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研究成果の概要（和文）：本研究において幾つかの食品成分等の候補からGomisin-Nと柿の葉のフラボノール（PLF）が
チェックポイント活性を阻害する結果を得た。とくにPLFはATMの活性を阻害することで、ヒト癌細胞を移植したマウス
の腫瘍組織に対する重粒子線による成長抑制作用を増感することが分かった。付随した試験においては、チャガで新た
に発見した3,4-dihydroxybenzalacetoneがDNAポリメラーゼの活性を阻害して抗癌作用を示すことや、米糠に含まれる
フェルラ酸とγトコトリエノールが強い抗癌活性を示すこと、フォスファチジルコリン・ペルオキシドが強い細胞毒性
を示すことなど、新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：ATM and ATR protein kinases play a crucial role in cellular DNA damage responses. 
The inhibition of these kinases and related molecules lead to an abolishment of one such signal pathways 
termed as ”checkpoints”. It is expected that the discovery of checkpoint modulator will be an effective 
assistance of anti-cancer therapy. We discovered several candidates from foods including resourses of 
traditional medicines. Gomisin-N and Persimmon leaf foavonols (PLF) inhibited ATR and ATM in vivo and in 
vitro, respectivly. The inhibitory effect of PLF was observed in xenograft mice which irradiated with 
heavy ion carbon beam. Addition, we discovered some food stuffs which inhibit tumor cell growth such as 
3,4-dihydroxybenzalacetone, feruic acid/gamma-tocotorienol and phosphatidylcholine peroxide. Here, we 
revealed anti-cancer effects of ingrients of foods, and clarified detailed mechanisms of intracellular 
signal regulation.

研究分野： Nutritional biochemistry

キーワード： ATM　ATR　Checkpoint　food extracts　flavonoid　gomisin-N
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１．研究開始当初の背景 
抗癌剤の多くは癌細胞の DNA 損傷を誘導
したり DNA を修飾するとで増殖抑制やアポ
トーシス誘導により腫瘍組織の縮小または
成長阻害につなげている。しかし、癌細胞で
は特に DNA 損傷修復機構である『チェック
ポイント機構』が極めて高い活性を維持して
おり、治療による DNA 損傷を素早く修復す
ることで生き抜く術を得ていることが多い。
2000 年代前半から近年までに ATM（Ataxia 
Telangiectasia Mutated；毛細血管拡張性運
動失調症原因遺伝子）や、ATR(AT and Rad3 
related)や p53 がチェックポイント機構で重
要な役割を演じていることが分かった。その
ため、化合物によるチェックポイント活性制
御により癌治療の増感作用が可能になるこ
とが示され、多くの研究者らが臨床応用への
道を模索している。我々の研究から、生薬の
ひとつである五味子の成分 Schisandrin B 
(SchB)が ATR の活性を特異的に阻害し、癌
治療増感剤のひとつとなる可能性を見出し
ている。 
我々は五味子に限らずチャガ、柿葉など、

歴史的に抗癌活性を持つとされてきた食品
をはじめ、複数の天然物由来の成分がチェッ
クポイント活性を抑制する可能性が有るこ
とをこれまでの研究結果から得ている。まだ
その活性成分を分離・単離するには至ってい
ないため、本研究において更なる研究を進め
た。天然素材の新規性を検討し、臨床へ応用
するための基礎データとしたい。有効成分を
どのような形態で体内へ運ぶべきか（経口か
静脈注射かなど）についても個々の成分でデ
ータ作りを行う。 
 
２．研究の目的 
抗癌剤の目的は癌細胞の DNA に直接傷害
を与える、あるいは合成酵素活性を阻害す
ることで細胞の成長を阻止することにある。
しかし、癌細胞はしばしば治療耐性を獲得
しており薬剤の効果を十分に発揮できない
ケースがある。我々は癌細胞の多くで高い
活性を維持している『チェックポイント機
構』と呼ばれる DNA 損傷修復機能を抑制
することで抗癌剤の効果を増強させること
を目的とした研究を行ってきた。生薬成分
のひとつ Schisandrin B はチェックポイン
ト機構における重要な酵素である ATR を
特異的に阻害し、癌細胞の DNA 損傷修復
活性を弱め、抗癌剤の作用を増強する結果
を得たが、ATM を起点とした別経路の修
復補償機能により十分な効果を得るに至ら
なかった。本研究では、治療の副作用軽減
の観点から、食品などの天然の素材に着目
してより特異的な増感作用を示す複数の化
合物を探索する。抗癌剤の投与量減少や回
数の最小化（QOL 向上）を提案できる新た
な機能性成分を提案する基礎的研究とした
い。加えて、本研究で得られる食品成分す
べてに関して、それ自身による癌細胞増殖

