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研究成果の概要（和文）：乳癌の発症リスクを低減させる可能性が示唆されているフィトケミカルの抗腫瘍効果
のメカニズムを解析し、動物実験で予防効果と抗腫瘍効果を検証した。今回用いたフィトケミカルは、イソフラ
ボン、ジメトキシレスベラトロール、スルフォラファンなどであり、これらは乳癌細胞, とくにトリプルネガテ
ィブ乳癌細胞に対し強い増殖抑制を示し、その分子機序は細胞周期とアポトーシス関連蛋白に働いて発揮される
ことが判明した。また担癌マウスでも経口投与により乳癌の発育を抑制したため、乳癌の予防や治療に応用でき
る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular mechanism of the antitumor effect of 
phytochemicals that have been suggested to reduce the risk of breast cancer, and verified their 
preventive and antitumor effects in animal experiments. Phytochemicals used were isoflavones, 
dimethoxyresveratrol, sulforaphane, etc., and all showed anticancer activity on breast cancer cells,
 with the great growth suppression observed in triple negative cells. The anticancer activity was 
exerted by the modulation of proteins associatd with cell cycle and apoptosis. Moreover, 
phytochemicals were found to suppress the growth of breast cancer in tumor-bearing mice, thus 
providing evidence for clinical application from the prevention to the treatment of breast cancer.

研究分野：癌分子標的治療　抗癌剤耐性

キーワード： 乳がん　フィトケミカル　抗がん作用　一次予防　がん遺伝子　アポトーシス　細胞周期　シグナル伝
達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、フィトケミカルによる乳癌の発症予防、再発予防、治療などに関する、さまざまな段階でのエビ
デンスが得られ、機能性食品や薬剤として応用できれば乳癌罹患率および死亡率の増加を食い止めることがで
き、ひいては乳癌のみならず多くの癌に適用できる可能性があり、膨大化する医療費の削減などに繋がると考え
られる



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、癌の分子機序の解明とともに癌治療は大きな進歩を遂げ治療成績は向上しているが、
本邦における癌の罹患率は年齢調整しても増加し続け、死亡率もほとんど改善がみられていな
い。とくに乳癌は近年、食の欧米化とともに増加が著しく、女性の癌の罹患率第１位であり、
アジア人と欧米人、日本人と日系アメリカ人などの地域特性疫学研究で食生活と密接に関連し
ていることが示されている。また野菜・果物の摂取は乳癌の発症のリスクを下げることが報告
されている。乳癌はその受容体発現から大まかにエストロゲン受容体 (ER) 陽性/プロジェステ
ロン受容体(PR) 陽性、HER2 陽性、これらのいずれも発現のないトリプルネガティブ乳癌の 3
つのサブタイプに分類され、前 2者は分子標的治療により生存期間の延長が見られるが、後者
は BRCA1/2 突然変異を伴う若年性乳癌に多く、未だ画期的な治療法はないため予後不良である。
野菜・果物はエストロゲン受容体陽性の乳癌よりもトリプルネガティブ乳癌細胞を含めたエス
トロゲン受容体陰性の乳癌のリスクを有意に下げることが報告されている。野菜/果物にはフィ
トケミカルという生理活性物質が含まれており、臨床疫学的に乳癌を含め多くの癌のリスクを
低下させることが報告されている。この機序としてフィトケミカルは活性酸素の捕捉機能（抗
酸化作用）や抗炎症作用により癌化を抑制し、さらには細胞周期停止やアポトーシス誘導を介
した増殖抑制や細胞死誘導作用など、癌細胞に対する直接的な抗腫瘍効果を示すことが報告さ
れている。しかし乳癌のリスクを下げるとされるものは大豆イソフラボンを除きほとんどがエ
