
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２１０１

挑戦的萌芽研究

2013～2011

放射線増感作用を示す植物生理活性物質のスクリーニングとその構造の検討

Screening of radio-sensitizing phytochemicals and examination on their structures

５０１５２１９５研究者番号：

大西　健（Ohnishi, Ken）

茨城県立医療大学・保健医療学部・教授

研究期間：

２３６５９５９３

平成 年 月 日現在２６   ６ １０

円     2,700,000 、（間接経費） 円       810,000

研究成果の概要（和文）：放射線増感作用を示す植物生理活性物質を新たに同定するために、約40種類のフラボノイド
のがん細胞及び正常細胞に対する放射線増感作用について調べた。その結果、2種のフラボノイドに、新たに放射線増
感作用が見出された。その内の1種(フラボノイドA)の放射線増感作用は、正常細胞よりもがん細胞の方が強く、しかも
細胞致死作用が非常に弱いことが示唆された。フラボノイドAによる放射線増感の機序について調べたところ、アポト
ーシスの増強が寄与していることが示唆された。以上の結果から、フラボノイドAは放射線増感剤として優れた特性を
備えていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We performed screening of about 40 kinds of flavonoid to find novel radiosensitize
rs derived from plants. From the screening, we found that 2 kinds of flavonoid enhance radiosensitivity of
 cancer cells and one of the flavonoids (Flavonoid A) has a stronger radiosensitization action to cancer c
ells compared with normal cells. Furthermore, it is suggested that apoptosis contributes to the radiosensi
tization. These results show that Flavonoid A is an efficacious radiosensitizer because of its faint cytot
oxicity and preferential radiosensitization to cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 
一 部 の フ ラ ボ ノ イ ド （ apigenin 、

genistein、fisetin、quercetin など）やイ
ソチオシアネ―ト類（sulforaphane）など
の植物由来生理活性物質にはヒトがん細胞
に対して放射線増感作用あるいは増殖抑制
作用や致死作用のあることが報告されてい
る。しかし、これらの報告は特定のフラボ
ノイドなどを対象とした散発的な研究であ
る。多数のフラボノイド（7000 種以上）が
存在することを考慮するとより多くのフラ
ボノイドを包括的に扱ったスクリーニング
研究が必要と考えられる。フラボノイドは
基本的に図１のような基本構造をしている。
A 環、B 環および C 環の OH 基の場所やど
のOH 基がメチル化されているかによって
フラボノイドは多種にわたる。しかし、ス
クリーニング研究がないため、増感作用あ
るいは抗がん作用を示すフラボノイドに共
通した特徴的な化学構造が存在するのかど
うか現在不明のままである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
植物由来生理活性物質は放射線増感物質

開発の未開拓分野であり、現在までに報告
されている放射線増感作用あるいは抗がん
作用（細胞増殖抑制作用、細胞致死作用）
を示す植物由来生理活性物質は数少ない。
本研究は、植物由来生理活性物質、特にフ
ラボノイドの中から新規放射線増感物質を
見出すと共に、増感作用を示すフラボノイ
ドに共通の特徴的な化学構造があるのかど
うか検討することを目的とする。最終的に
は、正常細胞に対し悪影響が少なく（個体
への副作用が少ない）、がん細胞には致死作
用が強い放射線増感作用を示すフラボノイ
ドの同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
がん細胞（ヒト肺がん細胞 H1299、マウス

線維芽細胞 C3H/10T1/2 由来のマウスがん細
胞 C3H/MCA Clone 15)に対する約 40 種類のフ
ラボノイドの放射線増感作用および抗がん
作用（細胞増殖抑制作用、細胞致死作用）を
次の各方法で調べた。放射線増感及び細胞致

死はコロニー形成法、細胞増殖はセルカウン
ターによる細胞数カウント法により求めた。
放射線増感作用あるいは抗がん作用におい
てカギを握る部位を決定するため人為的に
メチル化させた修飾フラボノイドの放射線
増感作用および抗がん作用を調べた。放射線
増感作用および抗がん作用の分子メカニズ
ムをアポトーシス解析（DAPI 染色）、DNA 二
本鎖切断解析（H2AX 免疫蛍光染色）、タンパ
ク質/遺伝子発現解析（ウエスタンブロット
法、リアルタイム PCR 法）などを用いて調べ
た。また、放射線増感作用のあるフラボノイ
ドの正常細胞（ヒト肺線維芽細胞 HFL-Ⅲ、
C3H10T1/2) に対する致死作用及び増感作用
を検討した。さらに、それらフラボノイドの
腫瘍増殖抑制効果をヌードマウスの in vivo
実験系で調べた。X線照射は 10 MV、4 Gy/min
の条件で linear accelerator (Mitsubishi 
Medical Linac)を用いた。 
 