抑制作用や抗酸化作用など網羅的な機能解
析を合わせて行うことで、今後の新たな研
究展開にも結び付けたい。 
 
３．研究の方法 
ＤＮＡ損傷チェックポイント活性（癌細胞の
治療耐性要因）を制御する植物や生薬など複
数の食品素材の探索を行い、活性画分の候補
を複数個選別する。また、細胞内でのシグナ
ル経路の評価と合わせて成分の評価を行う。
得られた化合物または抽出物による抗癌剤
治療の増感作用を明確化するため、ヒト癌細
胞をマウスに移植する実験を行う。食品素材
に由来する癌治療増感剤を提案するための
データの蓄積を進る。さらに、関連する食品
成分および抽出成分の新たな機能性につい
ても随時検討した。チェックポイントシグナ
ルに対する影響に加えて、食品成分および得
られた抽出物や化合物それぞれについて、癌
細胞増殖抑制作用、抗酸化活性、抗肥満作用、
抗高血圧作用など、評価系として保持してい
る実験系に対して、本研究で使用するすべて
の成分や化合物の機能性を網羅的に解析す
る試みを進めることにより、得られた資金の
有効活用と研究成果の発展を図った。 
 
 各種抗癌剤に対する天然物の増感作用を
細胞レベルで検討する。いずれも歴史的に制
癌作用があると考えられている材料を素材
として用いる。我々は既に複数の研究（抗酸
化研究）で度々使用しており、各種抽出過程
や特定の化合物の精製に関する技術と情報
を保有していることから、活性物質または抽
出成分（ポリフェノール画分など）得る作業
は容易に進行できた。 
DNA 損傷チェックポイント機構を活性化す
る化学療法に関連した薬剤として下記のよ
うな薬剤について解析する。癌細胞を抗癌剤
で処理する場合、多くの場合で DNA 損傷が
誘導される。たとえば DNA の２重鎖切断や
１本鎖切断など、個々の薬剤によって特性が
異なるし、チェックポイント機構の反応も
各々で異なる。現在使用されている抗癌剤を
広くカバーできるような実験系の作成が重
要な情報となると考える。 
① 代謝拮抗剤（5-FU など細胞の一本鎖切断

薬剤） 
② トポイソメラーゼ阻害剤（ドキソルビシ

ンなどの二重鎖切断薬剤） 
各 DNA 損傷誘導薬剤に対して粗抽出物段階
の天然物由来成分が精製段階でどのような
効果的を示すか検討した。また、現在研究ベ
ースで利用されている癌細胞では様々な変
異や特性により、DNA 損傷応答反応もそれ
ぞれ独特の反応を示すことがしばしばであ
るため、いくつかの細胞を用いてコロニーフ
ォーメーション（生存率試験）、リン酸化抗
体を用いた細胞内チェックポイントシグナ
ル解析（ATM, p53, Chk1, SMC1, Brca1, 
Aurora）を行った。さらに、フローサイトメ



トリーを用いた M 期チェックポイントの解
析（Histone-H3 のリン酸化評価）を行い、
食品成分と化学療法薬剤について癌細胞死
の関連性を詳細に検討した。チェックポイン
ト阻害活性を効率良く発揮した食品成分に
ついて、動物レベルでの試験を行った。移植
モデルとしてはマウス－マウスの実験系で
ある Colon-26 マウス大腸癌細胞と Balb/c マ
ウスを用いた同系移植実験により化合物に
よるチェックポイント阻害活性の生体での
実現性を検証した。マウス－マウスの同系移
植実験系を発展させ、ヒトの作用を想定した
検討を行うが、その際はヒト胃癌細胞
MKN45 とヌードマウス（KSN/Slc）を用い
た異種移植実験によって検討した。実験方法
として、移植時には後背部に癌細胞を移植し、
１週間後に腫瘍組織が一定の大きさに到達
したことを確認する。予め化合物を投与し、
２時間後に麻酔を施し化学療法薬剤の投与
を行う。腫瘍組織の長径と短径を経日的に観
察して腫瘍サイズとして記録する。治療後は
動物生存率、腫瘍組織の容積を測定する。ま
た、腫瘍組織片をタンパク質試料として前年
度と同様のウエスタンブロット解析を行い、
チェックポイント分子の活性を測定し増感
効果の確認を行った。 
 
