）．  

 

1 .3 . (a) 血中成分・食物摂取と酸化ストレス関連マーカーの相関性  

 血中微量栄養素等および食物摂取と血中酸化傷害マーカー（ROM，

MDA）の相関分析の結果を表 2 に示す．血清 ROM 値および MDA 値

から，血清・尿中パラメーター，栄養素摂取量および食品群別摂取量と

の間に有意な相関は認められなかった．血中微量栄養素等および食物摂

取と血中抗酸化マーカー（BAP，TEAC）の分析結果を表 3 に示す．血

清 BAP 値と血中成分の関連は認められなかったが，β -カロテン摂取の

みに有意な正の相関がみられた（ r  = 0 .48 ,  P  =  0 .034）．血清 TEAC は

血清リコペン濃度との間に正相関が認められた（ r  =  0.50,  P  =  0.026）．

食物摂取との間にはいずれにおいても関連はみられなかった．血中微量

栄養素等および食物摂取と尿中酸化傷害マーカー（ 8-OHdG ， 8-

Isoprostane）の分析結果を表 4 に示す．尿中 8-OHdG 濃度と血中パラ

メーターの相関性は認められなかったが，炭水化物エネルギー比および

ナトリウム摂取と 8-OHdG 間には有意な相関がみられた（ r  =  -0 .50 ,  P  

= 0 .047 ;  r  =  0.75,  P  <  0 .001,  respect ively）．尿中 8- Isopros tane 濃度

は血清ビタミン C および血清葉酸と負の相関があり（ r  =  -0.55,  P  = 
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0 .012;  r  =  -0 .59,  P  =  0 .006,  respect ively ），食物摂取では α -カロテン，

β -カロテン，葉酸摂取との間にそれぞれ負の相関が認められた（P  = 

0.020,  =  0.037 ,  =  0.038,  respect ively）．  

野菜摂取量を総量／緑黄色／その他に分け，それら 3 群と血中パラ

メーターおよび酸化ストレス関連マーカー間の相関を分析した結果は表

5 に示す．総量と緑黄色は共通して血清 β -クリプトキサンチン，α -カロ

テン，β -カロテン，葉酸濃度との間に正の相関があり，血清ホモシステ

インと負の相関が認められた．その他の野菜は血清 α -カロテンのみに

正の相関がみられた．また，酸化ストレス関連マーカーにおいては唯一，

緑黄色野菜摂取と血清 BAP 値の間に有意な正の相関が認められた（ r  = 

0.51 ,  P  =  0.023）．また，酸化ストレス関連マーカー間（ e .g. ,  ROM 

vs  MDA）の統計学的に有意な相関性はいずれにおいても認められなか

った（data not  shown）．  

 

1 .3 . (b) 遺伝子多型に関連するバイオマーカー  

 遺伝子多型をそれぞれ [+]群および [ ]群に分けて血中微量成分と酸化

ストレス関連マーカーにおける 2 群間の差について比較した結果を表

6-1 および 6-2 に示す．BCMO1*A379V/*R267S，MTHFR*C677T およ

び GSTP1*I105V 遺伝子の多型は，関与する可能性のある血中微量栄養

素等およびすべての酸化ストレス関連マーカーより群間差を検討した．

BCMO1*A379V/*R267S 多型においては血清 β -カロテンをはじめとす

るカロテノイド類およびレチノール濃度から 2 群間を比較したが，い

ずれにも差は認められず，酸化ストレス関連マーカーにおける同様の検

討でも有意差は認められなかった．MTHFR*C677T 多型で 2 群間に差

がみられたのは血清ビタミン C 濃度および尿中 8- Isopros tane 濃度であ
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った．TT 型を有する [ ]群が CC/CT 型の [+]群に比べて有意に血清ビタ

ミン C 濃度が低く，尿中 8- Isoprostane 濃度は高いことが認められた．

GSTP1*I105V 多型においてはどのパラメーターからも有意な結果は得

られなかった．  

 

1 .3 . (c) 酸化ストレス関連マーカーと血中成分・食物摂取変数の関連  

 酸化ストレス関連マーカーとの間に有意な相関性がみられた因子を中

心に検討した重回帰分析の結果を表 7 および表 8 に示す．血清酸化傷

害マーカーの ROM および MDA では関連付けられる因子がなかった．

尿中酸化傷害マーカーの 8-OHdG の重回帰分析では BMI，身体活動，

血清尿酸値および炭水化物エネルギー比に依存しない正の影響因子とし

てナトリウム摂取が示され，変化量は 55.5%であった．8- Isoprostane

を目的変数としたモデルにおいては，BMI，身体活動，血清 β -カロテ

ン，血清ホモシステイン，MTHFR*C677T 遺伝子多型で調整した結果，

血清葉酸および血清ビタミン C の 2 因子に負の関連が認められた．血

清ビタミン C に比べ血清葉酸値が 8- Isoprostane との関連の度合いが高

く，このモデルの変化量は 44.7%であった．抗酸化マーカーの BAP 値

は緑黄色野菜摂取で調整したモデルにおいて β -カロテン摂取が影響因

子として示され，BAP との間に正の関連が認められた．その変化量は

31.3%であった．血清リコペンは血清ルテイン値の調整後における血清

TEAC 値の独立した影響因子であり，その正の関連の変化量は 20.5%

であった．  
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1 .4 考察  

 本研究では，4 種の酸化傷害マーカーと 2 種の抗酸化マーカーを調べ，

それら血中・尿中酸化ストレス関連マーカーに対する影響因子を，血中

微量成分と野菜摂取を中心とした食物摂取などの環境および遺伝的な側

面から検討した．  

 

1 .4 . (a) 酸化傷害マーカーとその影響因子  

 尿中酸化傷害マーカーの 8-OHdG は，炭水化物エネルギー比とナト

リウム摂取との間にそれぞれ有意な相関性が認められ，さらにナトリウ

ム摂取においては 8-OHdG の重要な影響因子であることが重回帰分析

より示された．ナトリウムまたは塩化ナトリウム（食塩）の摂取と酸化

ストレスの関連は，おもに動物実験により報告されている．食塩摂取は

高血圧や胃がんへの関与が指摘され，これらは食塩による血管内皮細胞

傷害および酸化ストレスの誘導によって疾病の発展に関与すると考えら

れている．実際に食塩摂取量と収縮期血圧および尿中 8-OHdG に正の

相関が示されており，マウスを対象とした検討からも食塩負荷により

ROS の増大と酸化ストレス誘導性シグナル分子（NF-kB）の活性化が

示されている ( 5 5 )．また，血管内皮機能の改善には食塩摂取制限が効果

的であるとする報告や，食塩摂取から血圧への影響が及ぶ以前に ROS

増大が認められており ( 5 6 )，DNA 酸化傷害の変動要因としてナトリウム

（食塩）摂取量は重要である可能性が示唆された．  

 尿中 8- Isoprostane については食事調査の結果から，ビタミン C およ

び葉酸摂取，そして血清ビタミン C および血清葉酸濃度からすべて負

の相関性がみられ，さらに重回帰分析から血清ビタミン C および血清

葉酸値は 8- Isoprostane の負の関連因子として見出された．健康人かつ
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非喫煙者を対象とした検討が少ない中で，Hol t らによる 13-17 歳の青

年期の男女 285 名を対象とし，野菜・果物の摂取と酸化ストレスの関

連を示した横断研究から，ビタミン C および葉酸摂取量と尿中 8-

Isoprostane 濃度はどちらも有意な負の相関がみられており ( 5 7 )，本研究

の結果と一致していた．食事介入研究においても野菜・果物摂取の増大

によって起こる血中ビタミン C および葉酸値の上昇は尿中の脂質過酸

化レベルを低下させることが報告されている ( 1 7 )．また，喫煙者におい

ては血清ビタミン C を含む生体内の抗酸化物質の全般的な低値から脂

質過酸化物の蓄積が懸念されている ( 5 8 )．喫煙者に限らずビタミン C や

葉酸の十分な摂取と補完が脂質過酸化に対して重要であることが本研究

から推察された．食品中に含まれるビタミン C および葉酸は，水溶性

ビタミンであり熱，酸素，光に対して不安定な点が共通しており，その

性質から生の野菜摂取または野菜・果物の総摂取量とビタミン C およ

び葉酸の血中濃度が関連付けられている ( 5 9 )．本研究において，野菜と

果物の総摂取量と 8- Isoprostane に関連性はみられず，食事調査に用い

た質問票では摂取形態（e .g. ,  生，煮る，炒める）についてカテゴリー

化されていないため，その点は不明瞭となった．  

 その他の環境因子として，本研究では見出されなかったが，尿中 8-

OHdG と 8- Isopros tane はどちらも BMI との負の相関が示唆されてお

り，低体重の者の酸化傷害レベルが相対的に高い可能性が先行研究から

報告されているが ( 8 )，本研究では両者から関連性は認められなかった．

これにはおそらく低体重の者が 20 名中 3 名であったことが影響してい

るかもしれない．また，身体活動についても本研究の結果から関連性を

認めなかったが，運動は適度な範囲であれば抗酸化酵素の活性増大が起

こり，生成された ROS は不活化され酸化傷害／抗酸化の平衡が維持さ
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れる可能性が示されている ( 1 5 )．本研究の調査から，身体活動レベルⅢ

（PAL ＞  1 .85）の該当者はなく，対象者らがすべてレベルⅠ -Ⅱの範

囲であったことも関連性が見出されなかった一因であると推察された．  

血清酸化傷害マーカーである ROM および MDA からは有意な関連性

をもつ因子が認められなかった．ROM は，同様の原理を用いた測定系

が他になく，定常時における食物摂取との関連についての知見はわずか

である．先行研究では Matsushi ta ら ( 2 9 )による非喫煙者の大学生を対象

とした調査から性差について，Fukui ら ( 7 )による平均年齢 47±11 歳の

健康な日本人被験者の調査から ROM 値の関連因子に性別，高感度 C-

反応性たんぱく質および腹部内臓脂肪面積（Viscera l  fa t  a rea ,  以下

VFA）が示されている．性差については同一見解として男性よりも女

性において有意に ROM 値が高いと示されている．また，メタボリック

シンドロームのリスク因子である VFA と ROM の正の関連にはアルコ

ールなどを含む食事因子が少なからず影響していると推察される．今後

健康人における食物摂取と ROM の関連性の検討が幅広く実施されるこ

とが必要である．  

一方，MDA は 8- Isoprostane と同様に脂質過酸化の結果として生じ

る代謝物であるが，本研究において両者に同様の傾向は認められなかっ

た．その要因として，生成の過程が異なることや測定サンプルの対象が

血清または尿であったことが挙げられる．一般的に，血中と尿中のバイ

オマーカーは半減期や影響が反映される期間が異なる．また，MDA の

測定に用いた TBARS 法は，脂質ヒドロペルオキシド（L-OOH）の分

解産物である MDA に TBA を加えて加熱および酸性下での反応によっ

て生じた赤色色素を測定する方法であり，生体脂質の過酸化の評価に汎

用されている方法であるが，特に高度不飽和脂肪酸が測定過程における



28 

 

加熱処理により  MDA に  類似した構造をとるため，L-OOH 量を必ずし

も正しく反映しない可能性が示唆され，MDA と 4-hydrox yalkenals の

総量を反映する Lipid  Peroxidat ion（LPO）や 8- Isoprostane とはそれ

ぞれ挙動が異なると報告されている ( 6 0 )．このことが同様の傾向がみら

れなかった要因ではないかと考えられた．8- Isoprostane は，アラキド

ン酸を有する生体膜リン脂質または LDL 粒子が非酵素的に過酸化され，

ホスホリパーゼ  A2（phospho l ipase  A2）により sn-2 位が切り出され

て生成する二次生成物である．従来は質量分析法（Gas Chromatog-

raphy/Mass Spect romet ry,  GC/MS）による測定が行われてきたが，

Proudfoot ら ( 6 1 )の報告にあるように現在は免疫測定法が普及しており，

従来法との相関性は高いとされるが，サンプルの精製などの点で信頼性

の検討が課題となっている ( 8 )．生体における脂質過酸化の経路は多岐に

わたっていることから，その段階や反映される状態および期間について

適用を考慮する必要があると示唆された．  

 

1 .4 . (b) 抗酸化マーカーとその影響因子  

 血清 BAP 値と β -カロテン摂取および緑黄色野菜摂取の間に有意な正

相関がみられ，β -カロテン摂取とは正の関連が重回帰分析により認めら

れた．前述の ROM と同様に，BAP は生活習慣との関連を示した断面

調査の報告は乏しい．しかし，BAP は鉄イオンの還元力を反映すると

いう測定原理から FRAP とほぼ同様とみなされる ( 4 8 )．先行研究では，

健康人において，FRAP と β -カロテン摂取に正相関が認められた一方

で，血中 β -カロテン濃度とは関連がみられない ( 6 2 )とする報告があり，

本研究の結果と同様であった．これには，摂取した β -カロテンが生体

内で消費された結果として鉄イオン還元力（FRAP/BAP）が高レベル
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に維持されている可能性が推察された．  

血清 TEAC 値は血清リコペン濃度との間に有意な正の相関がみられ，  

重回帰分析からも関連因子として示された．先行研究において，  

TEAC の高値はリコペンのもつラジカル消去活性の機能と関連付けられ

ていることから ( 6 3 ) ，本研究の結果は妥当であったと考えられる．

TEAC と同じ ABTS ラジカルの反応性を応用した測定法による Total  

Ant iox idant  Capaci ty（以下，TAOC）を評価指標とした Tyssandier ら

の介入研究 ( 2 6 )では，リコペンの主な供給源として挙げられるトマトお

よびトマト加工品類の摂取を制限したときに血中リコペン濃度の低下が

みられ，さらにそれにより TEAC 値の有意な低下が誘導されたことが

示唆されている．そのメカニズムについては詳しく考察されていないが，

この両者の関係性からリコペンの血中濃度の変動と TEAC 値は何らか

の相互関係（連動）があると推察された．また，TAOC を反映するマ

ーカーは本研究で用いた以外にも TRAP（Total  Radical - t rapping An-

t ioxidant  Potent ial），ORAC（Ox ygen Radical  Absorbance  Capaci ty）

などが全身の Antioxidat ive s tatus を表す指標として利用されている．

それぞれは用いるラジカル，標準物質の種類，測定手法または脂溶性／

水溶性の抗酸化物質の関与などの点で異なるものの，互いによい相関性

を示すことが報告されている ( 6 4 )．一方で，各 TAOC マーカーと血中微

量成分の関連性についての見解は必ずしも一致せず，それぞれの特徴を

検証することや，単一ではなく TAOC マーカーをいくつか組み合わせ

て測定することの意義が示されている．  

  

1 .4 . (c ) 酸化ストレスレベルと遺伝子多型  

 BCMO1*A379V/*R267S および GSTP1*I105V の遺伝子多型から血
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中・尿中パラメーターに対する影響は示されなかった．BCMO1 遺伝子

の SNPs に関する Leung ら ( 3 5 )の報告では，A379V と R267S 多型のうち

A379V または両方にマイナーアレルをもつ者がどちらも正常型の者と

比較して定常時における血漿 β -カロテン濃度の平均値が 1.6-2 .4 倍高く，

β -カロテンからビタミン A への転換効率に違いが認められている．本

研究において正常型 [+]群とマイナーアレルをもつ [ ]群を分けて検討し

た結果，中央値で [+]群が 241.8  ng/mL， [ ]群は 329.7  ng/mL であり，

その比は 1.36 倍であった．このように先行研究と同様の傾向は観察さ

れたものの，統計的有意差はなく，BCMO1*A379V/*R267S 遺伝子多型

の血中 β -カロテンへの影響は明らかにならなかった．また，先行研究

と同様に BMI，ビタミン A 摂取および β -カロテン摂取で調整して解析

を実施したが 2 群に差は認められなかった（data not  shown）．その要

因として， [ ]群に該当する者が 5 名と少なかったことおよび 2 群とも

に分布の幅があったことが挙げられる．そして，本研究で解析した遺伝

子多型以外にも血中 β -カロテンを含むカロテノイドの代謝に影響を及

ぼす可能性のある多型について報告されている． BCMO1*A379V/  

*R267S 遺伝子付近に位置する SNP（ rs6564851）のマイナーアレルは，

血中の高い β -カロテンと α -カロテンレベル，低いリコペン，ゼアキサ

ンチンおよびルテインレベルに関与することが複数の研究から示唆され

ている ( 3 6 )．このような多型の影響についても今後検討していくべきだ

ろう．  

GSTP1*I105V 多型は，アレルギー，大気汚染または Chronic  ob-

st ruct ive pulmonary d isease  （COPD）についての影響が報告されてお

り ( 6 5 )，8-OHdG や MDA などの酸化傷害マーカーとの関連も指摘され

ている．また，Higasa らの若年女性を対象としたアスコルビン酸負荷
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試験では，負荷前において I I 型と IV 型に血中アスコルビン酸濃度の差

は認められていないが，アスコルビン酸負荷後に IV 型と比較して I I 型

の血中濃度が有意に高値となったことが示されている ( 5 2 )．本研究にお

いて，MTHFR  [+]群と [ ]群に定常時のビタミン C レベルの差が認めら

れなかった点は先行研究と一致していた．そして，血中の総グルタチオ

ン値にも多型の影響が認められなかったが，これは本研究では抗酸化活

性に寄与する還元型（GSH）だけでなく酸化型（GSSG）を含めた総グ

ルタチオンから評価したことに起因する可能性が推察された．  

MTHFR*C677T 多型で複数の先行研究で示されている血清葉酸とホ

モシステイン値への影響は，本研究では認められなかったが，これには

葉酸摂取量が関与している可能性が考えられた．葉酸を十分に摂取して

いる集団は多型による影響を認めないとする Gori らの報告がある ( 6 6 )．

同報告で葉酸摂取のカットオフポイントを 222.1μg/day とし，それ以

下の集団では CC/CT/TT 型の 3 群間に差がみられるが，それ以上の集

団では有意差は認められていない．本研究における食事調査の結果から，

TT 型 8 名のうち 222.1μg/day 以下だったのは 3 名であったことが[+]群

と [ ]群間の差がみられなかった要因ではないかと推察された．さらに，

ホモシステイン代謝にもこのことが影響した可能性が考えられる．また，

上記著者らは，ビタミン C 摂取が血中葉酸濃度に関与すると示唆して

おり，Cafol la ら ( 6 7 )の研究では血清葉酸値の増大にはビタミン C を付

加することが効果的であると述べられている．本研究において血清ビタ

ミン C 濃度は，MTHFR*C677T  多型の群間に差がみられ， [ ]群が [+]