ビデンスに乏しく、また各々のフィトケミカルについてサブタイプにより効果が異なるかどう
かについても未だ詳細な分子機序は不明である。またゲニステインなど大豆イソフラボンにつ
いては、どの構成成分が真に乳癌のリスクを下げるのか未だ結論が出ていない。ましてや、そ
の機序についての研究は緒についたばかりである。また乳癌の一次予防や再発や進展防止に応
用可能とするエビデンスは極めて少ない。 
２．研究の目的 
近年、果物や野菜などに含まれている生理活性物質（フィトケミカル）は乳癌のリスクを低
下させることが報告され、その機序として直接の抗癌作用が解明されつつある。本研究では疫
学的に乳癌のリスクを下げる可能性があるフィトケミカルの科学的エビデンスを構築するため、
サブタイプの異なる乳癌細胞での作用機序を分子生物学的に解析し、乳癌や担癌動物や発症モ
デル動物にて予防効果を検証するとともに、乳癌移植担癌マウスにおいて乳癌の発症や進展を
抑制できるかを検討し、乳癌の一次予防や治療に応用可能かを検討する。 
３．研究の方法 
本研究は抗癌作用が報告されている植物由来食成分による乳癌発症予防効果を、乳癌発症モデ
ルラットを使用して検証し、癌発症予防効果が示されたフィトケミカルの作用機序を、遺伝子
発現パターンの異なる乳癌細胞、Ras や Src 癌遺伝子を導入したヒト癌細胞を使い、細胞増殖
やアポトーシスに及ぼす影響を細胞内シグナル伝達を通して解析する。さらに、ヒト乳癌の担
癌ヌードマウスでフィトケミカルの癌抑制効果についても調べ、乳癌の治療効果についても検
証する。 
１）抗癌作用のあるフィトケミカルの乳癌発症の動物レベルでの検証: 
大豆イソフラボンであるゲネステイン、ダイゼイン、イコール、グリシテイン、ブロッコリ
ースプラウトに多く含まれるスルフォラファン、ブドウに含まれるジメトキシレスベラトロー
ル（プテロスチルベン）などの乳癌発症抑制効果を検討するために我々が開発した Ethyl 
Methane- sulfonate (EMS)誘発ホルモン依存性乳癌発症モデルラット(Cancer Lett. 7:79-84, 
1979)を使用して、飼料にこれらの食成分を添加し、乳がんの発症を定期的に観察することによ
り乳癌発症予防効果を検証する。また食成分のラットにおける血中濃度を測定する。さらに形
成された乳癌の病理組織を外注し、免疫組織染色による乳癌組織のエストロゲン受容体やプロ
ゲステロン受容体、さらには Her2 などの発現を調べることにより食成分の抑制する乳癌細胞の
特性を明らかにする。 
２）乳癌細胞株でのフィトケミカルのシグナル伝達の解析：ホルモン陽性乳癌細胞株(MCF-7）
および Her2 増幅乳癌細胞株（SK-BR3）、トリプルネガティブ乳癌細胞株(MDA-MB-468）の３種類
の遺伝子発現パターンの異なる細胞特性をもった細胞株を使用し、乳癌発症予防に関与する食
成分の作用を細胞増殖とアポトーシスから解析し、細胞特性により差があるか検討する。 
①細胞増殖抑制効果は WST アッセイで測定した。ただしプテロスチルベンは WST アッセイの発
色に影響が見られたため、細胞数をコールターカウンターにて測定した。 
②細胞周期解析をフローサイトメトリー(FACS)で、アポトーシス対する作用を FACS と PARP 
(Poly ADP Ribose Polymerase) 切断アッセイにより測定する。 
③シグナル伝達経路に及ぼす影響をウエスタンブロットにより解析する。PI-3K－Akt 経路、Ras
－Raf－Erk 経路, アポトーシス関連因子（Bcl-2, Bcl-xL や Bax）などの活性化や阻害効果を
見ることによって、シグナル伝達分子のどの経路に働いているのかを解析する。さらに Akt 下
流の mTORC1 の活性化におよぼす影響を mTOR の基質である S6K1 と 4EBP-1 のリン酸化を測定す
ることより、Akt 下流のシグナルへの影響も検討する。 
３）活性化 Src 導入細胞（HAG/Src）における植物由来食成分のシグナル伝達機構へ及ぼす影響：
ヒト細胞に活性化 Src を導入したヒト癌細胞（HAG/Src）をフィトケミカルで処理し、細胞増殖
抑制効果を WST アッセイで測定し、細胞周期解析とアポトーシス対する作用をフローサイトメ
トリー(FACS)で解析する。またウエスタンブロットにより Akt、Erk、さらに Akt 下流の mTOR



の活性化におよぼす影響も検討する。アポトーシス関連因子（Bcl-2 や Bax）および細胞周期関
連蛋白(cyclin A, B, E, D, CDK1, CDK2, cdc2)などの活性化を見ることによって、シグナル伝
達分子のどの経路に働いているのか解析する。 
４）乳癌担癌マウスモデルでの癌抑制効果： 
ヌードマウスにトリプルネガティブ乳癌細胞株(MDA-MB-468）を皮下接種し、腫瘍形成と増大に
