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研究成果の概要（和文）：スルフォラファン(SFN)は目立った副作用なくヌードマウス移植

KPL-1 ヒト乳癌細胞株の増大を有意に抑制し、腋窩リンパ節転移を軽減する傾向を示した。

SFN の MCF-7 と MDA-MB-231 ヒト乳癌細胞培養株に対する細胞死機構におけるオートファ

ジーの関与を検討したところ、SFN により誘発される乳癌細胞のアポトーシスに対してオート

ファジーは細胞保護的に働いていることが判明した。よって、SFN に毒性は認めず、乳癌抑制

には、SFN とオートファジー阻害剤の併用が有効であると結論できた。

研究成果の概要（英文）：Sulforaphane (SFN) significantly inhibited primary tumor growth
and tended to reduce axillary lymph node metastasis of KPL-1 human breast cancer cell
xenografts in female athymic mice with no side effects. The involvement of autophagy in
the SFN-induced apoptotic cell death of MCF-7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells
was cytoprotective. Therefore, SFN is safe and the combination of SFN with autophagy
inhibitor may be a promising strategy for breast cancer control.
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１．研究開始当初の背景
乳癌は米国人女性においては最も頻度の

高い癌であり、日本においても増加傾向にあ
り、その制圧は緊急の課題である。乳癌の原
因は明らかではないが、ホルモン、食餌因子
や遺伝素因などが挙げられる。遺伝素因とし
ては家族性乳癌が知られているが、その頻度

はそう高くない。乳癌リスクはホルモンと関
連し、体内エストロゲン環境が影響する。
我々も若年満期妊娠が乳癌リスクを減るこ
とにより、若年期での妊娠期を模倣する短期
エストロゲン暴露による動物実験でその有
効性を確認している (Tsubura A et al., In
vivo 22: 191-201, 2008. Review)。一方、癌
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の 80%以上は環境要因が関与し、そのうち
1/3 は食餌因子と関連をみる。脂肪や植物由
来の化学物質と乳癌との関係が論じられて
いるが、我々は脂肪酸に着目し、n-3 系多価
不飽和脂肪酸や、共役脂肪酸の効果を提示す
るとともに、果物や野菜に含まれる植物由来
の天然化学物質のなかでは、 genistein,
resveratrol, diallyl disulfide, perillyl
alcohol, enterolactone 等の有効性の証明と
その機序解明を行ってきた (Tsubura A et
al., Histol Histopathol (in press). Review; J
Mammry Gland Biol Neoplasia 10: 87-100,
2005. Review) 。一般にこれら化学物質は、
ヒト乳癌細胞株に対し、細胞周期を停止させ、
アポトーシスによる細胞死を引き起こすこ
とにより、細胞増殖を抑制する。アブラナ科
植物の摂取は乳癌も含めた多臓器の癌予防
に有効とされている。アブラナ科に属するブ
ロッコリーの新芽には、Sulforaphane (SFN;
l-isothiocyanato-4-(methylsulfinyl)-butane)
が多く含まれている(Zhang Y et al., Proc
Natl Acad Sci USA 91: 3147-3150,1994)。
SFN はラットの化学発癌剤で誘発される乳
癌、腸癌や前胃癌に対して有効で、ヌードマ
ウス移植ヒト大腸癌細胞株の増殖を抑制す
る。我々は、SFN のヒト乳癌細胞株に対する
抗腫瘍効果を調べたところ、濃度依存的に細
胞増殖抑制能をみとめ、細胞周期停止と細胞
死の出現をみた。そして、電顕的には細胞質
にはオートファゴゾームおよび多数のオー
トライソゾームの出現をみた。様々な化学物
質によって癌細胞株に細胞死が誘導される
が、カスパーゼに依存するアポトーシスとは
異なり、カスパーゼ非依存的な細胞死をオー
トファジー性細胞死(autophagic cell death,
autophagic degeneration, type 2
programmed cell death)と呼称する(Clarke
PG. Anat Embryol 181: 195-213, 1990)。オ
ートファジーは全ての真核細胞に普遍的に
備わる細胞内の大規模分解系のひとつであ
り、細胞質内の不要になった小器官や細胞構
造物をライソゾームにより分解・消化して細
胞の恒常性を保ったり（細胞内浄化）、飢餓
状態になったときには、生存のために自身の
成分を分解して再利用（飢餓適応）する生理
的な機構である。一方、オートファジーと癌
との関係は複雑である。そもそも、オートフ
ァジー性細胞死がオートファジーにより誘
導される細胞死の原因なのか、アポトーシス
を回避する癌細胞側の生体防御機構なのか
判然としないのが現状である。オートファジ
ーが癌細胞の細胞死を亢進しているのであ
れば、さらにオートファジーを誘導する癌治
療が理に適っており、逆に生存シグナルとし
て細胞死を抑制しているのであれば、オート
ファジーを回避する手立てが必要である。今
回 SFN をモデルとして、オートファジーを