群よりも低値であった．MTHFR 遺伝子はメチオニンから脱メチル化し

てホモシステインを生成する過程に影響を及ぼす遺伝子の１つであり，

これの C677T 変異は，アミノ酸置換から（Ala→Val）MTHFR 酵素が
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熱不安定となり，その活性が低下することが明らかにされている．

MTHFR*C677T 多型の TT 型では血清葉酸低下による血清ホモシステイ

ンの増加は先行研究で確立されており，本研究では有意水準には達しな

かったが表 6-1 にその傾向がある．そして，本研究の結果から TT 型で

ビタミン C が有意に低値を示したのは，増加したホモシステインから

生じる ROS がビタミン C の消費（代謝回転）を促進したためだと考え

られた．上記 Gori らおよび Cafol la らの報告では血中ビタミン C 濃度

は測定されておらず，遺伝子多型の影響について触れられていないが，

本研究において MTHFR*C677T  多型と血清ビタミン C 濃度の関連がみ

られた一因としてこれらのことが推察された．  

尿中 8- Isopros tane レベルは MTHFR*C677T  [+]群と比較して [ ]群で

高値を示した．このことは，日本の一般集団を対象とした Suyama ら

( 3 0 )の報告で，尿中 8- Isopros tane に影響を及ぼす SNPs を General ized  

mult i fac tor  dimens ional i t y reduct ion method（GMDR 法）によって解

析し探索を行った結果，MTHFR*C677T と eNOS*T-786C 多型の組み

合わせとその 2 つに pPLA2*G944T 多型を加えた 3 つの組み合わせに有

意な結果が得られ，酸化ストレスを増悪させる組み合わせに該当する集

団でより高レベルの尿中 8- Isopros tane が見出されていることに関連付

けられる．同報告では MTHFR*C677T 多型単独では 8- Isopros tane と

の関連性がみられていないが，TT 型が CC/CT 型に比べてハイリスク

となる組み合わせが多く，脂質過酸化の変動に影響する重要な因子であ

る可能性が本研究の結果からも示唆された．  

 

1 .4 . (d) 研究の限界と課題  

 本研究の限界には以下の四点が挙げられ，結果を解釈する上で制約と
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なる．第一にサンプルサイズが小さいこと，第二に酸化ストレス関連マ

ーカーに対して食物摂取などの環境因子または遺伝因子が影響を与えて

いるかという因果関係は横断研究のため特定できないこと，第三に自己

申告（自記式）による身体活動および食事調査の結果は実際の生活習慣

の状況とは異なる可能性があること，第四に酸化ストレス関連マーカー

と環境・遺伝因子間の交絡因子が存在することである．本研究では野菜

摂取により代謝される外因性の抗酸化物質を中心に取り上げたため，生

体内の酸化／還元に寄与する酵素の活性およびそれらの遺伝子多型につ

いての検討が十分ではない．そして，SOD，GPx やカタラーゼなどの

酵素活性と野菜摂取の関連性は未知の部分が多いが，これらの酵素類の

影響は酸化ストレス関連マーカーの変動因子として多大であることから，

食事性抗酸化物質と併せて検討していく必要がある．  

このような限界点はあるが，抗酸化物質の血中濃度の高値は，血中

抗酸化レベルの高値と脂質過酸化レベルの低値に寄与する可能性が示唆

され，ビタミン C，葉酸，β -カロテンおよびリコペンは野菜類が主な供

給源となっていることから野菜摂取の重要性が推察された．また，

DNA 酸化傷害レベルを表す 8-OHdG に関してはナトリウム（食塩）の

摂取が酸化ストレスの増悪因子となる可能性が推察された．本研究では

明らかな関与は示されなかったが，ナトリウムに対して緑黄色野菜を中

心とした野菜類または果物に多く含まれるカリウムおよびマグネシウム

の摂取が重要となることから，今後野菜摂取の重要性を検討する上でそ

の血中濃度や尿中排泄等に関して考慮すべきである．特に，循環器疾患

やがんの予防においてカリウムの摂取増加は食塩の摂取低減と共にクリ

アしていく必要があるものの，健康日本 21 の最終評価 ( 6 8 )では平成 9 年

以降，カリウム摂取量の暫時減少が示され，年齢階級別の摂取量では
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20 歳代女性が最低の平均 1.8 g/day（目標量の約 1/2）であると報告さ

れた．ここ数年の野菜摂取量が横ばいで推移していることおよび果物な

どの主要なカリウム供給源の全般的な摂取低下傾向がその原因とされる．

カリウム摂取の減少は，血圧上昇への影響，そして酸化ストレス関連疾

患の増悪などが懸念され，その対策強化が求められていることから，野

菜類を中心としたカリウム（ミネラル）補給について考えていく必要が

ある．  

遺伝子多型の関与は MTHFR*C677T 遺伝子多型の TT 型を有するこ

とが，脂質過酸化状態に影響を与える可能性が示唆されたが，これは他

の遺伝子多型や環境因子が相互に影響した結果である可能性も推察され

ることから，このリスク因子に関してはサンプルサイズを大きくし，慎

重に考えていくべきである．  
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第 2 章  

トマトジュースの飲用による抗酸化効果と  

酸化ストレスに関連する遺伝子多型  

 

 

2 .1 緒言  

 

多数のデータが，いくつかのがん（肺，前立腺，大腸）に対する予

防効果の高い食事因子として，リコペンの摂取が有効であることを示唆

している ( 6 9 - 7 1 )．また，Slui j s らによる中年および高齢男性を対象とし

た調査から，内臓脂肪症候群（メタボリックシンドローム）およびその

リスク因子とカロテノイド摂取の関連性について報告されており，総カ

ロテノイドあるいはリコペンの摂取量と脂質代謝や糖代謝などのリスク

因子間の逆相関が示されている ( 7 2 )．また，同報告ではリコペン摂取量

のみに関連性がみられた項目として，リコペン摂取が多いほど血清中の

中性脂肪が低いことが認められている．日本では，平成 20 年 4 月より

実施されている特定健康診査・特定保健指導の平成 22 年の報告におい

て，内臓脂肪症候群の該当者およびその予備軍は前年からほぼ横ばいの

26.4%であった ( 7 3 )．内臓脂肪症候群で 1 番に懸念される動脈硬化に起

因する心疾患や 2 型糖尿病などの進展におけるリコペン摂取の有効性

は脂質代謝の正常化や抗酸化活性が主に寄与することに関連付けられて

いる．  

リコペンは，トマト，すいか，ピンクグレープフルーツ，グァバお

よびあんずなどに含まれる赤色色素であり，その供給源はトマトおよび
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その加工品が大半を占める ( 7 0 )．トマトはリコペンやその他のカロテノ

イド，ビタミン C やフラボノイド類など複数の抗酸化物質を含み，そ

の生物学的利用能（Bioavai labi l i t y ）の面から，リコペンの効率的な

吸収のためには生のトマトよりも切断や圧搾工程を経たトマト加工製品

または加熱を含む調理加工を施したトマト料理（ e .g. ,  ジュース，ペー

スト，ソース，スープ）の利用が勧められている ( 7 0 , 7 1 , 7 4 )．そして，吸

収性や利便性の点においてトマトジュースは優れた食品であるといえる．  

リコペンはカロテノイドの中で一重項酸素の消去に最も有効である

とされ，その物理的な抑制率は β -カロテンの 2 倍，α -トコフェロール

の 10 倍といわれる．また，生体膜の脂質ラジカルの抑制を担う最初の

防御システムとしてのはたらきを持ち，ビタミン C，トコフェロールま

たは β -カロテンとの組み合わせによって相乗的な抗酸化活性を発揮す

ることも示唆されている ( 7 1 , 7 5 )．  

実際に， in  v ivo の研究から同量のリコペンが含まれる生のトマトと

トマトジュースをそれぞれ 6 週間摂取させた食事介入試験において，

生のトマト摂取群とトマトジュース摂取群に共通して血中中性脂肪の低

下および HDL コレステロールの上昇がみられているが，トマトジュー

ス摂取群にのみ血中 LDL コレステロールの低下および脂質過酸化抑制

率の増大が観察されている ( 7 4 )．このようにトマトジュースの定期的な

飲用により，血中の脂質バランスが調節され，抗酸化活性が高まるとい

う効果が期待される．さらに，トマトジュースの飲用と遺伝子多型の影

響について報告されはじめ，循環器疾患のリスクファクターとして注目

される ( 7 6 )
Paraoxonase1（以下，PON1）遺伝子の Q192R 多型による影

響や効果の差異が推定されている ( 3 2 )．  

本研究の目的は，健康な若年女性を対象とした 2 週間のトマトジュ
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ースの飲用による酸化損傷および抗酸化バイオマーカーへの変動影響に

ついて調べることである．さらに，食事因子の影響を血中微量栄養素や

抗酸化物質から検討し，SNPs の遺伝子型による効果の違いを考慮に入

れ，クロスオーバーによる食事介入試験から酸化ストレスに対するトマ

トジュース飲用の抗酸化効果を評価した．  

 

 

2 .2 実験材料と方法  

 

2 .2 . (a) 対象者と研究デザイン  

 対象者は第 1 章と同一の女子大学生 24 名から，試験参加の条件に適

格な 20 名を選出した（除外基準等は 1.2. (a)参照）．倫理的配慮につい

ては第 1 章と同様である．  

研究デザインの要約を図 2 に示す．クロスオーバーデザインを設定

し，対象者を 10 名ずつ 2 群に分けた．A 群のはじめの 2 週間は基準食

とトマトジュースを飲用するテスト期間であり，その後 4 週間のウオ

ッシュアウト期間をおいて，つづく 2 週間は基準食のみのコントロー

ル期間とした．B 群のはじめの 2 週間はコントロール期間とし，ウオッ

シュアウトをおいて 2 週間のテスト期間とした．採血および採尿のタ

イミングはそれぞれの介入開始日からテスト期間とコントロール期間と

も 1 週間おきに計 6 回行い，前日から一晩絶食後の早朝空腹時の血液

サンプルおよび早朝スポット尿サンプルを採取した．対象者には試験開

始 1 週間前から全介入期間を通じて，過度な運動とアルコール摂取の

制限を指示し，テストおよびコントロール期間中は規定の食事（基準食）

の摂取とコーヒー，茶類およびミネラルウォターなどの飲料の摂取範囲
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について指示した．また，ベースライン調査として身体計測（身長・体

重），食物摂取頻度調査および生活時間・運動時間の調査（第 1 章と

同様 ,  1 .2 . (e)参照）を行った．さらに，食物摂取状況については介入前

とウオッシュアウト期間中の対象者らの普段の食事に変化がないことを

確認するため，ウオッシュアウト期間終了の翌日（介入 42 日目）にも

同調査票を用いた調査を実施した．  

 

2 .2 . (b) 食事介入  

 テスト期間に飲用したトマトジュースは A 社提供の高リコペントマ

トを使用した缶詰のストレート果汁飲料であり，砂糖や食塩の添加され

ていない 100%ジュースを用いた．1 缶当たりの栄養表示内容および栄

養素等の分析値を表 9 に示す．トマトジュースは 2 週間のテスト期間

中の毎夕食時に基準食とともに 1 缶 190 g を飲用することとした．飲用

の際の注意として，保存は常温または冷蔵で行い，加熱や食事への混入

は行わず，缶から直接飲用するように指示した．  

基準食のエネルギーおよび栄養素供給量を設定するに当たり，対象

者の食事摂取および身体活動状況を調査した．食事調査は試験開始前に

記録票を配布し，自己秤量式で連続しない 3 日間の記録を行った．身

体活動は質問紙を用いて調査した．その結果から，基準食の供給エネル

ギー量を対象者ごとに 1500，1700 および 1900 kcal /day の 3 段階にわ

け，1 週間のサイクルメニューを構成した．エネルギーは主食量のみを

調整し，主菜・副菜などは 3 群とも同量とした．また，食事調査より

対象者の野菜摂取量の平均は 250 g 程度であったことから，それに即し

た野菜量でメニューを構成した．基準食のうち朝食と間食は事前に食材

を指定したレシピの配布を行い，対象者自身が準備した．昼食と夕食は
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事前に調理し，1 食ずつに分けて冷凍保存したものを配布した．実際に

提供した食事のエネルギーおよび栄養素量を表 10 に示す．  

 

2 .2 . (c) トマトジュース中の微量成分の分析  

 アスコルビン酸は食品衛生検査指針 ( 7 7 )に準じて，HPLC を用いた

2,4-Dini t rophenylhyd raz ine  （以下，DNPH）誘導体化法による定量を

行った．本研究で用いた測定法は，還元型であるアスコルビン酸（AsA）

と酸化型であるデヒドロアスコルビン酸（DAsA）を合わせた総アスコ

ルビン酸量を示す．トマトジュース試料  約 5 g を 5%（w/v）メタリン

酸溶液で 50 mL に定容し，その試料溶液を No.5A フィルターでろ過し

た．そのろ液 2 mL を 30 mL 容遠沈管に採取し，  0 .2%（w/v）ジクロ

ロフェノール -インドフェノール溶液を 30 秒程度ピンク色が保持される

まで数滴滴下した．そして，2%（w/v）  チオ尿素 -5%メタリン酸溶液 2 

mL を加え混合し，2%（w/v）  DNPH-9N 硫酸溶液 0.5 mL を添加し，

50
o
C の恒温槽中で 1.5 時間加温した．その後，  流水中で冷却し，  酢酸

エチル 2 mL を加え，60 分間振とう器にて強振した後に溶媒層（上層）

を分取し，それを試験溶液とした．溶媒層と水層の分離の際は，適宜，

遠心分離（3000 rpm x  3  min .）を行った．また，L-アスコルビン酸標

準品を適宜 5%メタリン酸溶液で希釈して試料溶液と同様に前処理を行

い，HPLC にて分析を行った．HPLC による分析の設定条件等は以下に

示すとおりである．  

カラム ,  S i l i ca -2150-N (  5  µm, 6  mm x 150  mm ,  SSC,  Tokyo ,  J a-

pan);  カラムオーブン温度 ,  35
o
C;  流速 ,  1 .5  mL/min;  注入量 ,  10  

μL;  検出波長 ,  a t  495 nm.  

移動相の組成 ,  酢酸エチル：n-ヘキサン：酢酸（5:4:1 ,  v /v/v）  
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ビタミン C のクロマトグラムを図 3 に示す．  

 α -カロテン， β -カロテンおよびリコペンは，HPLC-PDA を用い，

Associat ion  of  Off ic ial  Analyt ica l  Chemist s（以下，AOAC）の分析法

( 7 8 )に準じて定量を行った．トマトジュース試料 1 g を 100 mL 容褐色

メスフラスコに採取し，ピロガロール 1 g および HAET 混液 40 mL を

加え，エタノールで 100 mL に定容した．その後，  超音波処理を 20 分

間行い，試料溶液をシリンジフィルターでろ過し試験溶液とした．

HPLC による分析の設定条件等は第 1 章の血清カロテノイド分析と同様

である（1.2 . (b)参照）．カロテノイドのクロマトグラムを図 3 に示す．  

 ポリフェノールの測定は Single ton ら ( 7 9 )の方法に準じて， Folin -

c iocaul teu 法による定量を行った．トマトジュース試料は 25 倍希釈し

た．没食子酸標準液または試料溶液 400 μL に 2 倍希釈した Fol in -

c iocal teu 試薬 400 μL を加え，さらに 0.4N 炭酸ナトリウム溶液 2.0 

mL を添加し，室温で 30 分間静置した．その後，光度計で 760 nm にお

ける吸光度を測定し，没食子酸換算値としてポリフェノール濃度 mg 

gal l ic  ac id equivalent /190  g で表した．  

 DPPH ラジカル消去能は，須田ら ( 8 0 )
 の方法に準じて，DPPH （1,1-

diphenyl -2picrylh ydrazyl）退色法により測定した．トマトジュース試

料 1 g をビーカーに採取し，80%（v/v）エタノール溶液 40 mL を加え，

全体を遮光しマグネチックスターラーで 2 時間攪拌した．その後，80% 

エタノール溶液で 50 mL に定容し，ガラス繊維フィルター（GC-50）

でろ過し試料溶液とした．標準物質の Butyla ted hydrox yan iso le（以下，

BHA）5 g は 50%（v/v）エタノール溶液に溶解し 50 mL に定容した．

こ の 標 準 溶 液 ま た は 試 料 溶 液 10 mL に 200mM  2-

Morphol inoethanesulphol ic ac id（以下，  MES）  緩衝液（水酸化ナト
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リウムで pH 6 .0 に調製）  5  mL，蒸留水 1 mL および 50%エタノール

