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研究成果の概要（和文）：　TRAILは、癌細胞特異的にアポトーシスを誘導するサイトカインであり、癌予防に寄与し
ている。申請者らは、TRAILの分泌機構としてMMP-8の関与を見出した。さらに、好中球のMMP-8放出を促進し、TRAIL放
出を著明に促進する成分として酪酸菌を報告した（Int J Oncol,42,903,2013）。さらなる分子標的癌予防法の提案を
目指し、MMP-8、TRAILの産生を誘導する新たな癌予防食品成分を見出すことを第一の目的とした。
　免疫賦活作用を有する成分を中心に、複数の候補薬剤から探索を行った結果、本研究期間内では酪酸菌に比して十分
な効果を有するものは見出すことができなかった。

研究成果の概要（英文）：  TRAIL is cytokine which can induce apoptosis against cancer cells, and has contr
ibuted to cancer prevention.  We found that matrix metalloproteinase 8 (MMP-8) is one of the key factors r
esponsible for the release of TRAIL, and we have shown that butyric acid bacterium promotes the release of
 MMP-8 and induces the release of endogenous TRAIL from neutrophils (Int J Oncol, 2013, 42:903). 
  We therefore hypothesized that we could find the cancer preventive food factors by detecting factors to 
release MMP-8 with up-regulation of TRAIL.  We then performed a screening for a variety of candidates such
 as the ingredients with immunostimulatory action.  However, the candidate with sufficient effect was not 
found as compared with the butyric acid bacterium.
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１．研究開始当初の背景 
TRAIL や TRAIL 受容体をノックアウトし

たマウスは発癌率の増加を示したことから、
TRAIL は癌予防においても極めて重要であ
ることが明らかにされた（J. Immunol., 175, 
5586, 2005, JCI, 118, 100, 2008, JCI, 118, 111, 
2008）。また、癌治療においても注目されて
おり、組換え型 TRAIL は、前臨床試験におい
て明らかな毒性なしに腫瘍退縮効果を示し
たことから（EMBO J., 16, 5386, 1997）、現在
では臨床試験が進行中である。 

申請者らは、癌予防戦略として TRAIL 経
路に着目し、TRAIL 受容体の一つである DR5
の発現誘導能を有する天然由来癌予防成分
を数多く見出し、報告している（Horinaka et 
al., Mol. Cancer Ther. 5, 945, 2006 など 18 報、
図 1）。さらに、ヒトリンパ球から TRAIL の
産生を誘導する成分として、乳酸菌（Horinaka 
et al., FEBS Lett., 584, 577, 2010）と、ヒト好中
球から TRAIL の分泌を誘導する成分として、
酪酸菌（Int J Oncol., 42, 903, 2013）を見出し
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
癌において、MMP は癌転移に寄与する酵

素であり、MMP 阻害は浸潤転移抑制のキー
と信じられてきた。その中で他の MMP とは
異なり、MMP-8 に関してはノックアウトマウ
スで癌が発生したことから（Nat. Genet., 35, 
252, 2003）、
MMP-8 は
例外的に癌
予防に寄与
していると
考えられて
いる。実際
に、申請者
らは、好中
球において
MMP-8 が
TRAIL の分
泌誘導に寄
与している
ことを見出した（図 2,3、Int J Oncol., 42, 903, 
2013）。 

 
 
生体内における

TRAIL は、膜結合型
と分泌型で存在する
（図 4）ことが知られ
ていたが、その細胞
外分泌機構は全く不明であった。  

 

申請者らは、ヒト培養細胞を用いて TRAIL
強制発現細胞株を作成し、その細胞において
siRNA を用いて MMP-8 の発現をノックダウ
ンしたところ、上清中 TRAIL 量の顕著な減少
を認めた。さらに、TRAIL のアミノ酸配列中
の MMP-8 切断予測配列に変異を導入したと
ころ、野生型 TRAIL の強制発現と比較し、顕
著に上清中 TRAIL 量が減少したことから、
TRAIL の細胞外分泌における MMP-8 の重要
性を証明できた（Int J Oncol., 42, 903, 2013）。 
こういった背景から、今後、内在性 TRAIL

活性化を介した癌予防法の提案を目指すた
めには、TRAIL 切断酵素の活性化も重要であ
ると考えられる。MMP-8 の活性化が TRAIL
の分泌誘導につながるのであれば、MMP-8
が癌予防において新たな分子標的になりう
る（図 1）。 
  

