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研究成果の概要（和文）：魚油の主成分であるエイコサペンタエン酸（EPA）の二重結合を共役

化した cEPAは、DNA合成酵素の阻害活性に基づいた抗がん活性を示した。ヒト大腸がん細胞に

おいて、放射線照射後に cEPAを添加すると細胞増殖抑制やアポトーシスの相乗効果を示した。

また、cEPAは既存の抗がん剤ゲムシタビンの細胞増殖抑制活性を向上させた。cEPAをはじめと

する食品成分や栄養素は、がんの放射線療法と化学療法に対して併用効果をもたらす可能性が

示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We found that conjugated eicosapentaenoic acid (cEPA), which is a 

major fish oil, had anti-cancer activity based on DNA polymerase inhibition.  In human 

colon cancer cells, the post-irradiation addition of cEPA significantly enhanced cancer cell 

radiosensitivity and apoptosis.  cEPA also enhanced the suppression of human colon 

cancer cell growth by gemcitabine, which is a major clinical anti-cancer drug.  cEPA could 

be a anti-cancer enhancer for radiotherapy and chemotherapy.   
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１．研究開始当初の背景 
 近年の健康ブームにより、国民が食品に対
し本来の栄養源（基本特性）や嗜好品（補完
特性）としての価値だけでなく、医薬品に代
わ る 『 機 能 性 食 品 』（ Evidence Based 
Functional Foods）としての新たな可能性を
求めている。食品成分や栄養素の健康機能性
に新知見を見出すために、DNA を合成する酵

素である DNA ポリメラーゼ（pol）阻害活性
を調査している。pol 活性を阻害する食品成
分・栄養素には、『抗がん作用』が期待でき
る。そして、これまでに魚油に含まれる高度
不飽和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸
（EPA）が pol を阻害して、ヒトがん細胞の
増殖を抑制することを見出した。さらに、EPA
をアルカリ異性化合成した共役 EPA（cEPA）

機関番号：３４５０９ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：２１７８０１３６ 

研究課題名（和文）  共役 EPAと放射線の併用効果の検討 

                     

研究課題名（英文）  Study on enhancement of human cancer cell radiosensitivity  

by conjugated eicosapentaenoic acid 

研究代表者 

米澤（熊本） 裕子（YONEZAWA(KUMAMOTO) YUKO） 

 神戸学院大学・栄養学部・研究員 

 研究者番号：80388777 



 

 

の方が EPAよりも強い活性を有することを見
出した。また、cEPA はヌードマウスを用いた
担がんヌードマウスにおける抗腫瘍活性を
示し、ヒト由来の正常細胞の増殖には影響し
なかったことから、副作用がない抗がん作用
が期待される。 
 日本人の死因の第１位は「がん（癌）」で
あり、その中でも大腸がん患者は年々増加傾
向にあり、2015年にはがん患者の中で 1位に
なると予測されていて、その死亡率も高い。
現在主流のがん治療は、外科療法、化学療法、
放射線療法の 3つであるが、大腸がんの治療
には化学療法と放射線療法の併用が非常に
有効であり、手術に匹敵する成績が得られる
ようになった。しかし放射線または化学療法
単独よりも副作用が大きく、この治療法で再
発した場合、手術で治療することはかなり困
難となっている。 
 
 
２．研究の目的 
 食品成分である cEPA に注目して、ヒト由
来大腸がん細胞株における放射線照射およ
び既存の抗がん剤による増殖抑制活性に対
する cEPA の影響を調査する。もしも併用効
果が見られれば、その作用機序（メカニズム）
の解明を目指す。cEPAの添加パターンや放射
線照射のタイミングを変えることによって、
投与量、照射量を減らすことが可能であるか
を検討する。 
 将来的には、がんの放射線療法や化学療法
へ cEPA のような抗がん機能性を有する食品
成分・栄養素を併用することによって、がん
患者の QOL改善やストレス軽減を目指したい。 
 