溶液 4 mL を加え混合し試験溶液とした．また，200mM MES 緩衝液 -

蒸留水 -メタノール混液（1:1 :2 ,  v/v /v）を調製し溶液 [A]とした．試験

管に 200mM DPPH 溶液 1 mL，100mM MES 緩衝液（pH 6 .0）1 mL，

および溶液 [A]を [2  –  a*]mL 加え混合し，そこへ試験溶液（標準または

試料） a*  mL を添加および撹拌し，2 分後に光度計でその反応溶液の

520 nm における吸光度を測定した．また，着色している試験溶液と

DPPH 溶液の色を区別するために，DPPH 溶液の代わりにエタノールを

加えた溶液（BG，バックグラウンド）を作成し同様の手順で調製後，

吸光度を測定した．a*：試験溶液の添加量は 0，0.1，0.25，0.5，0.75，

1.0  mL の 6 段階とした．測定値は DPPH 溶液を添加した試験溶液の吸

光度から BG 溶液の値を除し，各試験溶液の添加量 0 mL をブランクと

してその吸光度を 100%とした場合の吸光度 50%に相当する試験溶液の

添加量を求めた．標準溶液も同様に換算し，BHA 換算値として μmol  

BHA equivalent /190 g で表した．  

 

2 .2 . (d) 血中微量栄養素等の測定  

 項目および測定方法は第 1 章と同様である（1.2 . (b)参照）．  

 

2 .2 . (e) 酸化ストレス関連マーカーの測定  

 項目および測定方法は第 1 章と同様である（1.2 . (c )参照）．  

 

2 .2 . ( f ) 遺伝子多型の解析  

 第 1 章のデータを用いた（1.2 . (d )および 1.3 参照）．  
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2 .2 . (g) 統計解析  

 測定および調査項目から得たデータは，正規性について Shapi ro -

Wilk の検定およびヒストグラムから確認し，分布に歪みのあるものは

変数変換またはノンパラメトリック検定を採用した．遺伝子多型の

BCMO1*A379V/*R267S，MTHFR*C677T および GSTP1*I105V は第 1

章と同様の分類でそれぞれを [+]群と [ ]群に分けて解析した．2 群間の

差の検定には Mann-Whi tney の U 検定を行い，独立性の検定にはカイ

二乗検定を用いた．また，A・B 群の血中・尿中パラメーターにおける

キャリーオーバー効果は，Repeated measure s  ANOVA により交互作用

の検討を行った．トマトジュースを飲用するテスト期間と基準食のみの

コントロール期間における血中・尿中パラメーターの変化は Repeated  

measures  ANOVA および多重比較（Bonferroni）から検討した．テス

ト期間の介入前後の各パラメーターにおける変化率の相関性の検定は

Pearson の相関係数を用いた．  

 有意水準は 5%未満とし，解析には SPSS Ver .19 .0J  for  Windows 

（ IBM Japan,  Ltd . ,  Tokyo,  J apan）を用いた．  

 

 

2 .3 結果  

 

2 .3 . (a) 対象者特性  

食事介入試験は，2010 年 11 月から 2011 年 1 月に実施した．A 群お

よび B 群の対象者特性を表 11 に示す．血清 TEAC 値にのみ群間の差が

認められた．その他の血中・尿中成分および食事調査などから 2 群の

差は認められなかった．そして，各パラメーターから交互作用は認めら
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れなかった（P  >  0 .05）．このことから，A 群と B 群のテスト期間およ

びコントロール期間を合わせて解析した．  

また，ベースラインおよび介入 42 日目に行った食事調査において，

対象者の普段の食物摂取状況に有意な変化は認められなかった（ data 

not  shown）．  

 

2 .3 . (b) テスト期間とコントロール期間のパラメーターの変動  

 各介入期間の時系列変化を表 12 に示す．テスト期間とコントロール

期間の変化パターンに差が認められたパラメーターについては多重比較

を行った．  

トマトジュースを飲用したテスト期間において，血清 α -カロテン，

β -カロテン，リコペンおよび α -トコフェロール濃度が介入前に比べて

介入 1 週間後に有意に上昇し（al l ,  P  <  0.001），2 週間後もその状態

が保たれていた．血清ルテイン濃度は 1 週間後のみ上昇がみられ（P  <  

0.05），血清ビタミン C 濃度は 1 週間後に有意な上昇が認められ，2 週

間後もその状態が保たれていた（both,  P  <  0 .05）．酸化ストレス関連

マーカーの変動からは，血清 ROM 値の 1 週から 2 週間後にかけての有

意な低下が認められた（P  <  0 .01 ,  <  0.001 ,  respect ively）．尿中 8-

Isoprostane 濃度は 1 週および 2 週間後において有意な低下がみられた

（both,  P  <  0.001）．血清抗酸化マーカーの TEAC 値は介入前と比較

して 1 週および 2 週間後に有意な上昇が認められた（P  <  0 .001,  < 0 .01 ,  

respect ively）．テスト介入期間にはその他の血中および尿中パラメー

ターに有意な変動は認められなかった．コントロール期間においては血

清 α -カロテン，リコペンおよび α -トコフェロール濃度が介入 1 週間後

に有意な上昇を示し（al l ,  P  <  0.05），血清ビタミンＣ濃度は介入 2 週
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間後に低下がみられた（P  <  0 .05）．酸化ストレス関連マーカーにはコ

ントロール期間中の有意な変動は何も認められなかった．  

 

2 .3 . (c) 血中･尿中マーカーの変化率の相関性  

テスト期間の介入前後における酸化ストレス関連マーカーの変化率

の相関性について解析した結果を表 13 に示す．血清 ROM，MDA およ

び尿中 8-OHdG の変化率から他のマーカーとの相関性は認められなか

った．血清 TEAC は BAP との間に有意な正の相関がみられ（ r  =  0 .48 ,  

P  <  0.05），尿中 8- Isoprostane との間には有意な負の相関が認められ

た（ r  =  -0 .51 ,  P  < 0.05）．さらに，酸化ストレス関連マーカーと血中

微量成分の変化率から相関性について検討した結果を表 14 に示す．血

清 ROM，MDA，TEAC および尿中 8-OHdG と血清成分の変化率間に

は相関性は何も認められなかった．血清 BAP 値は α -カロテンの変化率

と有意な正の相関が認められ（ r  =  0.65 ,  P  <  0 .01 ），尿中 8-

Isoprostane は血清ルテインおよび血清ビタミン C の変化率との間にど

ちらも有意な負の相関が認められた（ r  =  -0 .51 ,  =  -0 .52,  respect ively;  

both,  P  <  0 .05）．  

 

2 .3 . (d) テスト期間における遺伝子多型の影響  

テスト期間の介入前／1 週間後／2 週間後の血中および尿中パラメー

ターを遺伝子型で [+]群および [ ]群に分け，各時点における 2 群の差を

解析した結果を表 15-1 および 15-2 に示す．  

BCMO1*A379V/*R267S 多型は血清レチノール，カロテノイドおよび

血清酸化傷害・抗酸化マーカーにおいて 2 群の有意な差はいずれも認

められなかった．尿中 8- Isopros tane 濃度においてのみテスト介入の 1
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週間後の時点で BCMO1*A379V/*R267S  [+]群と [ ]群の中央値に差が

示され（P  <  0 .05）， [+]群に比べ [ ]群は有意に 8- Isopros tane 濃度が

高いことが認められた．介入前と 2 週間後には差はみられなかった．  

MTHFR*C677T 多型は，介入前の血清ビタミン C 濃度に有意な差が

示され， [+]群と比較して [ ]群は有意に低いことが認められた（P  < 

0.05）．その後（1 週および 2 週間後）の血清ビタミン C 濃度に両群の

差はみられなかった．血清葉酸濃度は介入 1 週間後の時点のみ 2 群の

差を認め， [+]群に比べ [ ]群で低値であった（ P  < 0 .05）．尿中 8-

Isoprostane 濃度は介入前の値において 2 群の差を認め， [+]群と比較し

て [ ]群は有意に高いことが示された（P  <  0 .05）．その後の時点では

群間の差はみられなかった．血清ホモシステイン濃度と尿中 8-

Isoprostane 以外の酸化ストレス関連マーカーには各時点における 2 群

間の差は示されなかった．  

GSTP1*I105V 多型は，血清総グルタチオン濃度に差は認められなか

った．尿中 8- Isopros tane は介入前の 2 群の有意な差を認め， [+]群に

比べ [ ]群は高いことが示された．その後， 1 週目および 2 週目の 8-

Isoprsotane 濃度に 2 群間の有意差はみられなかった．その他の酸化ス

トレス関連マーカーに群間差はいずれも認められなかった．  

 

 

2 .4 考察  

 

本研究ではリコペンをはじめとする抗酸化ビタミン類に富むトマト

ジュースの飲用による中期的な効果を酸化傷害／抗酸化マーカーから評

価し，影響の差異について遺伝的側面からアプローチした．  
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2 .4 . (a) トマトジュース飲用による影響  

テスト期間において血清 α -カロテン，β -カロテン，リコペン，α -ト

コフェロールおよびビタミン C 濃度の上昇がみられた．酸化ストレス

関連マーカーは ROM および 8- Isopros tane の低下から脂質過酸化の改

善と TEAC の上昇から抗酸化力の増大が示唆された．また，コントロ

ール期間において酸化ストレス関連マーカーに変動がみられなかった点

から，これら酸化傷害／抗酸化レベルに対する影響はトマトジュースの

飲用により抗酸化ビタミン類が補充され，生体内において適度な抗酸化

効果が発揮された結果だと考えられる．Shen らは，リコペン含有量が

同等の生のトマト，トマトジュースおよびリコペン飲料をそれぞれ 6

週間摂取させた食事介入研究において，生あるいはリコペン飲料と比較

してトマトジュースの飲用が血中抗酸化力の指標とした脂質過酸化抑制

率を上昇させ，血中の脂質バランスの改善が観察されたことを報告して

いる ( 7 4 )．このことは，リコペンの吸収率とトマトに含まれるリコペン

およびその他微量栄養素等の供給が重要であることに関連付けられる．

リコペン飲料やリコペンサプリメントの摂取については効果的とされる

一方で，単一のカロテノイドの血中濃度の上昇が他のカロテノイド代謝

に影響を及ぼすことが懸念され ( 7 5 , 8 1 )，その使用には議論の余地がある．

本研究の結果は 1 日 190 g のトマトジュースの定期的な飲用が酸化スト

レスの改善に繋がる可能性を示し，それにはリコペンを含む数種のビタ

ミン類の補充が寄与している可能性が推察された．また，トマトジュー

スに含まれるリコペンや β -カロテンなどのカロテノイドとビタミン C

などの抗酸化ビタミン類の全般的な増加は，それぞれが相補的または総

合的（シナジー効果）な抗酸化効果を生み出すとされ，リコペン単独ま

たは個々の抗酸化ビタミンの影響以上となる可能性が示唆される．この
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ことはまだ十分に解明されていないが，カロテノイド，ビタミン C お

よび α -トコフェロールはその相互作用や複合作用について in  vi t ro お

よび in  v ivo においていくつか示されている ( 8 1 - 8 3 )．トマトジュースな

どの食品を他の食事とともに同時に摂取する場合には，食事性たんぱく

質や脂質にもカロテノイドの代謝は影響を受ける ( 8 4 )．本研究では基準

食の PFC 比は日本人の食事摂取基準 ( 8 5 )の範囲で設定したが，食品マト

リクスまたは摂取する際の共存たんぱく質や脂質について今後検討が必

要であり，抗酸化物質の効率的かつ過不足のない供給が実現できると考

えられた．  

一方で，MDA および 8-OHdG にはトマトジュースの飲用による有意

な変動は認められなかった．尿中 8-OHdG は DNA の酸化傷害レベルを

反映するマーカーであることから以下の要因が考えられた．生体内にお

いて，早期にカロテノイドなどの影響を受けるのは過酸化脂質であるこ

とが先行研究において示唆されており ( 7 1 , 7 5 )，2 週間という飲用期間や 1

日 190 g というトマトジュース負荷量では DNA の酸化損傷の修復まで

達していない可能性が推察された．また，第 1 章と同様に MDA に関し

ては血中レベルの変化は抗酸化物質などの影響が反映される情報が一時

的である可能性が考えられ，中期的な影響を捉えられなかったと推察さ

れる．そして，Tyssandier らのトマトジュース負荷試験において MDA

への影響が認められなかったとする報告には，被験者が比較的健康であ

り，MDA が基底レベルにあった可能性を推察している ( 2 6 )．Thompson

らは定常時の脂質過酸化状態が低い集団は野菜・果物の摂取量を増大さ

せてもベースラインより有意に低下することはなかったことを示してい

る．このことは尿中 8-OHdG にも共通するとしており ( 1 6 )，健康人を対

象とする介入研究においては今後さらなる検討が必要だと考えられた．
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また，同じ脂質過酸化状態を反映する MDA と 8- Isoprostane の変動に

矛盾があった点については，第 1 章および本章の結果にあるように定

常時における両者の相関性は認められなかったことから，両者は必ずし

も同時に同様の傾向を示さず，トマトジュース飲用による感度が異なる

可能性が考えられた．  

 

2 .4 . (b) 遺伝子型（Genotype）による影響の差異  

遺伝的因子の関与は，尿中 8- Isopros tane の変動から認められた．

MTHFR*C677T [+]群に比べ [ ]群は飲用前の 8- Isoprostane 濃度が高値

であったが，1 週間後には差は認められず，2 週間後も同様であった．

MTHFR*C677T 多型と 8- Isoprostane の関連については第 1 章に述べた

とおりであるが ，このことはト マトジュースの 飲用は尿中 8-

Isoprostane レベルの高い（脂質過酸化が増大した）被験者に対してよ

り有用である可能性を示す．現在まで，MTHFR*C677T 多型とトマト

ジュースの飲用に関して検討はなされていないが，Bub らの報告では

PON1*Q192R 多型がトマトジュース飲用前後の変化率に影響したこと

を示唆している ( 3 2 )． PON1*Q192R 多型のマイナーアレルをもつ群

（QR/RR 型）は正常型の群（QQ 型）よりもベースラインにおいて血

中脂質過酸化レベルが高値であったが，2 週間のトマトジュース飲用後

の低下率はマイナーアレルをもつ群の方が有意に大きいことが示され，

個人間変動の要因ではないかと推察されている．本研究の結果では，

MTHFR*C677T 多型がトマトジュース飲用による抗酸化効果の個人差

の一部を説明しうることが示唆された．さらに，MTHFR*C677T およ

び GSTP1*I105V 多型のどちらも [ ]群に該当する者はそうでない被験

者と比較してトマトジュース飲用による 8- Isoprostane 変化率が [ ]群
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で有意に高いことが観察された（% change;  [+] :  -15 .5  % vs  [ ] :  -

35 .4  %,  P  <  0.05）．しかし，この [ ]群に該当する被験者は 4 名のみ

であったため，今後サンプルサイズを大きくした検討が必要となる．  

 

2 .4 . (c) 研究の限界と課題  

本研究の限界は，まず，第 1 章と同様にサンプルサイズが小さいこ

と，抗酸化酵素についての影響を加味していないことおよび自己申告の

情報は実際の生活状況を反映していない可能性があることであり，それ

に付随して，設定した基準食と被験者らの普段の食事には少なからずギ

ャップがあることが挙げられる．実際に，尿中 8- Isopros tane 排泄量は，

食事摂取パターンなどの変更によっても影響を受けることが報告され

( 1 0 )，その他にも望ましい食事習慣をもつ者は DNA 酸化傷害レベルが

低いことが示されている ( 1 2 )．これらの影響を最小限に抑えるためには，

介入前に規定食の run- in 期を設けることで集団の酸化傷害レベルのベ

ースラインが比較的揃えられるという報告があり ( 1 0 , 1 6 )，今後，より信

頼性の高い研究を行うために必要であると考えられた．さらに，リコペ

ンの生物学的利用能に関する考慮が不十分であることも本研究の限界の

1 つである．食品に含まれるリコペンには大きく分けてシス型とトラン

ス型の貯蔵形態があり，トランス型に比べシス型リコペンの多いトマト

は生物学的利用能が高いと報告されている ( 8 6 )．本研究ではトマトジュ

ースおよび血中のリコペンは総リコペンとして扱っており，詳細な検討

は行えなかったが，このことは健康にとってより有益な発見となり得る

と考えられ，トマトの新規機能性について示すことができるだろう．  

 このような限界点はあるが，2 週間のトマトジュースの飲用は血中の

カロテノイド類，α -トコフェロールを増大させ，それらによって適度な
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抗酸化効果が誘導されたことが示唆された．さらに，血中ビタミン C

濃度が低く尿中 8- Isoprostane レベルの高い MTHFR*C677T 多型の TT

型を有する者に対してトマトジュースの飲用がより有用である可能性を

新たに見出した．   
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第 3 章  

シュンギクの摂取による抗酸化効果と  

酸化ストレスに関連する遺伝子多型  

 

 

3 .1 緒言  

  

緑色の葉物野菜（Green Leafy Vegetables ,  以下 GLV ）の摂取は，2

型糖尿病をはじめとするいくつかの慢性疾患のリスク低減に寄与してい

ることが報告されている ( 8 7 - 9 0 )．最新の日本人における調査では，野

菜・果物摂取と 2 型糖尿病の関連について Kurotani らの研究により，

特定の野菜群の摂取量と糖尿病リスクの低減に関連性を見出している

( 8 7 )．その中で興味深いのは，野菜・果物の総合または果物単体では糖

尿病リスクの低減との関連が認められず，男性のみにアブラナ科野菜の

摂取量とリスク低減の関与がみられ（Odds  ra t ion;  0 .89 ,  Q4:  high  vs  

Q1:  low），男女ともに関連性が示唆されたのは GLV（ i . e . ,  ほうれん

そう，こまつな，にら，しゅんぎく，ちんげんさい，からしな，よもぎ，

ふだんそう）の摂取にあると推察されていることである（Odds  rat ion ;  

0 .81 ,  Q4 vs  Q1）．この研究では統計的な有意性は得られていないが，

同様の傾向を示した報告は複数あり，GLV 摂取と 2 型糖尿病 ( 8 8 )または

それらと循環器疾患 ( 8 9 )のリスク低減は GLV に含まれる多様な抗酸化物

質や食物繊維と関連付けられている．  

野菜摂取量や果物摂取量を増大させることは疾病予防の上で非常に

重要であるが，摂取する野菜の種類（e .g. ,  葉物，果実，根菜）や植物
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科（ e .g. ,  Cruci ferous ,  Chenopodiaceae ,  As teraceae）といった特定の