２．研究の目的 
MMP-8 を活性化する成分および、DR5 の

発現を誘導する成分を探索することにより、
新規分子標的癌予防法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) 好中球・末梢血単核球(PBMC)の分離 
 健常人ボランティアよりインフォーム
ド・コンセントを得た後、採血を行い、
polymorphs 溶液にて好中球を分離した。 
 
(2) 薬剤処理 
 文献に基づいた免疫賦活成分を中心に、
MMP-8 活性化候補薬剤を選出した（capsaicin
および、成果記載の図 8 参照）。各種薬剤を
用い、表記濃度で好中球、PBMC の培地に添
加。好中球の場合、2 hr および 6 hr 後に細胞・
細胞上清を回収。PBMC の場合、24 hr 後に細
胞・細胞上清を回収した。 
 新規 DR5 誘導剤の探索には、ヒト大腸癌細
胞株 HCT116 を用いた。 
 
(3) ELISA による培養上清中 TRAIL の測定 
 2)で回収した細胞培養上清を遠心（1000 
rpm×5 min, 4℃）し、浮遊細胞を除去後、-80℃
に保存。後日、Abcam 社 TRAIL ELISA kit に
より、上清中 TRAIL 量の測定を行った。 
 
(4) Western blottingによる培養上清中MMP-8、
TRAIL および細胞内 DR5 発現量の測定 
 MMP-8、TRAIL に関しては、2)で回収した
好中球培養上清を用い、等量の 2×SDS バッ
ファーと混合し、加熱処理（98℃, 5 min）。
SDS-PAGE、transfer の条件は既報の通り（Int 
J Oncol., 42, 903, 2013）。*ブロッキング条件を、
8%スキムミルクに変更。 



 DR5 の場合、薬剤処理後 24 hr の HCT116
細胞を回収し、Western blotting に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 候補薬剤の MMP-8 活性化能および
TRAIL 産生促進能の評価 
 文献を基に、まず capsaicin に着目した。図
5 に示す濃度で好中球に処理し、2 hr 後、6 hr
後の培養上清サンプルのWestern blottingによ
り、MMP-8、TRAIL の産生（放出）量の変化
について調べた（図 5、図 6）。 
 その結果、capsaicin 刺激後 6 hr のサンプル
においては MMP-8 産生（放出）量の増加が
認められたが、上清中 TRAIL の増強について
は認められなかった。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
一方、PBMC に対して capsaicin が TRAIL

の産生促進作用を有するか否か、検証した
（図 7）。その結果、陽性対照である乳酸菌に
比しても、PBMC の TRAIL 産生を促進する
ことはなかった。 

 
 さらに、複数の候補薬剤を用い、同様の検
討を行った。各種薬剤の添加濃度は、免疫担
当細胞への作用濃度を参考に、2 点ずつ設定
した（図 8）。その結果、上清サンプルを用い
た Western blotting の結果、培養上清中 MMP-8、
および TRAIL の相関性はあまり認められな
かった。同じ培養上清サンプルを用いた
TRAIL ELISA の結果では、陽性対照の酪酸菌
以外では、好中球から TRAIL の放出を促進で
きた薬剤を見出すことができなかった（図 9、
10）。その理由の一つとして、被験者ごとの
好中球の分離条件が安定せず、改めて実験条
件の見直しが必要とされた点もある。 
本研究における結果として、図 9 で示され

たように、酪酸菌と同等の MMP-8 放出促進
成分候補が挙げられるものの、さらなる確認
実験が必要である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



(2) DR5 発現誘導効果の評価 
 ヒト大腸癌細胞株 HCT116 に対し、DR5 発
現誘導成分として、非ステロイド性抗炎症薬
(NSAIDs)の一種である ibuprofen を見出した
（図 11）。TRAIL と併用することによって、
癌細胞特異的なアポトーシス増強効果を有
していた（図 12）。論文にまとめ、2013 年 11
月に雑誌に掲載された（Oncol Rep. 30, 2379, 
2013）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
今後は、MMP-8 発現誘導成分の探索を続け

ながら、平行して、MMP-8 発現誘導成分とし
て見出している「酪酸菌」を用い、酪酸菌と
DR5 発現誘導成分である ibuprofen の併用効
果の検討を進めることとする。その理由とし
て、これまでに好中球の免疫賦活作用を介し
て癌細胞へのアポトーシス誘導効果を評価
してきた系は、表在性膀胱癌細胞株を対象と
したものであった。一方で、酪酸菌は、現在、
経口の整腸剤として広く用いられている医
薬品であることから、消化器系癌に対する酪
酸菌の効能を評価することが、必要である。
その併用薬剤として、経口の OTC 医薬品で
ある ibuprofen を選択する予定である。 
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