対する種々のフィトケミカルの影響を調べるために、飼料にフィトケミカルを付加し腫瘍のサ
イズ、体重および摂取量を経時的に測定する。腫瘍を摘出し病理学的に検討するとともに
Tunnel assay による生体内アポトーシスを評価する。より臨床に近い形で検証するため、In 
Vivo におけるヒト乳癌増殖に対するフィトケミカルの抑制効果を検討する。 
４．研究成果 
１）大豆イソフラボン成分の乳癌細胞増殖抑制効果の検討－とくに併用における相乗作用につ
いて：化学構造の異なる大豆イソフラボン主要 4成分の乳癌細胞増殖抑制効果をサブタイプの
異なる 3種の乳癌細胞を用い検討した。エストロゲン受容体陽性の MCF-7 においてゲニステイ
ンとエコールの併用は他の組み合わせと比較し強力に増殖を抑制した。ゲニステインとエコー
ルの併用では、アポトーシスを示す subG1 分画が 3 倍に増加し、同時に DNA の断片化を示す
cleaved PARP の顕著な増加がみられた。さらにアポトーシスを抑制する Akt-mTOR 経路の活性
が低下し、抗アポトーシス蛋白であるBcl-xLの減少、アポトーシス誘導蛋白のBaxが増加した。
本研究によりゲニステインとエコールの併用添加はエストロゲン受容体陽性乳癌細胞に対して
強力にアポトーシスを誘導することが示唆された（Nutrition & Cancer 2017 69:1300-1307）。
イソフラボンの摂取量と乳癌リスクの逆相関は欧米での疫学研究では見られず、アジア人で有
意にリスクが低下する。この理由としてアジア人ではダイゼインからエコールに転換する腸内
細菌保有率が欧米に比べ 2倍と高く、このためエコールの高い血中濃度が得られることでゲニ
ステインとの相乗効果が発揮された可能性が考えられる。 
２）EMS 誘発性乳がんモデルラットを使用した乳がん発症における大豆イソフラボンの解析：
本邦で増加が著しい乳癌は食による予防が期待されており、その可能性を有する食成分として
大豆イソフラボンが示唆されているが、予防効果やその機序については一貫した結果は得られ
ていない。我々は大豆イソフラボンであるゲニステインをゲニステイン-フリーの内分泌攪乱物
質研究用飼料(NIH-07PLD)に無・低・高の投与量に分けた 3群と、コントロールとして通常の飼
料である大豆イソフラボンが入った CE2 飼料投与群とで発症速度を検討しところ、ゲニステイ
ン投与の有無で発症速度に有意な差は無かった。しかし、大豆イソフラボンの成分であるゲニ
ステイン、ダイゼイン、エコール、グリシテインを全て含んでいる CE2 飼料では有意に発症速
度が遅延した。このことはゲニステイン単独では発症予防効果がないが、全ての大豆イソフラ
ボン構成成分存在下においては有意な予防効果を持つという結果を得た（Nutrition & Cancer, 
2012）。このため１）で示した最も相乗作用が強いゲニステインとクルクミンの併用で EMS 誘発
乳癌の予防効果が見られないかを検討した。CE2 飼料に 50 mg エコール/g diet で添加し、添加
しない群と比較したが、エコール群が乳癌発症を遅らせることはできなかった。このことはエ
コールのみでは乳がん発症は阻止できず、相乗効果が示されたゲニステインとの 併用が重要で
あると考えられ、ゲニステインとの併用投与での実験が必要である。(Proc. 107th Ann. Meeting 
AACR; 2016 Abstract 841)。 
３）大豆イソフラボン成分の Src 癌遺伝子導入癌細胞に対する増殖抑制効果の分子機序の検討： 
Src 癌遺伝子は多くの癌で活性化され、細胞増殖、遊走・浸潤、転移にかかわる重要な癌遺伝
子である。この Src 癌遺伝子をヒト胆のう癌細胞(HAG)に導入した細胞であるの HAG/Src 細胞に
対して、ゲニステイン、ダイゼイン、エコール、グリシテインの効果をみた。HAG/Src 細胞の
増殖はゲニステインのみで抑制効果が見られ、他の３成分に対しては耐性となった。ゲニステ
インで処理すると HAG/Src 細胞は細胞周期を G2/M 停止させたたが、アポトーシスは誘導されな
かった。ウエスタンブロットでは細胞周期蛋白である p53 と p21 の発現が上昇し、とくに p21
はリン酸化によりユビキチネーションを受けてうけて分解されるため、ゲニステインはリン酸
化を抑制し p21 発現が増加したと考えられる。 
４）リコペンによる乳癌モデルラットにおける乳癌発症予防効果の検証：サブタイプ別にリコ
ペンの抗腫瘍効果とその分子機序を解析したところ、リコペンは細胞周期を G1期に停止させ増
殖抑制し、とくにトリプルネガティブの乳癌細胞に対して AKT とその下流の mTOR の活性抑制に
よる増殖抑制が強く、Bax 発現上昇からアポトーシス誘導することが示された（Cancer Sci. 105. 