野菜またはグループが関与することを上記研究は示唆している．実生活

において，さまざまな種類の野菜や果物を摂取することは，個別の不足

分を補い合い，より多様な栄養素や Phytochemical を摂取できる面で

効果的とされる．しかしながら，日本人においては健康日本 21
( 9 1 )から

Smart  Li fe  Pro ject
( 2 1 )まで引き続き目標に掲げている野菜摂取量の 1 日

350 g 以上の達成は，平成 22 年度の国民健康栄養調査の結果から，20

歳以上の各世代で 1 つも該当がなく，本研究で対象とした 20-29 歳の

若年層の野菜摂取量は，年齢階級別で最低の約 232 g/day であった ( 2 2 )．

そのような現状を踏まえて，総体的な摂取量の増大とともに，摂取する

野菜類の種類および質に関しても注意を向けるべきである．同量の野菜

摂取であっても，その多様性が重要となる側面や，より抗酸化活性の高

い野菜の摂取が有望であるとの見解が示されている ( 9 , 1 0 , 1 6 , 9 2 )．  

本研究で取り上げたシュンギクの特徴は，消費される地域が日本，

中国，台湾，韓国などの一部のアジア地域に限定されており，その機能

性や抗酸化効果に関する報告は非常にわずかである．そして，シュンギ

クは β -カロテン，ルテインや葉酸を豊富に含み，Phytochemical の一

種であるクロロゲン酸などの数種のカフェ酸誘導体が含まれていること

から抗酸化活性の高い野菜類であるといえる ( 9 3 , 9 4 )．また，ミネラル類

も含有しており，抗酸化酵素の SOD や GPx のはたらきに不可欠な亜鉛

や銅，または高血圧やインスリン抵抗性に対する有効性が示唆されるカ

リウムやマグネシウム ( 9 5 )などの GLV に概して多い栄養素を備えている．

その機能性については，先に著者らが報告した若年女性を対象とし，本

研究で用いた酸化ストレス関連マーカーを評価指標とした 7 日間のシ

ュン ギク 摂取 試 験の 結果 より ， 血清 ROM 値 の 低下 ，尿 中 8-
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Isoprostane 濃度の減少および血清 BAP 値の上昇が認められ，摂取増大

による適度な抗酸化効果に期待がもたれた ( 3 3 )．その研究より負荷前後

における影響の個人間差，血中微量栄養素等の変動および抗酸化に関与

する成分の推定が課題となったことから，これらをより詳細に検討する

ことを目的に，シュンギク摂取による抗酸化効果について第 2 章と同

様のスタイルで食事介入試験を実施した．  

 

 

3 .2 実験材料と方法  

 

3 .2 . (a) 対象者と研究デザイン  

 対象者は第 1 章・第 2 章と同一の女子大学生 24 名から試験参加に適

格な 20 名を選んだ（除外基準等は 1.2. (a)参照）．なお，シュンギク摂

取試験は，第 2 章のトマトジュース飲用試験からは 4 ヶ月以上の間隔

をおいて実施した．倫理的配慮については第 1 章と同様である．  

研究デザインの要約を図 4 に示す．第 2 章と同様にクロスオーバー

デザインを設定し，対象者を 10 名ずつ 2 群に分けた（第 2 章の割付と

は異なる）．A 群のはじめの 2 週間は基準食のみのコントロール期間で

あり，その後 4 週間のウオッシュアウト期間をおいて，つづく 2 週間

は基準食とボイルしたシュンギクを摂取するテスト期間とした．B 群の

はじめの 2 週間はテスト期間とし，ウオッシュアウトをおいて 2 週間

のコントロール期間とした．採血・採尿のタイミング，サンプル採取の

方法，対象者への介入期間中の指示およびベースライン調査等について

は第 2 章と同様である（2.2. (a)参照）．  
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3 .2 . (b) 食事介入  

 テスト期間に摂取したシュンギクは一般小売店より購入したサトユタ

カおよび中葉春菊の 2 品種であり，それぞれ購入当日に全体を流水で

洗浄しペーパータオルで水分を除去した．その後，株元を除く可食部の

みを 3-4 cm に切り分け，シュンギク 1 pot ion/ raw 200  g を 2 L の沸騰

水中に入れ，90 秒ボイルしストレーナーにあけ，室温まで放冷した．

その後，チャック付きポリエチレン袋に入れ -30
o
C で冷凍保存した．生

200 g 相当のシュンギクに含まれる栄養素等の分析値を表 16 に示す．

シュンギクは 2 週間のテスト期間中の毎夕食時に基準食とともに 1 po-

t ion  生 200 g 相当量を規定のノンオイルドレッシング 10 g で調味して

摂取することとした．摂取の際の注意として，保存は冷凍で行い，解凍

は電子レンジにて摂取の直前に行うことを指示した．解凍後のドリップ

は自然に出たもののみ除去し，食事への混入は行わないことを伝えた．  

基準食の設定については第 2 章と同様である（2.2. (b)参照）．食事

調査より，各被験者へのエネルギー供給量に変更はなく，対象者の野菜

摂取量の平均は 235 g 程度であったことから，第 2 章と同一のメニュー

で基準食を調製した（表 10 参照）．  

 

3 .2 . (c) シュンギク中の一般および微量成分の分析  

シュンギクは被験者が摂取したものと同時かつ同様に調製し，測定

サンプルとして用いた．冷凍保存していたものを解凍し，ドリップを

除いてから測定に用いた．  

シュンギク中の水分は，常圧加熱乾燥法（直接法）によって測定し

た ( 7 7 )．空のアルミニウム製の秤量器を乾燥機に入れ 105  
o
C で 3 時間

加熱後，デシケーターに移し 1 時間放冷した．その後，恒量を求めシ
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ュンギク試料約 5 g を秤量器に採取し，全体の重量を計量した．それ

を 105 
o
C で 4 時間加熱した．加熱後，デシケーターに移して 1 時間放

冷した後，全体重量を計量し，再度乾燥機に入れ 105 
o
C で 2 時間加熱

した．加熱後，上記と同様に放冷・計量し恒量になるまで繰り返した．

乾燥前の試料と秤量器の重量から乾燥後の試料と秤量器の重量を減じ

た値を，同様に恒量とした秤量器のみの重量を減じた値で除し， 100

を乗じた値を%で表した．  

アスコルビン酸の測定は HPLC を用いた DNPH 誘導体化法 ( 7 7 )によ

り行い，シュンギク試料に 9 倍量の 5%（w/v）メタリン酸溶液を加え

ホモジネートし，フィルターにてろ過を行った．その後の操作および

HPLC による分析等は第 2 章と同様である（2.2. (c)参照）．  

葉酸は（財）日本食品分析センターに依頼し，乳酸菌 Lactobaci l lus 

rhamnosus（L.  casei）を用いた微生物学的定量法による分析を行った．  

α -カロテン，β -カロテンおよびルテインは，AOAC 分析法 ( 7 8 )に準じ

て HPLC-PAD を用いて測定した．シュンギク試料 60 g にピロガロー

ル 1.8  g を加えて細かく均一化し，それを 5 g 乳鉢に採取し，HAET 混

液を加えて磨砕した．抽出液を褐色メスフラスコに採り，総量が 40 

mL になるよう調製した．それをエタノールで 100 mL に定容し，うち

10 mL を遮光した 50 mL 容チューブに採取した．それにピロガロール

0.2  g，60%（w/v）水酸化カリウム溶液 1 mL，（粒状）水酸化カリウ

ム約 0.5  g を加えて撹拌した後，ふたをして 70
o
C の水浴中で 30 分間加

温した．その後，水冷し 1%（w/v）塩化ナトリウム溶液 15 mL，2-プ

ロパノール 3 mL を加え，ヘキサン -酢酸エチル（9:1 ,  v /v）混液を 10 

mL 加え，5-10 分間振とう器によって強振した後，溶媒層を分取した．

この操作を溶媒層が完全に無色透明になるまで繰り返し，集めた溶液を
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減圧下で乾固した後，40%（v/v）  HAET-エタノール溶液で 10 mL に

定容した．それをシリンジフィルターでろ過し，試験溶液とした．

HPLC による分析の設定条件等は第 1 章と同様である（1.2 . (b)参照）．

カロテノイドのクロマトグラムを図 5 に示す．  

 α -トコフェロールは HPLC 分析法 ( 7 7 )による定量を行った．細かく均

一化したシュンギク試料 2 g を 50 mL 容チューブに採り，1% （w/v）

塩化ナトリウム溶液 0.5  mL，3%（w/v）ピロガロール -エタノール溶液

10 mL および 60%（w/v）水酸化カリウム溶液 2 mL を加え撹拌した．

その後，遠沈管にふたをして 70
o
C の水浴中で 30 分間加温した後に水

冷し，1% 塩化ナトリウム溶液 20 mL およびヘキサン -酢酸エチル（9:1,  

v/v）混液を 15 mL 加え，5-10 分間振とう器によって強振した後，溶

媒層を分取した．この操作を溶媒層が完全に無色透明になるまで繰り返

し，集めた溶液を減圧下で乾固した後，ヘキサンで 10 mL に定容した．

それをシリンジフィルターでろ過し，試験溶液とした．HPLC による分

析の設定条件等は第 1 章と同様である（1.2. (b)参照）．α -トコフェロ

ールのクロマトグラムを図 5 に示す．  

 ポリフェノールは AOAC 分析法 ( 7 8 )に準じて，Fol in -Denis 法による

定量を行った．シュンギク試料を凍結乾燥させ，ミルサーで粉砕した粉

末試料 0.1 g を 10 mL 容遠沈管に採り，80%（v/v）メタノール溶液 7 

mL を加え，30
o
C のインキュベーターで 10 分間振とうした．その後，

遠心分離（3000 rpm x  5 min .）し，上清を分取した．残渣には 80%メ

タノール溶液を加え，同様の抽出操作を 2 回繰り返し，集めた上清を

25 mL に定容した．その試料溶液 200 μL を 1.5  mL 容チューブに入れ，

1M フェノール試薬 200 μL を添加し攪拌した後，3 分間静置した．そ

こへ 1M 炭酸ナトリウム溶液 200 μL を加えて攪拌し，室温暗所にて 1
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時間静置した．その後，遠心分離（3000 rpm x  5 min .）し，光度計で

760 nm における吸光度を測定し，没食子酸相当量としてポリフェノー

ル濃度  mg gal l ic  ac id  equivalent / raw 200  g で表した．  

DPPH ラジカル消去能の測定は DPPH 退色法 ( 8 0 )によって行い，シュ

ンギク試料を凍結乾燥させ，ミルサーで粉砕した粉末試料 0.2g に 80%

（v/v）  エタノール溶液 40 mL を加え，全体を遮光しマグネチックス

ターラーで 2 時間攪拌した．その後，80% エタノール溶液で 50 mL に

定容し，ガラス繊維フィルター（GC-50）でろ過し試料溶液とした．そ

の後の操作および吸光度測定は第 2 章と同様である（2.2. (c)参照）．  

 

3 .2 . (d) 血清・尿中酸化ストレスマーカーの測定  

 項目および測定方法は第 1 章と同様である（1.2 . (c)参照）．  

 

3 .2 . (e) 酸化ストレス関連マーカーの測定  

 項目および測定方法は第 1 章と同様である（1.2 . (d)参照）．  

 

3 .2 . ( f ) 遺伝子多型の解析  

 第 1 章のデータを用いた（1.2 . ( f )参照）．  

 

3 .2 . (g) 統計解析  

 項目および解析方法は第 2 章と同様である（2.2 . (g)参照）．  
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3 .3 結果  

 

3 .3 . (a) 対象者特性  

食事介入試験は，2011 年 5 月から 7 月に実施した．A 群および B 群

の対象者特性を表 17 に示す．血清ホモシステイン値および MDA 値に

群間の差が認められた．その他の血中・尿中成分および食事調査などか

ら 2 群の差は認められなかった．そして，各パラメーターから交互作

用は認められなかった（P  >  0 .05）．このことから，A 群と B 群のテス

ト期間およびコントロール期間を合わせて解析した．  

また，ベースラインおよび介入 42 日目に行った食事調査において，

対象者の普段の食物摂取状況に有意な変化は認められなかった（ data 

not  shown）．  

  

3 .3 . (b) テスト期間とコントロール期間のパラメーターの変動  

各介入期間の時系列変化を表 18 に示す．テスト期間とコントロール

期間の変化パターンに差が認められたパラメーターについては多重比較

を行った．  

シュンギクを摂取したテスト期間において，血清 β -カロテン，ルテ

イン濃度が介入前に比べて介入 1 週間後に有意に上昇し（ both ,  P  <  

0.001），2 週間後もその状態が保たれていた．血清葉酸濃度は 2 週間

後に上昇がみられ（P  <  0 .01），総グルタチオン濃度は 1 週間後のみに

有意な上昇が認められた（P  <  0.05）．ホモシステイン値は 2 週間後に

有意な低下がみられた（P  <  0.05）．  

酸化ストレス関連マーカーの変動からは，血清 ROM 値のテスト期間

の 1 週から 2 週間後にかけての有意な低下が認められた（P  <  0.05 ,  < 
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0 .01 ,   respect ively）．尿中 8- Isoprostane 濃度は 1 週および 2 週間後

において有意な低下がみられた（both ,  P  < 0 .001）．  

血清抗酸化マーカーの BAP 値は介入前と比べて，テスト期間の 1 週

間後に有意な上昇が認められ，その状態は 2 週間後まで維持されてい

た（both ,  P  <  0.05）．テスト介入期間にはその他の血中および尿中パ

ラメーターに有意な変動は認められなかった．コントロール期間におい

ては血清リコペン濃度にのみ介入 1 週間後の有意な上昇がみられた（  P  

<  0 .05）．コントロール期間中の有意な変動は酸化ストレス関連マーカ

ーから何ら認められなかった．  

 

3 .3 . (c) 血中･尿中マーカーの変化率の相関性  

テスト期間の介入前後における酸化ストレス関連マーカーの変化率

の相関性について解析した結果を表 19 に示す．すべてのマーカー間に

有意な相関性は認められなかった．酸化ストレス関連マーカーと血中微

量栄養素等の変化率から相関性について検討した結果を表 20 に示す．

血清 ROM，MDA，BAP および尿中 8-OHdG と血清微量栄養素等の変

化率間には相関性は何も認められなかった．血清 TEAC 濃度は，α -ト

コフェロールとの間に有意な正相関がみられた（ r  =  0.47 ,  P  <  0 .05）．

尿中 8- Isopros tane 濃度は血清 β -カロテンの変化率間に有意な負の相関

が認められた（ r  =  -0.65 ,  P  <  0.01）．  

 

3 .3 . (d) テスト期間における遺伝子多型の影響  

テスト期間の介入前／1 週間後／2 週間後の血中および尿中パラメー

ターを遺伝子型で [+]群および [ ]群に分け，各時点における 2 群の差を

解析した結果を表 21-1 および 21-2 に示す．  
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BCMO1*A379V/*R267S 多型は血清レチノール，カロテノイドおよび

血清・尿中酸化ストレス関連マーカーのいずれにおいても 2 群の有意

な差は認められなかった．  

 MTHFR*C677T 多型は，介入前から 2 週間後の血清ビタミン C 濃度

の 3 時点すべてにおいて有意な差が示され， [+]群と比較して [ ]群は有

意に低いことが認められた（al l ,  P  <  0.05）．血清葉酸は介入前および

1 週目に 2 群の差が示され（both ,  P  <  0 .05）， [+]群より [ ]群は低値

であったが，2 週間後にその差はみられなかった．また，血清ホモシス

テイン濃度は介入前の時点のみ 2 群の差を認め， [+]群に比べ [ ]群で高

値であった（P  < 0 .05）．尿中 8-OHdG は介入 1 週間後においてのみ

群間差がみられ， [+]群より [ ]群で高値であった（P  <  0 .05）．尿中 8-

Isoprostane 濃度は介入前の値において 2 群の差を認め， [+]群と比較し

て [ ]群は有意に高いことが示された（P  <  0 .05）．その後の時点では

群間の差はみられなかった．これら以外の酸化ストレス関連マーカーに

は各時点における 2 群間の差は示されなかった．  

GSTP1*I105V 多型は，血清総グルタチオン濃度およびすべての酸化

ストレス関連マーカーでいずれも差は認められなかった．  

 

 

3 .4 考察  

 

本研究では種々の抗酸化物質に富む GLV のシュンギクの摂取による

中期的な効果を酸化傷害／抗酸化マーカーから評価し，影響の差異につ

いて遺伝的側面からアプローチした．  
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3 .4 . (a) シュンギク摂取による影響  