 
４．研究成果 
本研究において学術論文として報告した内
容を主な研究成果として以下に報告する。 
 
【成果 1：文献１】フォスファチジルコリン・
ヒドロペルオキシドの肝臓癌細胞致死作用 
 
低密度リポタンパク質（LDL）は生体内反応
で酸化されることにより、生体攻撃性のある
酸化LDL（Ox-LDLになることが知られており、
ヒトの血中からも生活習慣および食習慣の
乱れから多く検出されるようになった。様々
な病因と深く関与していることから、食品中
の抗酸化物でこの過程を阻害して健康増進
に結び付けようとする試みは多くなされて
いる。酸化フォスファチジルコリン（PC）は
酸化LDLに多く含まれていることが既に報告
されており、PC ヒドロペルオキシド（PCOOH）

はその中でも最も毒性の強い分子であると
同時に臨床での動脈硬化の主要因であると
も考えられている。 

 
 
精製したPC、PCOOH、PCヒドロキシド（PCOH）、
グルタチオン阻害剤（BSO）、抗酸化剤として
αトコフェロール（α-toc）を加え、HepG2
肝臓癌細胞の生存率を測定した（上図）。
PCOOH は極めて高い細胞毒性を示した。BSO
を添加するとその毒性は増強されたが、α
-toc の添加により抗酸化作用が示されたた
めか、その毒性は認められなかった。 
 

 
ミトコンドリアの膜電位について調べた（上
図）。Control（左上）、PCOOH(右上)、PCOOH
＋BSO（左下）、PCOOH＋BSO＋α-toc（右下）
の順番で 4 時間、12 時間、24 時間の培養後
の Mito-Tracker によるミトコンドリア膜電
位を調べた図である。青が DAPI による核染
色、赤が膜電位の認められるミトコンドリア
を示している。生存率試験同様に PCOOH では
膜電位の消失が認められ、PCOOH＋BSO では時
間依存的にミトコンドリア膜電位が顕著に
消失している様子が分かった。加えて、アポ
トーシスマーカーであるMAPキナーゼのひと
つ JNK が活性化されていることも示された。
この結果から、酸化 LDL の毒性が発現するメ
カニズムについて一定の証明がなされたと
考えている。 
 
【成果２：文献２】癌細胞の増殖に対するフ
ェルラ酸とγトコトリエノールの相乗作用 



 
米糠はビタミンやミネラルおよびその他の
微量活性成分を多く含み、機能性成分が多い
ことで健康食品素材として注目されている。
本研究ではその成分の中でもフェルラ酸と
γトコトリエノールの相乗的な癌細胞増殖
抑制作用を発見したので報告した。 

 
前立腺癌（DU-145）、乳癌（MCF-7）、膵臓癌
（PANC-1）の各種癌細胞を用いてフェルラ酸
とトコトリエノールの作用を単独もしくは
複合的に調べたところ、MCF-7 と PANC-1 細胞
で相乗的な癌細胞増殖抑制作用が見られた。
とくにPANC-1細胞において顕著であった（上
図）。 
 

 
フェルラ酸とγトコトリエノールの相乗効
果は、細胞周期を G1 で停止する際、および
アポトーシスによる細胞死が起こる際に顕
著に発現するp21タンパク質の発現によるも
のであることが転写レベルとタンパク質発
現レベルで示された（上図）。フェルラ酸と

γトコトリエノールは米糠の主要機能性成
分でもあるが、これまで報告されていた米糠
の抗癌作用の一端を本研究が明らかにした
ものと考えている。 
 
【成果３：文献３】柿葉フラボノールによる
重粒子線照射マウスのDNA損傷チェックポイ
ントシグナル活性阻害活性 
 
柿の葉には様々な機能性があることが知ら
れているが、本研究では柿の葉に含まれるフ
ラボノール成分がATMの活性を抑制して重粒
子線による細胞致死作用および腫瘍組織の
縮小作用を増強することを突き止めること
ができたので報告した。 