252-257. 2014）。このためリコペンは乳癌、とくにトリプルネガティブの乳癌に対する潜在的
予防効果が示唆された。このためリコペンの乳癌発症抑制効果を検討するために、EMS 誘発性
乳がんモデルラットを使用し、0.004%リコペン(5％トマトパウダー)を NIH-07PLD 飼料に添加し
投与すると、無添加群が中分化腺癌を発症するのに対し、添加群では 6割以上が嚢胞状腺癌を
形成した。癌の病理組織の異なる乳癌を形成したため、リコペンは癌進展への何らかの働きが
あることが示唆されたが、リコペンは脂溶性のため血中濃度が上がらなかった可能性が考えら
れた。脂肪食を与えたラットはリコペンの血中濃度が上がったため、現在、脂肪食に混ぜたリ
コペンを使用して実験を行っている。 
５）ジメトキシレスベラトロール（プテロスチルベン）による乳癌細胞に対する抗腫瘍効果：
近年、レスベラトロールのアンチエイジングや抗動脈硬化作用が報告されているが、抗癌作用
については、ほとんど知られていない。ブドウなどに天然に存在するレスベラトロールの一種



であるプテロスチルベンは、高いバイオアベイラビリティと長い血中半減期を示すため、レス
ベラトロールよりも血中濃度が長く継続すると考えられる。我々はプテロスチルベンの抗腫瘍
効果を細胞増殖抑制やアポトーシス誘導の分子機序から検討した。ホルモンステイタスの異な
る乳癌細胞に対しプテロスチルベンは、濃度・時間依存的に増殖抑制を示し、ほとんどレスベ
ラトロールと同様な 50％増殖抑制濃度（IC50）を示し、細胞タイプ別ではトリプルネガティブ
乳癌細胞の MDA-MB-468 において最も顕著な殺細胞効果を示した。Flow cytometry 解析では、
全ての細胞において G0/G1 期での細胞周期停止が示唆され、Sub-G1 分画解析から MDA-MB-468
において最も強いアポトーシス誘導が見られた。細胞内シグナル伝達への影響については、
MDA-MB-468 おいて PI3K-Akt-mTOR 経路と MAPK 経路の制御による増殖抑制効果が示唆された。
MDA-MB-468 においてはアポトーシスの指標である PARP の切断とアポトーシス誘導タンパク質
である Bax の顕著な発現増加によるアポトーシス誘導が見られた(Anticancer Res. 2017, 
37:6153-6159)。 
さらにプテロスチルベンによる移植ヌードマウスにおける抗腫瘍効果をトリプルネガティブ
乳癌細胞の MDA-MB-468 を移植したヌードマウスを使ってプテロスチルベンの経口投与による
抗腫瘍効果を検討した。ヌードマウス固体の発育不良や体重減少などの副作用を起こすことな
く移植細胞の生体内増殖を顕著に抑制した(Anticancer Res. 2017, 37:6153-6159)。以上より、
プテロスチルベンは予後が悪いトリプルネガティブ乳癌細胞に効果的であり、このタイプの乳
癌の再発や治療にも応用できる可能性を示すものである。 
６）スルフォラファン(SFN)によるトリプルネガティブ乳癌細胞に対する抗腫瘍効果：SFN はブ
ロッコリースプラウトに多く含まれるフィトケミカルであり、抗癌作用が報告されているが、
乳癌に対しての報告はほとんどないため、トリプルネガティブ乳癌に対する SFN の抗腫瘍効果
を in vitro と in vivo で解析した。SFN は MDA-MB-468 に対し IC50 は 1.8±0.4μM と今まで検
討したフィトケミカルの中でもっとも低い濃度で増殖抑制効果を示した。細胞周期解析では
G2/M ブロックを示し、アポトーシス分画を反映する Sub-G1 分画の増加を認めた。分子レベル
では AKT や mTOR を抑制し、アポトーシス誘導蛋白である Bax の発現を増加と抗アポトーシス蛋
白である Bcl-2 の発現の減少を認めた。また SFN による移植ヌードマウスにおける抗腫瘍効果
をトリプルネガティブ乳癌細胞のMDA-MB-468を移植したヌードマウスを使ってSFNの経口投与
による抗腫瘍効果を検討した。SFN はヌードマウス固体の発育不良や体重減少などの副作用を
起こすことなくトリプルネガティブ乳癌細胞の生体内増殖を顕著に抑制した。 
以上、数種類の代表的なフィトケミカルについて、乳癌の一次予防と進行阻止の観点から基
礎研究を行い、In Vitro における細胞実験による分子機序の解明と、乳癌発症モデルラットに
おける発症予防と担癌マウスによる動物実験を行ってきた。これらのフィトケミカルは種類に
より影響を及ぼす標的分子は異なるが、乳癌とくにトリプルネガティブ乳癌に対して抗腫瘍効
果が強く、生体内でも増殖抑制が見られることからトリプルネガティブの乳癌の一次予防に効
果があるだけでなく、乳癌の増殖・進展を抑制する可能性があるため、臨床応用への期待が高
まっている。 
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