基準食とシュンギクを摂取したテスト期間後において血清 β -カロテ

ン，ルテインおよび葉酸濃度の上昇がみられた．酸化ストレス関連マー

カーは ROM および 8- Isopros tane の低下から脂質過酸化の改善と BAP

の上昇から抗酸化力の増大が観察された．また，基準食のみのコントロ

ール期間において酸化ストレス関連マーカーに変動がみられなかった点

から，これら酸化傷害／抗酸化レベルに対する影響はシュンギクの摂取

によって適度な抗酸化効果が得られた結果だと示唆された．  

カロテノイドとフリーラジカルの相互作用，つまりカロテノイドに

よる抗酸化のメカニズムには， [1]  Radical  addi t ion/adduct  format ion，

[2]  Elect ron t ransfer  react ion および [3]  Hydrogen abs t ract ion の 3 つ

が存在するといわれる ( 9 6 )．さらに，カロテノイドは，炎症や動脈硬化

の原因である酸化 LDL により誘導される好中球やマクロファージが発

生源となる一重項酸素の消去活性が高いことで知られる．そして，生体

膜の構成成分の不飽和脂肪酸が ROS により脂質ラジカルとなり，酸素

を取り込み脂質ヒドロペルオキシドが生じる連鎖反応に対してカロテノ

イドは直接はたらきかけ，顕著な抑制効果を示すとされている ( 7 5 , 9 6 )．

特に β -カロテンは自然界に広く分布しており，食事性の抗酸化因子の

中でも重要である．本研究で得られた結果は，変化率の相関性から β -

カロテンの血中濃度の増大によって脂質過酸化マーカーである 8-

Isoprostane 濃度の減少に繋がった可能性が示唆され，上記の抗酸化メ

カニズムからも妥当だと考えられた．そして，野菜摂取の増大による血

中の β -カロテン濃度増大と脂質過酸化レベルの低下の関連性を示した

Thompson らの報告 ( 1 6 )と一致する．また，ルテインについては Zou ら

により初期段階の動脈硬化症患者と健康な対照群との間に血中ルテイン
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濃度の有意な差が認められており，ルテインの補充が抗酸化および動脈

硬化の予防に繋がるとされている ( 9 7 )．動物実験では高 β -カロテン食の

負荷は血液や網膜などの組織中のルテインの低下を引き起こすことが

Wang ら ( 8 1 )により示されているが，野菜や食事から摂取されるカロテ

ノイドは単独ではなく，本研究で実施したシュンギク摂取の影響は β -

カロテンとルテインの経時的増加と維持を示し，両者の適度な範囲内の

量を供給できたと推定された．  

一般的に GLV に多く含まれる葉酸は，ホモシステイン代謝の上で必

須の栄養素である．ホモシステインは血管内皮細胞の直接的な傷害と

LDL の過酸化から動脈硬化を惹起すると考えられている．また，ホモ

システインの上昇は GPx 活性を阻害することが Outinen らにより報告

され ( 9 8 )，GPx の不活性化は過酸化脂質および H2 O2 濃度を増大させ，

さらには GPx の阻害から遊離ホモシステインを生じることが Chen ら

により示されている ( 9 9 )．Sahin らの動物実験によって，負荷する葉酸

量に依存して血中ホモシステイン値と脂質過酸化レベルが低下すること

が示され ( 1 0 0 )，このことは本研究でシュンギク摂取により補充された葉

酸の血中濃度の上昇と尿中 8- Isopros tane 排泄量および血清ホモシステ

イン値の低下が認められことの妥当性を意味する．  

DNA 酸化傷害レベルを反映する尿中 8-OHdG はテスト期間前後で若

干の低下はみられたものの，有意な差は認められなかった．8-OHdG と

喫煙や飲酒などの疾病リスクとの関連は数多く報告されているが

( 8 , 1 2 , 1 3 )，Schmidt らは介入前の時点で 8-OHdG 濃度が高レベルの被験

者でない限りは β -カロテン投与などによる酸化ストレスの改善効果は

認められないとしている ( 1 0 1 )．Mart ínez -Tomás らの報告において野菜

スープの摂取による血中 β -カロテン濃度の上昇と尿中 8- Isoprostane 排
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泄量の低下は認められているが，血中 8-OHdG 値の有意な変動はみら

れていない ( 2 4 )．さらに，β -カロテンとルテインが豊富であるというこ

とにおいて本研究に近い研究として Moser らの行った 16 日間のホウレ

ンソウ摂取試験（225 g/day）では，血中葉酸値の上昇と血中ホモシス

テイン値の低下はみられているが，評価に用いた 4 種の酸化的 DNA 傷

害マーカー（ e .g . ,  pur ines -Formamidopyr imidine  glycos ylase  sens i -

t ive s i te）のうち 16 日後に有意な変動が認められたのは 1 つであった．

その一方でアブラナ科野菜の摂取は DNA 酸化傷害に対して有効である

ことが Riso らによって報告されている ( 9 )．アブラナ科植物（e .g. ,  ブロ

ッコリー，クレソン）には普遍的に含硫化合物のイソチオシアネート類

が含まれており，疫学研究からがん予防効果に期待がもたれている野菜

類である ( 9 , 9 2 )．ブロッコリーなどに含まれるイソチオシアネート類の

スルフォラファンは特に DNA 酸化傷害の修復に有用であるとされ，解

毒酵素の活性を調整することなどで抗酸化性を発揮するとされる．本研

究で 8-OHdG に有意な変動が認められなかった結果は，シュンギクに

含まれる栄養素等の供給は DNA 酸化損傷の改善にはつながらないこと

を示唆し，野菜類に含まれる特異的・特徴的な栄養素または機能性成分

により抗酸化効果が異なる可能性が推察された．このようなことから，

被験者のベースラインレベル（ハイリスクグループの選択）や評価する

酸化ストレス関連マーカーの種類などを再考する必要があると考えられ

た．  

また，血中抗酸化レベルを示す BAP と尿中 8- Isoprostane 濃度の変

化率において負の相関がみられたことは第 1 章および本章で前述した

考察に共通し，血中 β -カロテン濃度の上昇が両マーカーに反映された

ように抗酸化力と脂質過酸化の改善に繋がった可能性が示唆された．  



64 

 

3 .4 . (b) 遺伝子型（Genot ype）による影響の差異  

遺伝的因子の関与は，すべて MTHFR*C677T 多型から認められた．

第 1 章から本章まで血中ビタミン C への何らかの関連が認められてお

り，介入前において [+]群と比較して [ ]群の血中ビタミン C レベルの低

値が示された．これは，被験者らが通常の生活習慣（食習慣）に戻ると

ビタミン C 値も各個人のベースラインレベルまで戻ることを意味し，

本研究ではテスト介入期間のすべての時点で両群とも変動は少なく，

[ ]群の中央値は [+]群よりも常に低値であった．本研究で用いたシュン

ギクに含まれるアスコルビン酸は 14-20  mg/pot ion /day であり，2 週間

この範囲の量を付加しても血中濃度の増大にはつながらないことが示唆

された．つまり，本研究で示された抗酸化効果においてアスコルビン酸

自体の影響は少なかったと推察されるが，前述した葉酸との相乗効果

( 6 6 , 6 7 )またはカロテノイドやトコフェロールなどとの相互作用 ( 8 1 - 8 3 )に貢

献している可能性はあるため，今後，アスコルビン酸の間接的な抗酸化

への関与について検討する必要があると考えられた．  

つぎに，血中葉酸値と血中ホモシステイン値は，本研究においてテ

スト期間前の時点で MTHFR*C677T 遺伝子多型による影響がみられ，

これは先行研究で報告されている CC/CT 型に比べ TT 型（本研究では

[ ]群）の血中葉酸の低値／ホモシステインの高値という結果 ( 3 9 - 4 1 )から

妥当性が示唆された．また，シュンギク摂取の 1 週間後には [+]群と [ ]

群間のホモシステイン値の差はなくなり，摂取 2 週間後には葉酸値の 2

群間の差が認められなかったことから，シュンギクの摂取により遺伝的

背景としてハイリスクでありホモシステインレベルの高い被験者に対し

て，そうでない被験者と同程度（有意差がなくなる）の状態にできるこ

とが本研究の結果から示唆された．本研究で用いた基準食の葉酸供給量
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は 1 週間の平均で 247 μg/day であり，基準食のみのコントロール期間

において有意な変動は観察されなかったことから，シュンギクに含まれ

る 127-137 μg/pot ion/day の付加量が重要であった可能性が推察された．

女子大学生を対象に行った Hiraoka らの葉酸負荷試験では，サプリメ

ントにより 400  μg/day の葉酸を補充することで TT 型の集団の血清葉

酸とホモシステイン濃度が CC/CT 型と同レベルまで改善できることが

示されている ( 1 0 3 )．本研究では葉酸は食事からのみの供給であるため，

サプリメントとは吸収率などが異なると考えられるが，適量範囲を考慮

するにあたって，一定の目安が示せたと推察された．  

MTHFR*C677T 多型の尿中 8- Isopros tane への影響は，第 2 章と同様

の傾向を示した．MTHFR*C677T [+]群に比べ [ ]群はシュンギク摂取

前の 8- Isoprostane 濃度が高値であったが，1 週間後には差は認められ

ず， 2 週間後もその状態のままであった．MTHFR*C677T 多型と 8-

Isoprostane の関連については第 1 章および第 2 章に述べたとおりであ

るが，本章の結果は脂質過酸化が増大した被験者に対してシュンギク摂

取がより有用である可能性を示す．また，本章で前述したように，葉酸

の補充と血中ホモシステインと過酸化脂質レベルの低下が認められたと

いう結果からもこれらの関連性を説明できるだろう．  

現在まで，シュンギク摂取と遺伝子多型に関連する報告はなく，ヒ

ト介入試験の分野で個別の GLV を用いた遺伝的側面からの検証はほぼ

行われていないため直接比較できる研究が少ないが，Si laste らのヒト

介入試験で緑黄色野菜や果物（かんきつ類など）を多く取り入れた高葉

酸食メニューの提供により比較的血中ホモシステイン濃度の高い

MTHFR*C677T 多型の TT 型の者の葉酸およびホモシステインレベルを

改善させることが示されている ( 1 0 4 )．本研究の結果は個別の野菜による
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栄養素・抗酸化物質の補充という点で新たな知見が得られたと考えられ

る．  

 

3 .4 . (c) 研究の限界と課題  

本研究の限界は，まず，第 1 章・第 2 章と同様にサンプルサイズが

小さいこと，ホモシステインとの関連が指摘される GPx などの抗酸化

酵素についての影響を検証していないこと，食物摂取などの自己申告の

情報は実際の生活状況を反映していない可能性があること，設定した基

準食と被験者らの普段の食事には少なからずギャップが存在することが

挙げられる．さらに，シュンギクに含まれる葉酸の生物学的利用能に関

する考慮が不十分であった．モノグルタミル葉酸とポリグルタミル葉酸

で吸収率が異なることや，咀嚼による物理的な分解の程度などは今後検

討していくべきだと考えられた ( 1 0 5 )．  

 このような限界点はあるが，2 週間のシュンギクの摂取は血中の β -カ

ロテン，ルテイン，葉酸濃度を増大し，ホモシステインレベルを低下さ

せ，それらによって適度な抗酸化効果が誘導されたことが示唆された．

さらに血中葉酸濃度が低く，ホモシステイン濃度が高く，尿中 8-

Isoprostane レベルの高い MTHFR*C677T 多型の TT 型を有する者に対

してシュンギクの摂取がより有用である可能性を新たに見出した．   
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終章  

総括と今後の課題  

 

 

 本研究は野菜類のもつ多様な機能性の 1 つである抗酸化活性をテー

マとして取り上げ，その摂取の有用性と抗酸化効果を明らかすることを

目的に，酸化ストレス関連マーカーから横断的・縦断的な検証を行った．

また，その評価には食習慣などの環境因子だけではなく，酸化ストレス

反応や抗酸化酵素などの調節に影響を及ぼす SNPs を用い，遺伝的側面

からのアプローチを試みた．現在まで，一般的な集団における酸化スト

レス関連分子の SNPs の影響に関する知見は相対的に欠如しており，野

菜摂取の抗酸化効果について効果なしとされている先行研究や個人間変

動の解釈において環境および遺伝的因子の両面から評価することが望ま

しいと考えられる．  

 生体の酸化ストレスレベルには多くの要因が複合的または依存的に作

用することが報告されている．本研究の第 1 章の結果から，酸化スト

レス関連マーカー毎に異なる影響因子が示された．先行研究において野

菜摂取量や血中の抗酸化ビタミン類濃度が高いほど酸化傷害レベルが低

いことと，本研究の第 1 章の結果は一致しており，それぞれの影響因

子は異なっていたものの，酸化傷害の低値と抗酸化レベルの高値に寄与

する抗酸化成分は野菜類が主要な食事因子となっている可能性が示唆さ

れた．また，DNA 酸化傷害の指標である 8-OHdG の高値はナトリウム

摂取量が関連していると認められ，減塩とともに野菜・果物に由来する

カリウムやマグネシウムの摂取が重要となることが推察された．  
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 トマトジュース飲用の効果はリコペンなどのカロテノイドやビタミン

C などの相補・複合的作用により得られたと推察された．シュンギクの

摂取による血清 β -カロテン，ルテイン，葉酸の上昇が血清ホモシステ

インと酸化ストレスの改善に繋がったと示唆された．そして，2 つの介

入試験で認められた抗酸化効果は，尿中 8- Isoprostane レベルの高値と

関連付けられた MTHFR 多型の影響が推察された．著者が知る限り，本

研究は食事をコントロールした介入研究において，トマトジュースおよ

び シ ュ ン ギ ク の 摂 取 に よ る 酸 化 ス ト レ ス 関 連 マ ー カ ー と

MTHFR*C677T 多型の関連を示した最初の評価である．トマトジュー

スやシュンギクの摂取により，生体成分に対する酸化傷害を軽減し，抗

酸化防御系を正常に維持されることの証明は，今後サンプルサイズを大

きくし性別および年齢層など本研究とは異なる対象の選定，SNPs のバ

リエーションおよび介入期間について検討することでさらに信頼性の高

い研究となるだろう．  

抗酸化性の強い成分については高濃度の蓄積が多少なりともその抗

酸化物質自体のプロオキシダント化を誘導することが懸念され，β -カロ

テンやクロロゲン酸については in  v i t ro または in  vivo において供給の

過多が酸化傷害の増悪因子になり得ることを示唆している ( 3 7 )．しかし，

これら研究の多くは植物性食品等から抽出・精製されたものをサプリメ

ントなどの形態にして用いており，単一の抗酸化物質の供給が生体内の

他の抗酸化物質濃度や活性に波及している可能性が指摘されている ( 1 0 6 )．

食品そのもの（ホールフード）からの抗酸化物質の補給で他の成分との

インバランスまたはプロオキシダント化に繋がるような過剰供給は報告

されておらず，実生活に基づく野菜摂取量の範囲ではそのような弊害は

少ないと考えられる．このような利点からも，野菜摂取の増大および有
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用性の高い野菜類について幅広く検討していくべきである．野菜類に含

まれる個々の機能性成分は本研究で分析した以外にフラボノイド類，ミ

ネラル類，食物繊維などがあり，これらの既知または未知の成分の機能

性やそのメカニズムの同定が今後の課題となり，生物学的利用能などを

考慮することによって一層効果的・効率的な野菜の摂取が実現できると

考えられる．また今後は，酸化ストレスを総合的に理解するために，食

事性（外因性）だけではなく内因性の抗酸化防御系として重要な抗酸化

酵素の機能や活性について検証していく必要がある．そして，将来これ

らの課題をクリアすることで野菜摂取の増大が酸化ストレスに関連する

疾病の予防または顕在化していない疾病の改善に貢献できると考えられ

た．  
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Fig. 1.   Chromatogram of the carotenoids, retinols and tochopherols 

in human serum, obtained by HPLC-PDA.  Peak identification [panel 

A]: 1, Lutein; 2, Zeaxanthin; 3, Apocarotenal; 4, β-Cryptoxanthin; 5, 

α-Carotene; 6, β-Carotene; 7, 13-cis-Lycopene; 8, 9-cis-Lycopene; 9, 

trans-Lycopene; 10, 5-cis-Lycopene; [panel B]: 1, Retinol; 2, Retinyl 

acetate; 3, Retinyl palmitate; [panel C]: 1, δ-Tocopherol; 2, α-

Tocopherol. 



Variable

No. of subjects

Age,  yr 21 (0.5)

Height,  cm 158.9 (6.7)

Weight,  kg 52.5 (7.1)

BMI,  kg/m
2 20.8 (2.2)

PAL,  Af 1.49 (0.15)

Genotype,  n (%)

BCMO1*A379V/*R267S , [+] : [–] 15 (75) :  5 (25)

MTHFR*C677T , [+] : [–] 12 (60) :  8 (40)

GSTP1*I105V , [+] : [–] 10 (50) : 10 (50)

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 605.7 (131.0)

α-Carotene,  ng/mL 155.2 (134.0)

β-Carotene,  ng/mL 407.6 (391.4)

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 279.5 (155.6)

Lutein,  ng/mL 203.3 (74.8)

Zeaxanthin,  ng/mL 33.3 (12.4)

Total Lycopene,  ng/mL 216.0 (73.8)

α-Tocopherol,  mg/mL 9.0 (1.7)

Vitamin C,  μg/mL 9.9 (1.4)

Folate,  ng/mL 6.7 (2.6)

Total Glutathione,  μg/mL 47.3 (5.5)

Uric acid,  mg/dL 4.5 (0.7)

Homocysteine,  μmol/L 6.5 (2.0)

Table 1-1.   Subject characteristics at baseline

Mean    (SD)

20

Values are mean (SD: Standard Deviation). Abbreviations: BMI, body mass index;

PAL, physical activity level; Af, activity factor. Genotype [+], AA for A379V and RR

for R267S ; CC and CT for C677T; II for I105V . Genotype [–], AV for A379V and/or

RS and SS for R267S ; TT for C677T ; IV and VV for I105V .



Variable

Dietary intake

Energy,  kcal/d 1612 (302)

Protein,  %E 13.4 (1.5)

Fat,  %E 27.2 (3.1)

Carbohydrate,  %E 59.4 (3.5)

α-Tocopherol,  mg/1000 kcal 3.2 (0.6)

α-Carotene,  μg/1000 kcal 275 (139)

β-Carotene,  μg/1000 kcal 1745 (743)

Vitamin C,  mg/1000 kcal 45.0 (20.4)

Folate,  μg/1000 kcal 129.4 (32.2)

Total Vegetables, g/d 250.7 (94.7)

Oxidative stress biomarker

Serum marker

ROM,  CARR.U 276.0 (45.9)

MDA,  μmol/L 2.02 (0.53)

BAP,  μmol/L 2752 (159)

TEAC,  μmol/L 3363 (313)

Urine concentration, ng/mg creatinine

8-OHdG 7.90 (2.29)

8-Isoprostane 1.57 (0.26)

All values are mean (SD). Abbreviations: %E, % of energy; ROM, derivatives of

reactive oxygen metabolite; MDA, malondialdehyde; BAP, biological antioxidant

potential; TEAC, trolox equivalent antioxidant capacity; 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-

deoxyguanosine; 8-Isoprostane, 8-isoprostaglandin F2alpha.