介する乳癌細胞の死滅機構を同定し、オート
ファジーを制御することにより、より有効な
乳癌の治療法の確立を目指す。

２．研究の目的
SFN をはじめとした化学物質の乳癌細胞

への有効性の評価とすれば、まず、i)抗腫瘍
能の確認に始まり、次いで ii)細胞死の様式同
定、さらに iii)細胞死滅機構の解明が必要で
ある。乳癌の場合、被験細胞株としてはエス
トロゲン受容体陽性(MCF-7)と受容体陰性
(MDA-MB-231)のヒト乳癌細胞株を用い、ま
ず、MTT アッセイにより被験化学物質の増
殖抑制能を確認し、IC50値を算出する。次に、
トリパンブルー色素排除法により細胞死の
発現の有無をみる。また、アポトーシスの存
在は、FCM により subG1 分画の有無を見る
とともに Nucleosome ELISA キットを用い
て DNA の断片化の有無をみる。さらに、エ
フェクターキャスパーゼとして Caspase-3
の活性化の有無をみる。次いで、オートファ
ジーの存在は、Acridine Orange 染色により
酸性オルガネラ形成の比率を FCM にて測定
する。加うるに、オートファゴゾームのマー
カーである microtubule associated protein
1 light chain 3B (LC3)の mRNA レベルでの
発現変化を RT-PCR 法によりみるとともに、
Western blot 法により蛋白レベルで細胞質
型(LC-I)と膜型(LC-II)の発現をみる。同時に
LC3 の細胞内局在は蛍光免疫染色により可
視化する。これらとともに超微形態観察を行
う。以上により細胞死の様式を確定したい。
これらをふまえて細胞死滅機構の解明とし
て、オートファジー阻害剤(3-methyladenine
や bafilomycin A1)を駆使することにより、
in vitroでSFNの細胞死誘導におけるオート
ファジーの役割を検討する。なお、癌は生体
の局所より生じ、転移により全身病となる。
よって、上述した in vitro の結果の in vivo
への外挿は必須である。KPL-1 ヒト乳癌細胞
株はヌードマウスの乳腺内に正所性移植を
すると高率に領域リンパ節に転移をきたす
ことによりヒト乳癌の進展を再現する極め
てよいモデルである (Senzaki H, Tsubura A
et al., World Rev Nutr Diet 88 117-125,
2001) 。in vitro の結果をふまえ、SFN の in
vivo での乳癌増殖抑制効果をみるとともに、
毒性の有無についても評価する。

３．研究の方法
(1)ヒト乳癌細胞株のスルフォラファン
(SFN)による in vitro 増殖抑制実験
乳癌細胞株として MCF-7（ER 陽性）MDA-MB-231
（ER 陰性）を用いて D,L-Sulforaphane（純
度 99%）は LKT Laboratory, St. Paul, MN, USA
のものを使用する。MTT アッセイは SFN の濃
度を 0-100μM の範囲に設定して 0,24,48,72



時間培養し、72 時間培養時の IC50 値を算出
する。

(2) ヒト乳癌細胞株の SFNによる細胞周期の
変動の検定

①Flow cytometry

SFNの IC50値に対して上記2つの細胞株に対
して FACSCalibur (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA)にて細胞周期を解
析。
②Western blot 法
SFN の IC50 値を用いて細胞周期関連蛋白
(Cyclin A, Cyclin B, Cdc2, p21, p27)の変
動を検出。

(3)ヒト乳癌細胞株における SFN によるアポ
トーシスの検出
Bcl-2,Bax,Bcl-xLとCaspase-3抗体を用いて
SFN の IC50 値を添加して 72 時間後の各分子
の活性を Western blot 法にて判定。