コロニーフォ
ーメーション
アッセイにお
いて、重粒子
線はA549癌細
胞の生存率を
低下させたが、
柿葉フラボノ
イド（PLF）は

有意にその生存率を下げる働きを示し、癌細
胞の重粒子線感受性を顕著に高めた（上図）。 
これらの細胞のチェックポイントシグナル
をそれぞれ p53、SMC1、Chk1 にて ATM または
ATR の特異的リン酸化サイトを調べたところ、
PLF によってチェックポイントシグナル（リ
ン酸化活性）はいずれも低下していた（下図）。

インビトロにおいて ATMと ATR の活性阻害試
験を行ったところ、PLF は ATM のみを阻害し
たことから、重粒子線によるチェックポイン
ト活性を PLF が抑制したことは、ATM の活性
化を阻害したことによると考察された。 
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さらに、マウスの異種移植モデルにおいては、
SCID マウスにヒトの肺癌細胞である A549 細
胞を移植して腫瘍組織を大きくした時点で、
重粒子線を照射した。同時に PLF を経口投与
で与え、その後の腫瘍の成長を比較した。そ
の結果、PLF を投与して重粒子線を照射した
群では腫瘍の成長が有意に抑えられること
が分かった（上図）。この結果がヒトの癌細
胞を用いた動物実験系で認められたことは、
今後の臨床への応用が期待される。 
 
【成果４：文献４】Schisandrin-B のステレ
オアイソマーによるATR依存性DNA損傷チェ
ックポイントシグナルの阻害活性 
 

これまで我々は
DNA 損傷チェック
ポイントの阻害活
性因子として生薬
の五味子に含まれ
る Schisandrin-B
（SchB）が紫外線
や特定の抗癌剤に
よる DNA 損傷に応
答してチェックポ
イントシグナルを
活性化させる ATR
を特異的に阻害す

ることを報告した（Nishida et al, Nucleic 
Acid Research, 2009）。その後の有機化学的
分析により、SchB にはγ-Schisandrin およ
び Gomisin-N（GN）の 2 つの異性体が存在す
ることが分かった（上の化合物図）。SchB に
よる ATRの阻害はこの 2つの化合物のいずれ
によって阻害されるかを培養細胞系を用い
て詳細に調べた。その結果、これまでの ATR
阻害活性は GN による阻害作用が大きかった
ことが分かった（上図）。 
さらに、細胞の UV 照射により ATR を活性化
させ、複数のチェックポイントシグナルを活
性化させる手法で、GN による ATR 依存シグナ
ルの阻害作用を調べたところ、G1/S 期のチェ
ックポイント分子 p53、S 期チェックポイン

ト分子 SMC1、G2/M 期チェックポイント分子
Chk1におけるATR特異的リン酸化部位のリン
酸化活性はGNの濃度依存的に阻害された（下
図）。したがって、GN は UV 照射による細胞の
ATR 活性化を特異的に阻害することで、UV の
細胞致死効果を増強する作用（増感作用）が
あることが分かった。ATR の mutation や欠損
は胎生致死に至るため、同様の作用を持つ
ATMよりも細胞の生存に極めてcriticalであ
ることが知られている。本研究では、日本で
も主要生薬のひとつに数えられる五味子の
成分として GN が ATR 阻害活性を示したこと
は、今後の癌治療戦略にとって大きな前進で
あったと考えている。引き続き、GN と ATR の
結合様式などの分子メカニズムを詳細に検
討していきたい。 
 
【成果５：文献５】癌細胞の増殖と DNA 合成
酵素阻害活性に及ぼす Inonotus obliquus
（Chaga）由来低分子ポリフェノールの作用 
 
Inonotus obliquus（Chaga）には古くから抗
癌作用があるとされており、現在もロシアで
は医薬品として用いられている。本研究では
このChagaの成分に含まれる抗腫瘍作用因子
を同定することを目的として研究を行った。
特に腫瘍細胞が増殖する際には極めて高い
DNA ポリメラーゼ活性が認められている。
Chaga から 7 種類の小分子フェノールを分画
して実験に供した。 
 

                         

       CA      DBL 

結 果 と し て 、 caffeic acid (CA) と
3,4-dihydroxybenzalacetone (DBL)が癌細胞
の増殖を顕著に抑制することが分かった（下



図）。これらの作用は DNA トポイソメラーゼ
II の阻害作用に起因することが示唆された。
チェックポイントシグナルに関してはいず
れの化合物についても増感作用を確認する
ことはできなかったが、Chaga に含まれる成
分（化合物）が癌治療に用いられてきたのは
これらの2つの成分が抗腫瘍作用を示してい
たことを示唆している。 
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