Table 1-2.   Subject characteristics at baseline

Mean    (SD)



r 
1

P 
2

r P

BMI,  kg/m
2 -0.223 0.344 -0.251 0.287

PAL,  Af 0.072 0.762 -0.021 0.931

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 0.103 0.667 0.205 0.386

α-Carotene,  ng/mL 0.201 0.396 0.311 0.182

β-Carotene,  ng/mL 0.347 0.134 0.335 0.148

β-Cryptoxanthin,  ng/mL -0.147 0.536 0.379 0.099

Lutein,  ng/mL 0.426 0.061 0.062 0.794

Zeaxanthin,  ng/mL 0.249 0.291 0.087 0.715

Total Lycopene,  ng/mL -0.096 0.688 0.312 0.180

α-Tocopherol,  mg/mL 0.425 0.055 -0.026 0.913

Vitamin C,  μg/mL 0.147 0.535 -0.424 0.052

Folate,  ng/mL 0.306 0.190 0.085 0.722

Total Glutathione,  μg/mL -0.270 0.249 0.065 0.786

Uric acid,  mg/dL 0.183 0.439 -0.364 0.115

Homocysteine,  μmol/L -0.260 0.269 -0.383 0.096

Dietary intake

Energy,  kcal/d 0.033 0.891 0.284 0.225

Protein,  %E 0.073 0.759 0.301 0.197

Fat,  %E -0.281 0.231 0.274 0.242

Carbohydrate,  %E 0.215 0.362 -0.366 0.112

α-Carotene,  μg/1000 kcal -0.252 0.284 0.431 0.058

β-Carotene,  μg/1000 kcal -0.338 0.145 0.408 0.074

α-Tocopherol,  mg/1000 kcal -0.321 0.167 0.146 0.538

Ascorbic acid,  mg/1000 kcal -0.001 0.997 0.249 0.290

Folate,  μg/1000 kcal 0.002 0.999 0.398 0.082

Vegetables, g/d 0.027 0.909 0.308 0.187

Table 2.    Pearson's correlation of serum oxidative damage makers with each parameter

Variable
ROM MDA

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: MDA, α -Tocopherol, Lutein, α -Carotene, β -

Carotene; dietary intake: β-Carotene.
1,2

Correlation coefficients and significance levels among parameters

by Pearson's correlation coefficient.



r 
1

P 
2

r P

BMI,  kg/m
2 0.116 0.626 -0.099 0.677

PAL,  Af -0.239 0.311 -0.418 0.067

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 0.164 0.490 0.205 0.386

α-Carotene,  ng/mL 0.182 0.442 0.093 0.696

β-Carotene,  ng/mL 0.070 0.769 0.047 0.843

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 0.323 0.164 0.021 0.931

Lutein,  ng/mL -0.011 0.962 0.239 0.310

Zeaxanthin,  ng/mL -0.110 0.645 0.253 0.281

Total Lycopene,  ng/mL 0.011 0.962 0.497 0.026 *

α-Tocopherol,  mg/mL -0.089 0.709 0.279 0.233

Vitamin C,  μg/mL 0.359 0.120 -0.154 0.518

Folate,  ng/mL 0.084 0.724 -0.045 0.850

Total Glutathione,  μg/mL 0.130 0.586 0.302 0.196

Uric acid,  mg/dL -0.023 0.924 0.033 0.890

Homocysteine,  μmol/L 0.139 0.558 0.237 0.314

Dietary intake

Energy,  kcal/d -0.078 0.743 -0.281 0.230

Protein,  %E -0.207 0.382 -0.049 0.838

Fat,  %E -0.003 0.988 -0.004 0.987

Carbohydrate,  %E 0.094 0.692 0.024 0.919

α-Carotene,  μg/1000 kcal 0.424 0.062 0.107 0.654

β-Carotene,  μg/1000 kcal 0.560 0.010 * 0.255 0.278

α-Tocopherol,  mg/1000 kcal 0.291 0.212 0.006 0.981

Ascorbic acid,  mg/1000 kcal 0.318 0.172 0.093 0.696

Folate,  μg/1000 kcal 0.440 0.053 0.206 0.384

Vegetables, g/d 0.348 0.133 0.042 0.860

Table 3.    Pearson's correlation of serum antioxidant makers with each parameter

Variable
BAP TEAC

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: α-Tocopherol, Lutein, α-Carotene, β-Carotene;

dietary intake: β -Carotene.
1,2

Correlation coefficients and significance levels among parameters by

Pearson's correlation coefficient,  * P  < 0.05.



r 
1

P 
2

r P

BMI,  kg/m
2 0.138 0.561 -0.078 0.744

PAL,  Af 0.181 0.446 0.220 0.351

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 0.281 0.231 -0.190 0.421

α-Carotene,  ng/mL 0.141 0.555 -0.347 0.134

β-Carotene,  ng/mL 0.181 0.444 -0.305 0.190

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 0.253 0.283 -0.085 0.722

Lutein,  ng/mL 0.403 0.078 -0.043 0.857

Zeaxanthin,  ng/mL 0.270 0.249 0.237 0.314

Total Lycopene,  ng/mL 0.307 0.189 -0.246 0.296

α-Tocopherol,  mg/mL 0.217 0.357 -0.050 0.835

Vitamin C,  μg/mL -0.402 0.079 -0.550 0.012 *

Folate,  ng/mL 0.192 0.417 -0.588 0.006 **

Total Glutathione,  μg/mL -0.385 0.093 0.015 0.951

Uric acid,  mg/dL 0.134 0.574 -0.361 0.118

Homocysteine,  μmol/L -0.200 0.398 0.308 0.187

Dietary intake

Energy,  kcal/d 0.028 0.905 -0.259 0.270

Protein,  %E 0.272 0.246 0.023 0.923

Fat,  %E 0.378 0.100 -0.107 0.652

Carbohydrate,  %E -0.449 0.047 * 0.084 0.724

Sodium, mg/1000 kcal 0.745 < 0.001 ** -0.010 0.965

α-Carotene,  μg/1000 kcal 0.338 0.145 -0.517 0.020 *

β-Carotene,  μg/1000 kcal 0.367 0.111 -0.469 0.037 *

α-Tocopherol,  mg/1000 kcal 0.441 0.052 -0.205 0.386

Ascorbic acid,  mg/1000 kcal 0.401 0.080 -0.415 0.069

Folate,  μg/1000 kcal 0.294 0.208 -0.478 0.033 *

Vegetables, g/d 0.313 0.179 -0.412 0.071

Table 4.   Pearson's correlation of urinary oxidative damage makers with each parameter

Variable
8-OHdG 8-Isoprostane

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: α-Tocopherol, Lutein, α-Carotene, β-Carotene;

dietary intake: β -Carotene.
1,2

Correlation coefficients and significance levels among parameters by

Pearson's correlation coefficient,  * P  < 0.05, ** < 0.01.



r
 1

P 
2

r P r P

Biochemical parameter

α-Carotene,  ng/mL 0.585 0.007 ** 0.567 0.009 ** 0.448 0.048 *

β-Carotene,  ng/mL 0.554 0.011 * 0.467 0.038 * 0.434 0.056

Lutein,  ng/mL 0.261 0.266 0.005 0.984 0.304 0.193

Zeaxanthin,  ng/mL 0.162 0.496 -0.045 0.852 0.208 0.379

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 0.641 0.002 ** 0.579 0.007 ** 0.410 0.073

Total Lycopene,  ng/mL 0.127 0.594 0.075 0.752 0.175 0.460

α-Tocopherol,  mg/mL 0.049 0.838 0.005 0.982 0.055 0.817

Vitamin C,  μg/mL 0.075 0.753 0.056 0.816 0.065 0.786

Folate,  ng/mL 0.552 0.012 * 0.534 0.015 * 0.270 0.249

Total Glutathione,  μg/mL -0.403 0.078 -0.195 0.410 -0.391 0.089

Uric acid,  mg/dL -0.105 0.658 0.099 0.677 -0.165 0.487

Homocysteine,  μmol/L -0.547 0.013 * -0.517 0.020 * -0.295 0.207

Oxidative stress biomarker

ROM, CARR.U 0.027 0.909 -0.287 0.220 0.152 0.523

MDA, μmol/L 0.308 0.187 0.425 0.062 0.183 0.440

BAP, μmol/L 0.348 0.133 0.507 0.023 * 0.196 0.407

TEAC, μmol/L 0.042 0.860 0.088 0.712 0.013 0.958

8-OHdG, ng/mg creatinine 0.313 0.179 0.269 0.251 0.255 0.279

8-Isoprostane, ng/mg creatinine -0.412 0.071 -0.422 0.064 -0.306 0.189

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: α -Tocopherol, Lutein, α -Carotene, β -Carotene, MDA.
 1,2

Correlation coefficients and

significance levels among percentage changes of biomarkers by Pearson's correlation coefficient,  * P  < 0.05, ** < 0.01.

Table 5.   Pearson's correlation of vegetable intakes (total, green and yellow and other) with each parameter

Variable
Total vegetables (g/day) green and yellow (g/day) other (g/day)



No. of subjects

BCMO1*A379V/*R267S

MTHFR*C677T

GSTP1*I105V

Retinol, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 634.7 (58.0) 535.5 (2.9) 0.230 ns

α-Carotene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 100.0 (34.6) 127.4 (54.8) 0.395 ns

β-Carotene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 241.8 (101.3) 329.7 (41.2) 0.612 ns

β-Cryptoxanthin, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 263.4 (129.1) 279.0 (11.9) 0.735 ns

Lutein, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 186.1 (20.5) 182.7 (16.4) 1.000 ns

Zeaxanthin, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 32.6 (11.2) 28.6 (5.2) 0.445 ns

Total Lycopene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 227.0 (47.7) 250.4 (10.1) 0.553 ns

Vitamin C, μg/mL

MTHFR*C677T 10.0 (0.9) 9.5 (1.2) 0.012 †

GSTP1*I105V 9.7 (0.6) 9.9 (0.4) 0.912 ns

Folate, ng/mL

MTHFR*C677T 6.8 (1.1) 4.3 (2.0) 0.082 ns

Total Glutathione, μg/mL

GSTP1*I105V 48.3 (3.2) 47.5 (2.4) 0.853 ns

Homocysteine, μmol/L

MTHFR*C677T 5.6 (1.2) 6.9 (1.9) 0.115 ns

10 10 －

Values are median (QD: Quartile Deviation), n=20.
 1

Genotype [+], AA for A379V and RR

for R267S; CC and CT for C677T; II for I105V.
2

Genotype [–], AV for A379V and/or RS and

SS for R267S ; TT for C677T; IV and VV for I105V.
3

Significant difference was evaluated by

using Mann-Whitney's U test between genotype [+] and [-] each genotype, † P < 0.05. ns,

not significant, P  > 0.05.

15 5 －

12 8 －

Table 6-1.   Baseline blood and urine concentration of micronutrients and

biochemical markers in subjects depending on BCMO1*A379V/*R267S ,

MTHFR*C677T  and GSTP1*I105V  genotypes.

Variable
Genotype

P  value 
3

[+] 
1

[–] 
2



Serum marker

ROM, CARR.U

BCMO1*A379V/*R267S 261 (32) 288 (22) 0.866 ns

MTHFR*C677T 274 (33) 265 (32) 0.624 ns

GSTP1*I105V 273 (33) 266 (27) 0.796 ns

MDA, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2.08 (0.27) 1.71 (0.09) 0.230 ns

MTHFR*C677T 2.15 (0.47) 1.90 (0.18) 0.792 ns

GSTP1*I105V 1.89 (0.32) 2.11 (0.31) 0.353 ns

BAP, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2738 (89) 2673 (66) 0.445 ns

MTHFR*C677T 2741 (122) 2697 (99) 0.384 ns

GSTP1*I105V 2730 (56) 2756 (94) 0.739 ns

TEAC, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 3253 (169) 3569 (170) 0.933 ns

MTHFR*C677T 3179 (108) 3536 (136) 0.970 ns

GSTP1*I105V 3173 (109) 3497 (140) 0.739 ns

Urine concentration, ng/mg cre.

8-OHdG

BCMO1*A379V/*R267S 7.43 (0.87) 7.28 (2.16) 0.800 ns

MTHFR*C677T 7.23 (1.16) 8.74 (2.02) 0.181 ns

GSTP1*I105V 7.22 (1.63) 7.50 (0.69) 0.684 ns

8-Isoprostane

BCMO1*A379V/*R267S 1.51 (0.19) 1.56 (0.19) 0.800 ns

MTHFR*C677T 1.42 (0.11) 1.78 (0.20) 0.042 †

GSTP1*I105V 1.47 (0.18) 1.65 (0.19) 1.000 ns

[–] 
2

All values are median (QD: Quartile Deviation), n=20.
 1

Genotype [+], AA for A379V and

RR for R267S; CC and CT for C677T; II for I105V .
2

Genotype [–], AV for A379V and/or RS

and SS for R267S ; TT for C677T ; IV and VV for I105V.
3

Significant difference was

evaluated by using Mann-Whitney's U test between genotype [+] and [–] each genotype, † P  <

0.05. ns, not significant, P  > 0.05.

Table 6-2.   Baseline blood and urine concentration of micronutrients and

biochemical markers in subjects depending on BCMO1*A379V/*R267S ,

MTHFR*C677T  and GSTP1*I105V  genotypes.

Variable
Genotype

P  value 
3

[+] 
1



Dependent variable Explanatory variable β P  value Adjusted R
2

8-OHdG 
a) 0.555

Sodium intake 0.745 < 0.001

8-Isoprostane 
b) 0.447

serum Folate -0.470 0.017

serum Vitamin C -0.416 0.032

Dependent variable Explanatory variable β P  value Adjusted R
2

BAP 
c) 0.313

β-Carotene intake 0.591 0.006

TEAC 
d) 0.205

serum Total Lycopene 0.497 0.026

Table 7.   Multiple regression analysis for urinary oxidative damage markers

n =20. Statical analysis was conducted by stepwise multiple regression analysis. β indicates standardized partial regression

coefficient. Log transformed data in dietary intake, β-Carotene. Genotype was scored "0" for [+], "1" for [–]. Variable included

in the model, for a): BMI, PAL, serum Uric acid, Carbohydrate (%E); for b): BMI, PAL, serum Homocysteine, β -Carotene

intake, Folate intake, MTHFR*C677T  genotype.

Table 8.   Multiple regression analysis for serum antioxidant markers

n =20. Statical analysis was conducted by stepwise multiple regression analysis. β indicates standardized partial regression

coefficient. Log transformed data in biochemical parameter, Lutein; dietary intake, β -Carotene. Variable included in the

model, for c): green and yellow vegetable intake; for d): serum Lutein.
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Listed on the Nutrition Facts label

Energy 43 kcal

Protein 2.1 g

Fat 0 g

Carbohydrate 8.0 g

Quantitative analytical results

α-Carotene 368 (29) μg

β-Carotene 559 (11) μg

Lycopene 28.0 (1.4) mg

Ascorbic acid 39 (2) mg

Total polyphenol 107.0 (1.9) mg GA eq.

DPPH radical scavenging activity 405.8 (7.9) μmol BHA eq.

Table 9.  Nutrients and bioactive compounds contained amount of high

lycopene tomato juice (1can / 190g)

Quantitative values are mean (SD: Standard Deviation), n=3. Abbreviations: GA,

gallic acid; BHA, butylated hydroxyanisole.



Energy, kcal 1548 (60) 1722 (60) 1916 (62)

Protein, g 67.4 (4.8) 70.8 (5.2) 75.2 (5.4)

Fat, %E 26.6 (2.6) 24.2 (2.6) 22.2 (2.4)

Carbohydrate, %E 54.4 (3.7) 57.5 (3.5) 60.1 (3.2)

Sodium, mg 2983 (341) 2983 (341) 3056 (349)

Potassium, mg 2333 (306) 2382 (309) 2442 (312)

Calcium, mg 555 (83) 558 (83) 567 (83)

Magnesium, mg 231 (30) 244 (32) 258 (33)

Iron, mg 7.5 (1.0) 7.9 (1.0) 8.3 (1.1)

Zinc, mg 8.1 (1.1) 8.8 (1.1) 9.5 (1.1)

Copper, mg 0.99 (0.05) 1.10 (0.06) 1.21 (0.06)

Manganese, mg 2.82 (0.33) 3.16 (0.41) 3.47 (0.47)

Retinol, μg 192 (30) ← ←

α-Carotene, μg 402 (212) ← ←

β-Carotene, μg 2541 (805) ← ←

Cryptoxanthin, μg 49 (28) ← ←

β-Carotene equivalents, μg 2791 (848) ← ←

Retinol equivalents, μg 429 (63) ← ←

Vitamin D, μg 6.5 (6.6) ← ←

α-Tocopherol, mg 5.3 (1.3) 5.4 (1.3) 5.5 (1.3)

Vitamin K, μg 137 (56) ← ←

Thiamin, mg 1.24 (0.36) 1.29 (0.37) 1.33 (0.38)

Riboflavin, mg 1.19 (0.11) 1.20 (0.11) 1.21 (0.10)

Vitamin B6, mg 1.25 (0.26) 1.31 (0.26) 1.36 (0.26)

Vitamin B12, μg 2.6 (1.1) ← ←

Folate, μg 240 (10) 246 (10) 256 (10)

Ascorbic acid, mg 71 (12) ← ←

Total dietary fiber, g 12.0 (2.9) 12.4 (3.0) 13.2 (3.2)

Salt equivalents, g 7.6 (0.9) 7.6 (0.9) 7.7 (0.9)

Total vegetables, g 239.7 (18.7) ← ←

  green and yellow, g 62.1 (18.5) ← ←

  other, g 177.6 (21.6) ← ←

All values are mean (SD) per day. ← Same as left (1500kcal diet group). Nutrition analyses were

performed by using the calculation software (Excel Eiyo-kun, Kenpakusha, Tokyo, Japan).