４．研究成果 
4-1.放射線増感作用 
約 40 種のフラボノイドの放射線増感作用

を調べたところ、新たに 2種類のフラボノイ
ド（論文発表までフラボノイド A、フラボノ
イド Bとして表記する）に放射線増感作用の
あることが分かった。フラボノイド Aによる
放射線増感率(enhancement ratio at D10)は
正常細胞（HFL-Ⅲ、C3H/10T1/2)よりもがん
細胞（H1299、C3H/MCA Clone 15)の方が高い
値を示した（図 2C）。この結果から、フラボ
ノイド Aの放射線増感作用は、正常細胞より
もがん細胞の方が強い傾向のあることが示
唆された。フラボノイド Aは、単独での細胞
致死作用が非常に弱く、しかも正常細胞への
増感作用が弱いため（図 2A,B）、放射線増感
剤として優れた特性を備えていることが示
唆された。 

図１ フラボノイドの基本構造 
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図２ フラボノイドＡの細胞生存率(A)、細胞増殖
率(B)、放射線感受性(C)に及ぼす影響.   
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フラボノイド Aの放射線増感作用の p53依
存性について調べたところ、正常型 p53保有
H1299 細胞（H1299/wtp53）と変異型 p53保有
H1299 細胞（H1299/mp53）の両細胞において、
同様な放射線増感作用が見られた（図 3）。従
って、フラボノイド Aの放射線増感は p53非
依存的であることが分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2. 放射線増感の作用機序 
フラボノイドAの放射線増感作用のメカニ

ズムを調べるため、放射線誘導アポトーシス
の出現頻度を DAPI 染色により調べた。その
結果、フラボノイド Aと放射線併用処理では
放射線単独処理よりもアポトーシス出現頻
度が増加した（図 4）。これに相関して活性型
Caspase 3 および断片化 PARPの増強が見られ
た。H2AX フォーカス数の変動については、
放射線単独処理細胞と放射線/フラボノイド
A 併用処理細胞間で有意な違いは見られなか
った（図 5）。従って、フラボノイド Aによる
アポトーシス増強は、DNA損傷量あるいはDNA
修復阻害以外の要因によることが示唆され
た。 

 
アポトーシス誘導はATPに依存しているため、
ATP 産生系（解糖系、電子伝達系）の変化が
アポトーシス増強に関与していることが予
想される。そこで、ミトコンドリア活性の調
節系である AMPK－PGC-1を中心としたシグ
ナル伝達系について解析した。リアルタイム 

 
PCR 法で PGC ファミリーの PGC-1α（図 6A）
と PRC（図 6B）の遺伝子発現について調べた
ところ、放射線単独では PGC-1α及び PRC 発
現に変化は見られなかった。また、フラボノ
イド A単独処理は、両者の発現に抑制傾向が
見られた。一方、フラボノイド A単独処理と
フラボノイド A/放射線併用処理間では、これ
ら遺伝子の発現に明瞭な違いは見られなか
った。これらの結果から、フラボノイド Aに
よる放射線誘導アポトーシスの増強はミト
コンドリア活性の調節系である AMPK－
PGC-1によるものではないことが示唆され
た。 
 

図４ フラボノイドＡによる放射線誘導アポ 
トーシスの増強. 

図５ フラボノイドＡの放射線誘導H2AX 
フォーカスに及ぼす影響.  

図６ フラボノイドＡ及び放射線の PGC-1a(A)、
PRC(B)発現に及ぼす影響.  
 

図３ フラボノイドＡのp53非依存的放射線
増感作用. 
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4-3. 担がんヌードマウスによる放射
線増感作用の検討 
フラボノイド Bについて、Ｘ線（2 Gy）単

独群と比較して併用処理群では有意差はな
いものの、腫瘍の増殖が抑制される傾向が確
認された。フラボノイド Aについては、Ｘ線
（5 Gy）との併用処理による腫瘍増殖の抑制
効果は確認されなかった。今回、高濃度のフ
ラボノイドの調製法が難しかったため、今後、
フラボノイドの至適濃度をさらに検討する
必要がある。 
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