(4)ヒト乳癌細胞における SFN によるオ－ト
ファジーの検出
①酸性オルガネラ形成の比較
IC50 値の SFN ならびに対照として等量の
DMSO を添加し、各の 72 時間培養後に
Acridine Orange 染色を施し、FCM にて酸性
オルガネラの比率を比率する。
②microtube associated protein 1 light
chain 3B(LC3)の発現変化
a.LC3 の細胞内局在
SFN の IC50 値を添加後 0, 24, 48, 72 時間で
の LC3 の細胞内局在を蛍光免疫染色法により
検出。
b.LC3 mRNA 発現
SFN の IC50 値を添付後 0, 24, 48, 72 時間に
おける LC3 mRNA の発現変化を RT-PCR 法によ
り検出。
c.LC3-I, LC3-II 蛋白発現
SFN の IC50 値を添加後 0, 24, 48, 72 時間に
おける LC3 蛋白発現変化を Western blot 法
にて検出。

(5)超微形態学的観察
SFN の IC50 値を添加後 0, 72 時間にて培養細
胞を回収し、遠沈により細胞を集めて
Karonvsky 固定、オスミウム後固定したもの
をエポン樹脂包埋。電子顕微鏡(JEM-10 11,
日本電子,東京)にて観察。

(6)オートファジー阻害剤による in vitro 増
感効果の検討
3-methyladenine (Sigma, St. Louis, MO,
USA)と Bafilomycin A1(Wako Pure Chemical,
Osaka)を用いて、IC50 値の SFN、それに 5μ
Μの3-methyladenine, 1mMのBafilomycin A1
をそれぞれ加えたもの、ならびに対照として

等量の DMSO を添加し、各の MTT アッセイを
行い細胞増殖の動態を比較する。

(7)ヒト乳癌細胞ヌードマウス移植系による
増殖抑制実験
可移植性高転移性 KPL-1 ヒト乳癌細胞株を
我々の既報(Singh Y, Tsubura A et al.,
Breast Cancer Res Treat 45: 15-27, 1997)
に則り、その 1X107個を雌 BALB/C-nu/nu マウ
スの胸部乳腺脂肪織内に正所性移植。

実験群として
1群:SFN・25mg/kg/day を腹腔内注射
2群:SFN・50mg/kg/day を腹腔内注射
3群:無処置対照群、を作製

SFN 投与は腫瘍移植の翌日に開始し、週 5 回
投与し(計 20 回)、移植 26 回目に実験を終了
する。

(8) ヌードマウスの毒性評価
屠殺動物における毒性発現を剖検標本にて
検索。

４．研究成果
SFN存在下で培養したMDA-MB-231と MCF-7細
胞において、時間ならびに濃度依存的細胞増
殖抑制および細胞死が確認された(72 時間
IC50 値：MCF-7,33.8±0.1μM; MDA-MB-231,
31.5±0.1μM)。 MDA-MB-231 細胞に対しては
30μMの SFN は P21WAF1と P27K1P1値の上昇と
cyclin A, cyclin B と CDC 値の減少に伴い、
S期とG2/M期での細胞周期の停止を来すとと
もに、caspase-3 の上昇と Bcl-2 値の減少に
伴い、アポトーシスを発来した。加うるに、
電顕的に観察されるオートリソゾーム･オー
トファゴゾームの存在、フローサイトメトリ
ーによるオートファジーのマーカーである
酸性オルガネラ形成と蛍光顕微鏡によるオ
ートファゴリーム結合蛋白質である LC3 の出
現により、オートファジーの誘導を検出した。
さらに、MDA-MB-231 細胞を SFN およびオート
ファジー阻害剤である 3-methyladenine また
は bafilomycin A1 存在下で培養し、酸性オ
ルガネラ形成および Propidium iodide 染色
による生存率を測定したところ、
Bafilomycin A1処置により顕著なオートファ
ジーの抑制をみると同時に、アポトーシスの
亢進が認められた。なお、Bafilomycin A1 に
よる生存率低下は、Bax 値の上昇と Caspase-3
の活性化を伴うアポトーシス誘導によるも
のであった。以上、MDA-MB-231 細胞において、
SFN により誘導されるオートファジーは、細
胞生存(細胞保護的)に作用する可能性が示
唆された。よって、SFN と Bafilomycin A1 の
併用は乳癌の制御に有効であると結論でき
る。但し、3-methyladenine ではアポトーシ
スの亢進はみなかった。
以上の結果より、SFN により誘導されるオー



トファジーは、細胞生存へ寄与していること
が示唆された。また、50mg/kg・SFN は目立っ
た副作用なしに、ヌードマウス移植 KPL-1 細
胞に対して有意な原発巣の増殖抑制をみる
とともに転移に対しても抑制傾向を示した。
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