Table 10. Energy and macro- and micro-nutrients contained in one week cycle

basal diet menus by diet group

Diet group, n =20

1500kcal, n =12 1700kcal, n =4 1900kcal, n =4



Fig. 3.   Chromatogram of ascorbic acid and carotenoids in tomato juice, 

obtained by HPLC and HPLC-PAD.  Peak identification [panel A]: 1, 

Ascorbic acid; [panel B]: 1, β-Carotene; 2, Lycopene. 



Variable

Age,  yr 21 (0.4) 21 (0.4) 1.000

Height,  cm 161.4 (4.4) 155.5 (4.3) 0.853

Weight,  kg 49.7 (5.1) 53.4 (4.9) 0.912

BMI,  kg/m
2

20.9 (1.7) 20.9 (1.0) 0.853

PAL,  Af 1.49 (0.11) 1.48 (0.09) 0.353

Genotype,  n (%)

BCMO1*A379V/*R267S , [+] : [–] 8 (40) : 2 (10) 7 (35) : 3 (15) 1.000

MTHFR*C677T , [+] : [–] 5 (25) : 5 (25) 7 (35) : 3 (15) 0.650

GSTP1*I105V , [+] : [–] 6 (30) : 4 (20) 4 (20) : 6 (30) 0.656

Dietary intake

Energy, kcal/d 1702 (189) 1566 (200) 0.143

Protein, %E 13.8 (0.6) 13.5 (0.8) 0.481

Fat, %E 26.3 (1.2) 26.8 (2.5) 0.631

Carbohydrate, %E 59.6 (1.8) 60.3 (2.9) 0.436

Vegetables, g 243.8 (72.8) 282.1 (92.9) 0.684

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 588.2 (56.1) 671.1 (90.6) 0.190

α-Carotene,  ng/mL 119.7 (49.8) 105.3 (33.6) 0.971

β-Carotene,  ng/mL 315.6 (87.6) 274.6 (118.5) 0.579

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 271.2 (106.8) 293.8 (94.0) 0.684

Total Lycopene,  ng/mL 218.6 (46.5) 242.7 (40.0) 0.353

Lutein,  ng/mL 177.1 (33.8) 191.9 (35.7) 0.247

Zeaxanthin,  ng/mL 31.0 (12.8) 31.2 (4.4) 0.529

α-Tocopherol,  mg/mL 8.8 (1.0) 9.0 (0.9) 0.280

Vitamin C,  μg/mL 9.7 (0.3) 9.9 (0.8) 0.481

Folate,  ng/mL 5.8 (1.2) 7.4 (2.1) 0.052

Homocysteine,  μmol/L 6.6 (1.1) 5.6 (1.4) 0.631

Total Glutathione,  μg/mL 49.3 (2.9) 46.2 (4.4) 0.796

Uric acid,  mg/dL 4.2 (0.5) 4.6 (0.3) 0.529

Oxidative stress biomarker

ROM,  CARR.U 272.0 (31.3) 266.0 (28.8) 0.853

MDA,  μmol/L 1.98 (0.23) 2.02 (0.34) 0.631

BAP,  μmol/L 2739 (99) 2747 (91) 1.000

TEAC,  μmol/L 3173 (109) 3497 (140) 0.019 †

8-OHdG, ng/mg cre. 7.14 (0.57) 8.10 (1.90) 0.052

8-Isoprostane, ng/mg cre. 1.61 (0.19) 1.46 (0.19) 0.165

Table 11.   Baseline characteristics by test group

All subjects, n =20

group A, n =10 group B, n =10 P  value 
1

Values are median (QD: quartile deviation). Abbreviations: %E, % of energy; ROM, derivatives of

reactive oxygen metabolite; MDA, malondialdehyde; BAP, biological antioxidant potential; TEAC, trolox

equivalent antioxidant capacity; cre, creatinine; 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; 8-Isoprostane, 8-

isoprostaglandin F2alpha. Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S; CC and CT for C677T ; II for

I105V. Genotype [–], AV for A379V and/or RS and SS for R267S ; TT for C677T ; IV and VV for I105V .
1

Variable data were tested for statistical significance using Mann-Whitney's U test and chi-square test

between two groups, † P  < 0.05.



Treatment Time
Treatment

x Time

Retinol, ng/mL 646.0 (153.5) 723.1 (138.5) 721.4 (120.8) 624.3 (127.3) 718.5 (122.1) 713.4 (147.8) ns < 0.0001 ns

α-Carotene, ng/mL 
1 127.1 (1.8) 165.7 (1.7)*** 168.4 (1.5)*** 130.7 (1.8) 151.0 (1.7)* 127.7 (1.7) < 0.01 < 0.0001 < 0.0001

β-Carotene, ng/mL 
2 324.8 (1.9) 455.9 (1.7)*** 489.3 (1.5)*** 346.5 (1.9) 375.7 (1.8) 319.7 (1.7) < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

β-Cryptoxanthin, ng/mL 272.1 (146.3) 250.8 (130.5) 226.2 (99.0) 358.5 (217.7) 332.4 (176.0) 281.3 (154.4) < 0.05 < 0.05 ns

Total Lycopene, ng/mL 215.2 (81.5) 465.7 (119.4)*** 529.1 (112.8)*** 241.9 (61.8) 279.1 (70.3)* 254.5 (55.6) < 0.001 < 0.001 < 0.001

Lutein, ng/mL 189.4 (76.0) 208.7 (63.7)* 195.6 (45.9) 194.6 (83.5) 205.3 (53.1) 178.2 (42.2) ns < 0.05 < 0.05

Zeaxanthin, ng/mL 31.3 (11.6) 31.2 (9.2) 28.5 (7.8) 30.3 (10.6) 32.4 (10.0) 27.5 (8.4) ns < 0.05 ns

α-Tocopherol, mg/mL 8.7 (1.8) 10.5 (1.7)*** 10.3 (1.9)*** 8.4 (1.9) 9.5 (1.9)* 9.1 (1.9) < 0.001 < 0.0001 < 0.01

Vitamin C, μg/mL 9.9 (1.8) 11.2 (1.0)* 11.0 (1.4)* 10.2 (1.7) 9.7 (1.8) 9.0 (2.1)* < 0.001 ns < 0.01

Folate, ng/mL 6.3 (2.3) 6.4 (1.7) 6.1 (2.0) 6.8 (2.7) 6.0 (2.1) 5.6 (1.8) ns < 0.05 ns

Homocysteine, μmol/L 6.4 (1.8) 6.7 (1.6) 6.8 (1.7) 6.9 (2.5) 6.8 (2.3) 6.7 (1.7) ns ns ns

Total Glutathione, μg/mL 48.2 (5.3) 46.1 (5.7) 46.3 (4.3) 49.4 (6.2) 46.3 (6.8) 47.8 (6.7) ns < 0.001 ns

Uric acid, mg/dL 4.5 (0.7) 4.3 (0.6) 4.3 (0.6) 4.5 (0.6) 4.3 (0.6) 4.2 (0.6) ns < 0.01 ns

ROM, CARR.U 289 (46) 273 (38)** 256 (30)*** 270 (40) 278 (35) 267 (34) ns < 0.001 < 0.001

MDA, μmol/L 1.92 (0.42) 2.36 (0.58) 2.27 (0.53) 2.21 (1.03) 2.26 (0.52) 2.13 (0.56) ns ns ns

BAP, μmol/L 2761 (136) 2725 (116) 2715 (114) 2774 (153) 2741 (115) 2693 (114) ns < 0.05 ns

TEAC, μmol/L 3212 (271) 3575 (282)*** 3530 (339)** 3438 (283) 3559 (320) 3456 (242) ns < 0.001 < 0.05

8-OHdG, ng/mg cre. 7.90 (2.57) 8.01 (2.86) 9.28 (3.15) 8.57 (2.68) 8.18 (3.89) 8.66 (2.61) ns ns ns

8-Isoprostane, ng/mg cre. 1.53 (0.27) 1.26 (0.27)*** 1.17 (0.14)*** 1.52 (0.24) 1.45 (0.37) 1.38 (0.30) < 0.05 < 0.0001 < 0.05

Values are mean (SD).
1,2

Values are expressed as geometric mean (GSD: geometric standard deviation).
3

Significant difference from week 0 each intervention was

analyzed by repeated measures ANOVA with post hoc Bonferroni correction, * P  < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. ns, not significant, P  > 0.05.

Table 12.   Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects during the interventions

Test intervention (n =20) Control intervention (n =20) P  values 
3

week 0

Pre

week 1 week 2

Post

week 0

Pre

week 1 week 2

Post



MDA BAP TEAC 8-OHdG 8-Isoprostane

ROM 0.13 -0.01 0.12 0.19 -0.24

MDA ― 0.03 0.09 0.00 0.19

BAP ― ― 0.48 * 0.25 -0.35

TEAC ― ― ― 0.10  -0.51 *

8-OHdG ― ― ― ― -0.20

1
 It was calculated according to the following equation: percentage change = (Post / Pre) x 100 - 100.

Table 13. Correlation coefficients among percentage changes
1

of serum and urine

oxidative stress markers during test intervention

Correlation coefficients and significance levels among percentage changes of biomarkers by Pearson's

correlation coefficient,  * P  < 0.05.



ROM MDA BAP TEAC 8-OHdG 8-Isoprostane

Retinol,  ng/mL 0.34 0.20 0.35 0.32 0.47 -0.38

α-Carotene,  ng/mL 0.12 -0.36     0.65 ** 0.33 0.43 -0.41

β-Carotene,  ng/mL 0.29 -0.22 0.44 0.24 0.41 -0.41

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 0.03 -0.37 -0.06 -0.19 0.27 -0.23

Total Lycopene,  ng/mL -0.23 -0.21 0.29 0.29 0.48 0.05

Lutein,  ng/mL 0.30 0.08 0.22 0.40 0.30    -0.51 *

Zeaxanthin,  ng/mL -0.36 -0.04 0.06 0.10 0.22 0.08

α-Tocopherol,  mg/mL 0.06 0.17 -0.01 -0.23 0.35 0.03

Vitamin C,  μg/mL 0.32 -0.39 0.02 0.18 0.36    -0.52 *

Folate,  ng/mL 0.40 0.26 0.28 -0.09 0.42 -0.08

Homocysteine,  μmol/L -0.23 -0.31 0.25 -0.07 0.19 -0.06

Total Glutathione,  μg/mL -0.06 -0.02 0.17 0.30 0.04 -0.36

Uric acid,  mg/dL 0.14 0.30 0.33 0.05 0.02 -0.01

Table 14. Correlation coefficients among percentage changes of serum and urine oxidative stress markers and blood parameters in

subjects during the test intervention

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: α-Tocopherol, Lutein, α-Carotene, β-Carotene. Correlation coefficients and significance levels among

percentage changes of oxidative stress and blood parameters by Pearson's correlation coefficient,  * P  < 0.05, ** < 0.01.



No. of subjects

BCMO1*A379V/*R267S

MTHFR*C677T

GSTP1*I105V

Retinol, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 634.7 (54.7) 721.8 (77.6) 752.2 (55.2) 689.4 (146.5) 707.3 (108.3) 664.0 (42.5)

α-Carotene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 110.7 (45.6) 133.0 (53.5) 140.1 (36.2) 116.6 (62.5) 178.9 (62.3) 178.3 (41.9)

β-Carotene,  ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 258.5 (104.9) 345.6 (133.4) 420.6 (78.9) 335.5 (30.1) 542.6 (37.8) 557.7 (64.9)

Total Lycopene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 210.3 (48.4) 475.3 (55.1) 531.2 (47.9) 250.4 (63.9) 451.8 (105.5) 588.9 (12.4)

Lutein, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 165.5 (26.7) 185.1 (32.7) 181.1 (31.0) 204.7 (30.6) 200.0 (50.0) 191.1 (4.0)

Vitamin C, μg/mL

MTHFR*C677T 10.1 (1.1)† 11.4 (0.7) 11.7 (0.8) 9.6 (1.2) 11.3 (1.0) 10.3 (1.0)

GSTP1*I105V 9.9 (0.4) 11.3 (0.7) 10.5 (1.3) 9.9 (1.2) 11.9 (1.0) 11.4 (0.6)

Total Glutathione,  μg/mL

GSTP1*I105V 45.9 (4.2) 44.9 (2.2) 46.4 (2.8) 49.8 (2.1) 48.6 (2.8) 47.1 (1.7)

Folate, ng/mL

MTHFR*C677T 6.9 (1.1) 6.9 (0.7)† 6.1 (1.1) 4.3 (1.5) 5.2 (0.9) 4.5 (1.0)

Homocysteine, μmol/L

MTHFR*C677T 5.9 (1.2) 6.3 (0.6) 6.8 (1.0) 7.0 (1.2) 7.1 (1.3) 7.1 (1.9)

All values are median (QD), n=20.
1

Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S; CC and CT for C677T ; II for I105V .
2

Genotype [–], AV for A379V

and/or RS and SS for R267S; TT for C677T; IV and VV for I105V. Significant difference was analyzed by Mann-Whitney's U test between Genotype [+] and

[–] each time point, † P  < 0.05.

15 5

12 8

10 10

Table 15-1.   Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects

during the test intervention depending on BCMO1*A379V/*R267S , MTHFR*C677T  and GSTP1*I105V  genotypes

Genotype [+] 
1

Genotype [–]
 2

week 0 week 1 week 2 week 0 week 1 week 2



ROM, CARR.U

BCMO1*A379V/*R267S 285.5 (33.4) 265.0 (18.6) 254.5 (16.0) 288.5 (10.5) 275.0 (12.8) 255.0 (14.0)

MTHFR*C677T 294.8 (24.9) 270.0 (17.5) 254.8 (17.3) 272.0 (39.9) 270.5 (28.0) 255.5 (14.5)

GSTP1*I105V 288.3 (27.3) 264.3 (21.3) 253.3 (17.8) 293.3 (34.5) 271.0 (15.3) 257.0 (10.8)

MDA, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2.07 (0.24) 2.25 (0.39) 2.38 (0.44) 1.86 (0.35) 2.35 (0.46) 2.27 (0.34)

MTHFR*C677T 1.93 (0.41) 2.73 (0.47) 2.10 (0.34) 1.98 (0.15) 2.23 (0.24) 2.53 (0.34)

GSTP1*I105V 1.98 (0.36) 2.23 (0.47) 2.25 (0.50) 1.97 (0.25) 2.52 (0.40) 2.33 (0.34)

BAP, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2746 (69) 2749 (75) 2729 (84) 2744 (121) 2646 (41) 2648 (54)

MTHFR*C677T 2751 (86) 2727 (80) 2699 (118) 2737 (84) 2705 (95) 2732 (50)

GSTP1*I105V 2742 (61) 2758 (107) 2698 (71) 2792 (96) 2691 (72) 2722 (59)

TEAC, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 3170 (97) 3613 (213) 3540 (160) 3198 (35) 3444 (159) 3701 (419)

MTHFR*C677T 3166 (156) 3539 (254) 3451 (219) 3187 (84) 3640 (206) 3676 (242)

GSTP1*I105V 3211 (310) 3597 (307) 3610 (414) 3171 (53) 3583 (185) 3525 (186)

8-OHdG, ng/mg cre.

BCMO1*A379V/*R267S 7.43 (1.51) 7.92 (2.49) 8.52 (1.85) 7.10 (1.99) 5.94 (2.86) 7.81 (1.78)

MTHFR*C677T 6.67 (1.46) 6.77 (1.24) 7.96 (1.18) 7.83 (1.50) 8.92 (1.00) 8.64 (2.48)

GSTP1*I105V 7.14 (1.10) 6.39 (2.72) 7.14 (1.50) 8.16 (2.71) 9.77 (2.76) 8.04 (2.09)

8-Isoprostane, ng/mg cre.

BCMO1*A379V/*R267S 1.43 (0.23) 1.15 (0.18)† 1.16 (0.12) 1.71 (0.15) 1.48 (0.06) 1.25 (0.07)

MTHFR*C677T 1.40 (0.17)† 1.25 (0.15) 1.16 (0.12) 1.71 (0.18) 1.26 (0.24) 1.21 (0.07)

GSTP1*I105V 1.47 (0.16)† 1.31 (0.27) 1.26 (0.06) 1.50 (0.23) 1.19 (0.12) 1.12 (0.11)

week 1 week 2

All values are median (QD), n=20.
1

Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S ; CC and CT for C677T ; II for I105V .
2

Genotype [–], AV for A379V

and/or RS and SS for R267S; TT for C677T ; IV and VV for I105V . Significant difference was analyzed by Mann-Whitney's U test between Genotype [+] and

[–] each time point, † P  < 0.05.

Table 15-2.   Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects

during the test intervention depending on BCMO1*A379V/*R267S , MTHFR*C677T and GSTP1*I105V  genotypes

Genotype [+] 
1

Genotype [–]
 2

week 0 week 1 week 2 week 0



week 3-6

day 0 day 7 day 14 day 42 day 49 day 56

Fig. 4   Study design

blood

and urine

collection

Control intervention Test intervention

group B Basal diet + Crown daisy Basal diet 

n =10 Test intervention Control intervention

Wash out

regular

lifestyle

group A Basal diet Basal diet + Crown daisy

n =10

week 1 week 2 week 7 week 8



Component

Moisture, % 93.8 (0.1) 93.1 (0.2)

Ascorbic acid, mg 20 (2.6) 14 (2.6)

α-Carotene, μg 582 (14) 526 (12)

β-Carotene, μg 5450 (146) 4911 (108)

Lutein, mg 8.1 (0.2) 8.1 (0.2)

α-Tocopherol, mg 1.71 (0.2) 1.88 (0.1)

Folate, μg 137 (n/a) 127 (n/a) 

Total polyphenol, mg GA eq. 212.1 (6.7) 161.5 (27.8)

DPPH radical scavenging

activity, μmol BHA eq.
1714 (18.9) 1717 (30.9)

Table 16.  Nutrients and bioactive compounds contained amount of crown

daisy (1potion / raw 200g eq.)

Satoyutaka Chuba shungiku

Values are mean (SD: Standard Deviation), n=3. Abbreviations: GA, gallic acid; BHA,

butylated hydroxyanisole; n/a, not available.



Fig. 5.   Chromatogram of carotenoids and α-Tochopherol in crown daisy 

(Satoyutaka), obtained by HPLC and HPLC-PAD.  Peak identification 

[panel A]: 1, Lutein; 2, α-Carotene; 3, β-Carotene [panel B]: 1, α-

Tochopherol. 



Variable

Age,  yr 21 (0.0) 21 (0.4) 0.276

Height,  cm 160.1 (5.7) 154.4 (4.7) 0.384

Weight,  kg 53.8 (3.5) 48.1 (4.4) 0.226

BMI,  kg/m
2 22.0 (1.5) 20.5 (0.9) 0.545

PAL,  Af 1.48 (0.07) 1.45 (0.11) 0.970

Genotype,  n (%)

BCMO1*A379V/*R267S , [+] : [–] 6 (30) : 4 (20) 9 (45) : 1 (5) 0.303
MTHFR*C677T , [+] : [–] 6 (30) : 4 (20)  6 (30) : 4 (20) 1.000
GSTP1*I105V , [+] : [–] 5 (25) : 5 (25) 5 (25) : 5 (25) 1.000

Dietary intake

Energy, kcal/d 1711 (144) 1565 (254) 0.650
Protein, %E 13.9 (1.3) 12.9 (0.8) 0.496
Fat, %E 29.2 (1.1) 30.4 (0.7) 0.199
Carbohydrate, %E 56.9 (1.2) 56.3 (1.3) 0.650
Vegetables, g 216.6 (69.8) 236.3 (22.6) 0.940

Biochemical parameter

Retinol,  ng/mL 332.5 (52.9) 327.4 (41.7) 0.705
α-Carotene,  ng/mL 128.4 (78.9) 128.8 (37.3) 0.705
β-Carotene,  ng/mL 542.8 (322.5) 386.8 (137.0) 0.257
β-Cryptoxanthin,  ng/mL 187.6 (29.6) 122.9 (14.8) 0.059
Total Lycopene,  ng/mL 293.5 (100.5) 313.8 (88.0) 0.880
Lutein,  ng/mL 220.2 (72.1) 174.3 (42.1) 0.151
Zeaxanthin,  ng/mL 29.6 (7.7) 23.1 (9.9) 0.650
α-Tocopherol,  mg/mL 10.9 (1.4) 10.1 (0.7) 0.650
Vitamin C,  μg/mL 9.3 (1.2) 9.8 (0.7) 0.650
Folate,  ng/mL 7.5 (1.5) 4.5 (1.4) 0.131
Homocysteine,  μmol/L 5.3 (0.6) 7.6 (1.3) 0.006 †
Total Glutathione,  μg/mL 45.7 (3.2) 47.0 (1.1) 0.406
Uric acid,  mg/dL 4.6 (0.3) 4.3 (0.6) 0.545

Oxidative stress biomarker

ROM,  CARR.U 268.3 (22.9) 247.0 (15.6) 0.173
MDA,  μmol/L 3.58 (0.44) 2.31 (0.28) 0.004 †
BAP,  μmol/L 2718 (51) 2676 (56) 0.427
TEAC,  μmol/L 3723 (116) 3733 (89) 0.508
8-OHdG, ng/mg cre. 8.22 (1.50) 10.11 (1.97) 0.290
8-Isoprostane, ng/mg cre. 1.31 (0.14) 1.18 (0.15) 0.705

Table 17.   Baseline characteristics by test group

All subjects, n =20

group A, n =10 group B, n =10 P  value 
1

Values are median (QD: quartile deviation). Abbreviations: %E, % of energy; ROM, derivatives of

reactive oxygen metabolite; MDA, malondialdehyde; BAP, biological antioxidant potential; TEAC, trolox

equivalent antioxidant capacity; cre, creatinine; 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; 8-Isoprostane, 8-

isoprostaglandin F2alpha. Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S ; CC and CT for C677T ; II for

I105V . Genotype [–], AV for A379V and/or RS and SS for R267S; TT for C677T ; IV and VV for I105V .
1

Variable data were tested for statistical significance using Mann-Whitney's U test and chi-square test

between two groups, † P  < 0.01.



Treatment Time
Treatment

x Time

Retinol, ng/mL 382.7 (88.3) 410.5 (80.2) 372.2 (80.2) 346.9 (77.3) 399.2 (127.8) 355.8 (73.2) ns < 0.01 ns

α-Carotene, ng/mL 
1 169.8 (2.0) 178.1 (1.9) 172.2 (1.8) 145.2 (2.0) 164.9 (1.8) 155.6 (1.8) ns < 0.05 ns

β-Carotene, ng/mL 
2 552.7 (1.8) 650.3 (1.6)*** 666.1 (1.5)*** 536.9 (1.8) 541.6 (1.7) 485.2 (1.8) < 0.01 < 0.05 < 0.0001

β-Cryptoxanthin, ng/mL 169.5 (109.0) 201.0 (110.9) 182.4 (77.5) 169.8 (77.4) 213.6 (87.7) 207.6 (124.7) ns < 0.05 ns

Total Lycopene, ng/mL 333.0 (127.9) 314.1 (91.2) 302.8 (70.6) 317.3 (114.9) 357.7 (108.6)* 363.3 (102.8) ns ns < 0.01

Lutein, ng/mL 190.7 (68.7) 319.0 (94.7)*** 342.9 (92.6)*** 206.3 (66.9) 206.1 (59.7) 177.2 (47.8) < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

Zeaxanthin, ng/mL 29.4 (14.4) 26.6 (16.4) 25.3 (12.6) 27.0 (9.0) 24.2 (9.0) 24.2 (6.4) ns < 0.05 ns

α-Tocopherol, mg/mL 9.6 (1.6) 12.4 (2.6) 10.3 (2.5) 9.4 (2.6) 12.7 (3.1) 10.4 (2.2) ns < 0.0001 ns

Vitamin C, μg/mL 10.1 (1.4) 10.0 (2.0) 9.9 (2.4) 9.7 (2.2) 10.6 (1.8) 9.2 (2.1) ns < 0.05 ns

Folate, ng/mL 6.0 (2.4) 6.2 (2.5) 6.5 (2.5)** 6.5 (3.0) 6.8 (2.9) 6.1 (2.3) ns ns < 0.01

Homocysteine, μmol/L 7.0 (1.8) 6.6 (1.5) 6.2 (1.6)* 6.8 (2.2) 6.5 (1.4) 6.9 (1.5) ns < 0.05 < 0.05

Total Glutathione, μg/mL 47.6 (4.8) 51.9 (7.3)* 48.9 (4.8) 47.9 (6.0) 45.9 (6.0) 46.5 (5.1) < 0.0001 ns < 0.0001

Uric acid, mg/dL 4.3 (0.7) 4.4 (0.8) 4.3 (0.6) 4.4 (0.7) 4.4 (0.7) 4.3 (0.7) ns ns ns

ROM, CARR.U 270 (44) 257 (34)* 251 (38)** 265 (43) 272 (41) 270 (38) ns < 0.05 < 0.01

MDA, μmol/L 2.77 (0.79) 3.23 (0.76) 3.06 (0.79) 2.94 (0.76) 2.92 (0.79) 3.05 (0.89) ns ns ns

BAP, μmol/L 2693 (106) 2775 (133)* 2780 (152)* 2727 (107) 2759 (91) 2700 (91) ns < 0.05 < 0.05

TEAC, μmol/L 3736 (196) 3638 (216) 3783 (320) 3668 (447) 3673 (343) 3668 (329) ns ns ns

8-OHdG, ng/mg cre. 10.06 (4.36) 10.15 (4.23) 9.41 (4.89) 8.81 (4.83) 9.83 (3.49) 8.26 (3.89) ns ns ns

8-Isoprostane, ng/mg cre. 1.34 (0.44) 1.05 (0.23)** 0.86 (0.18)** 1.20 (0.29) 1.08 (0.27) 1.01 (0.25) ns < 0.0001 < 0.05

Values are mean (SD).
1,2

Values are expressed as geometric mean (GSD: geometric standard deviation).
3

Significant difference from week 0 each intervention was

analyzed by repeated measures ANOVA with post hoc Bonferroni correction, * P  < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001. ns, not significant, P  > 0.05.

Table 18.   Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects during the interventions

Test intervention (n =20) Control intervention (n =20) P  values 
3

week 0

Pre

week 1 week 2

Post

week 0

Pre

week 1 week 2

Post



MDA BAP TEAC 8-OHdG 8-Isoprostane

ROM -0.24 0.04 0.19 0.30 -0.23

MDA ― 0.01 0.26 -0.44 -0.05

BAP ― ― -0.11 -0.08 -0.22

TEAC ― ― ― -0.25 -0.13

8-OHdG ― ― ― ― -0.20

1
 It was calculated according to the following equation: percentage change = (Post / Pre) x 100 - 100.

Table 19. Correlation coefficients among percentage changes
1

of serum and urine

oxidative stress markers during test intervention

Correlation coefficients and significance levels among percentage changes of biomarkers by Pearson's

correlation coefficient.



ROM MDA BAP TEAC 8-OHdG 8-Isoprostane

Retinol,  ng/mL 0.14 -0.03 0.26 0.29 0.16 -0.06

α-Carotene,  ng/mL 0.24 -0.40 -0.21 0.03 0.30 -0.26

β-Carotene,  ng/mL 0.41 -0.26 0.16 0.02 0.23   -0.65 **

β-Cryptoxanthin,  ng/mL 0.04 0.07 -0.18 -0.15 0.10 -0.13

Total Lycopene,  ng/mL 0.09 -0.09 0.27 -0.17 0.12 0.02

Lutein,  ng/mL 0.36 -0.27 0.27 0.18 0.30 -0.27

Zeaxanthin,  ng/mL 0.31 -0.43 0.01 0.08 0.43 -0.17

α-Tocopherol,  mg/mL -0.03 -0.01 -0.44  0.47 * 0.01 0.24

Vitamin C,  μg/mL -0.09 -0.36 0.03 -0.27 0.36 -0.01

Folate,  ng/mL -0.14 0.14 -0.28 -0.08 -0.15 -0.03

Homocysteine,  μmol/L -0.25 -0.10 -0.07 0.11 0.12 0.17

Total Glutathione,  μg/mL 0.21 0.32 0.07 0.42 -0.11 -0.36

Uric acid,  mg/dL -0.22 0.08 0.20 0.37 0.10 0.01

Table 20. Correlation coefficients among percentage changes of serum and urine oxidative stress markers and blood parameters in

subjects during the test intervention

n =20. Log transformed data in biochemical parameters: α-Tocopherol, Lutein, α-Carotene, β-Carotene. Correlation coefficients and significance levels among

percentage changes of oxidative stree and blood parameters by Pearson's correlation coefficient,  * P  < 0.05, ** < 0.01.



No. of subjects

BCMO1*A379V/*R267S

MTHFR*C677T

GSTP1*I105V

Retinol, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 361.3 (43.7) 419.3 (39.6) 381.9 (35.5) 358.9 (77.8) 410.3 (51.0) 404.8 (61.4)

α-Carotene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 135.0 (66.6) 133.4 (58.7) 121.5 (53.7) 145.5 (99.5) 164.1 (92.2) 169.4 (64.6)

β-Carotene,  ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 453.3 (237.9) 521.2 (202.7) 577.6 (135.1) 655.4 (85.2) 740.0 (158.0) 758.4 (86.4)

Total Lycopene, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 323.8 (77.4) 314.4 (76.8) 286.0 (37.4) 306.6 (98.9) 310.3 (42.7) 340.7 (49.2)

Lutein, ng/mL

BCMO1*A379V/*R267S 192.9 (43.6) 301.3 (48.5) 347.1 (43.3) 184.3 (8.9) 356.4 (38.1) 378.3 (38.8)

Vitamin C, μg/mL

MTHFR*C677T 10.6 (1.0)† 11.0 (1.9)† 12.0 (2.1)† 9.0 (0.8) 8.7 (0.4) 8.8 (1.2)

GSTP1*I105V 10.6 (0.6) 9.2 (1.5) 9.3 (1.8) 9.9 (1.2) 11.9 (1.0) 11.4 (0.6)

Total Glutathione,  μg/mL

GSTP1*I105V 46.4 (1.3) 51.5 (5.3) 48.4 (1.8) 47.8 (3.6) 50.0 (5.0) 49.2 (3.2)

Folate, ng/mL

MTHFR*C677T 5.4 (1.5)† 5.5 (1.8)† 5.6 (1.8) 4.4 (0.9) 4.4 (0.4) 4.7 (0.6)

Homocysteine, μmol/L

MTHFR*C677T 6.6 (0.9)† 6.1 (0.4) 6.3 (0.7) 7.8 (1.9) 7.1 (1.4) 7.5 (1.3)

All values are median (QD), n=20.
1

Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S; CC and CT for C677T ; II for I105V .
2

Genotype [–], AV for A379V

and/or RS and SS for R267S; TT for C677T; IV and VV for I105V. Significant difference was analyzed by Mann-Whitney's U test between Genotype [+] and

[–] each time point, † P  < 0.05.

15 5

12 8

10 10

Table 21-1. Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects

during the test intervention depending on BCMO1*A379V/*R267S , MTHFR*C677T  and GSTP1*I105V  genotypes

Genotype [+] 
1

Genotype [–]
 2

week 0 week 1 week 2 week 0 week 1 week 2



ROM, CARR.U

BCMO1*A379V/*R267S 263.0 (17.5) 252.5 (17.0) 256.0 (19.1) 276.0 (16.5) 272.0 (18.8) 259.0 (12.5)

MTHFR*C677T 273.8 (23.6) 260.8 (26.4) 257.5 (22.8) 272.0 (39.9) 270.5 (28.0) 255.5 (14.5)

GSTP1*I105V 263.8 (16.8) 253.3 (16.5) 260.5 (15.5) 267.3 (41.0) 260.8 (21.0) 251.3 (22.8)

MDA, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2.36 (0.42) 3.02 (0.45) 2.96 (0.41) 2.94 (0.47) 3.27 (0.16) 2.78 (0.22)

MTHFR*C677T 2.54 (0.29) 3.29 (0.40) 2.80 (0.79) 2.70 (0.80) 3.07 (0.30) 2.94 (0.20)

GSTP1*I105V 2.51 (0.75) 3.19 (0.39) 2.90 (0.54) 2.54 (0.50) 3.10 (0.61) 2.98 (0.51)

BAP, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 2673 (62) 2820 (110) 2817 (102) 2662 (81) 2672 (11) 2725 (32)

MTHFR*C677T 2668 (54) 2782 (76) 2807 (80) 2666 (98) 2691 (137) 2776 (128)

GSTP1*I105V 2667 (48) 2729 (114) 2807 (119) 2697 (86) 2762 (118) 2782 (104)

TEAC, μmol/L

BCMO1*A379V/*R267S 3666 (101) 3627 (167) 3716 (132) 3784 (66) 3479 (88) 3651 (120)

MTHFR*C677T 3725 (143) 3612 (188) 3785 (162) 3676 (100) 3609 (198) 3687 (51)

GSTP1*I105V 3676 (66) 3612 (214) 3656 (120) 3715 (224) 3547 (193) 3785 (112)

8-OHdG, ng/mg cre.

BCMO1*A379V/*R267S 10.29 (1.33) 10.83 (3.06) 8.15 (1.92) 7.35 (2.11) 9.35 (2.50) 10.21 (3.89)

MTHFR*C677T 9.47 (2.62) 7.19 (2.44)† 8.13 (2.24) 10.89 (2.76) 13.31 (2.43) 10.04 (3.99)

GSTP1*I105V 8.13 (1.99) 8.35 (2.95) 7.46 (2.32) 11.22 (3.07) 12.22 (4.79) 9.98 (2.84)

8-Isoprostane, ng/mg cre.

BCMO1*A379V/*R267S 1.38 (0.18) 1.02 (0.18) 0.86 (0.12) 1.18 (0.09) 1.11 (0.17) 0.88 (0.10)

MTHFR*C677T 1.17 (0.13)† 0.98 (0.17) 0.85 (0.15) 1.45 (0.35) 1.18 (0.22) 0.88 (0.11)

GSTP1*I105V 1.18 (0.16) 0.88 (0.14) 0.84 (0.08) 1.43 (0.40) 1.19 (0.18) 0.87 (0.19)

week 1 week 2

All values are median (QD), n=20.
1

Genotype [+], AA for A379V and RR for R267S; CC and CT for C677T ; II for I105V .
2

Genotype [–], AV for A379V

and/or RS and SS for R267S; TT for C677T; IV and VV for I105V. Significant difference was analyzed by Mann-Whitney's U test between Genotype [+] and

[–] each time point, † P  < 0.05.

Table 21-2.   Blood and urine concentrations of micronutrients and biochemical markers of pro-oxidant and antioxidant status in subjects

during the test intervention depending on BCMO1*A379V/*R267S , MTHFR*C677T  and GSTP1*I105V  genotypes

Genotype [+] 
1

Genotype [–]
 2

week 0 week 1 week 2 week 0