 
３．研究の方法 
(1)cEPAの調整 
 cEPAは、EPAの試薬を購入してアルカリ異
性化法により共役型を化学合成してから、シ
リカゲルカラムクロマトグラフィーにより
精製した。そして、500mg以上の cEPAを準備
できた。 
 
(2)ヒト大腸がん細胞増殖における cEPAと放
射線の影響調査 
①コロニー形成試験（コロニーアッセイ） 
 ヒト由来の大腸がん細胞（HCT116 cells）
を用いた cEPAと放射線照射（IR）の併用の
タイミングについて、(a)cEPA添加→IR、
(b)cEPA添加と IRを同時に施行、(c)IR→cEPA
添加、これら３つの条件で最も細胞増殖抑制
を示すものをコロニーアッセイにより比較
検討した【図１】。IRについては、神戸大学
医学部放射線科で所有する放射線照射装置
を使用した（神戸大院・医・佐々木良平准教
授と共同研究を実施）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図１】コロニーアッセイにおける cEPA添
加と IRのタイミング 
 
②アポトーシス誘導試験 
 図１に示した併用条件で培養した各細胞
の Annexin V染色性をフローサイトメーター
で測定した。さらに、DNAラダーの検出、カ
スパーゼ活性測定を実施することで、アポト
ーシス誘導性を比較した。 
③DNA 損傷試験 
 コメットアッセイにより細胞単位の DNA損
傷度を検出することで、DNA修復の初期障害、
修復動態、残存障害について検討した。 
④マクロアレイ（遺伝子発現）解析 
 図１に示した併用条件で培養した細胞を
回収して、常法により全 mRNAを抽出・精製
してからマイクロアレイを行った。cEPAおよ
び IRの無処理細胞を対照として 3,000種類
以上の遺伝子発現レベルを網羅的に解析し
た。 
 
(3)抗がん活性における cEPAと抗がん剤ゲム
シタビン（GEM）の影響調査 
 核酸（ヌクレオシド）類似体である GEMは、
抗がん剤として臨床現場で使用されている。
GEMのがん化学療法に対する cEPAの併用効果
を検討するため、次の２つを実施した。具体
的には、cEPA単独、GEM単独、cEPAと GEMの
同時添加による活性の影響を調査した。 
①哺乳類 pol阻害活性 
 pol活性測定は、鋳型 DNAとして子牛胸腺
DNAを DNase Iで部分消化した活性化 DNA
（Activated DNA）、ヌクレオチドは[3H]-dTTP
を含む dNTPsを基質として用いて、pol反応
によって鋳型 DNAに取り込まれたトリチウム
（3H）の放射活性を測定した。 
②ヒト大腸がん細胞増殖抑制活性 
 ヒト由来の大腸がん細胞（HCT116 cells）
を用いて 48時間培養後の生細胞の割合を MTT
法で測定した。 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1)ヒト大腸がん細胞増殖における cEPAと放
射線の併用効果 
①コロニー形成試験（コロニーアッセイ） 
 ヒト大腸がん細胞（HCT116 cells）を図１
に示した(a)～(c)の実験群で 30μM の cEPA
添加と 8Gyの IRを 48時間併用処理してから、
平板培地にて 2週間静置培養した後にコロニ
ーアッセイを行った。その結果、(a)は EPA
単独、IR単独よりも強いコロニー形成阻害を
示し、それは相加効果ではなく相乗効果であ
った。この併用効果は添加する cEPA の濃度
に依存していた【図２】。一方、(b)と(c)は
IR 単独処理と同程度の強さでコロニー形成
を阻害したことから、cEPA添加の効果が見ら
れなかった。これらの結果から、(a)の併用
条件、すなわち IR処理後に cEPA添加する順
番が重要であることが示唆された。通常の放
射線治療において抗がん剤を併用する時に
は、抗がん剤投与後に放射線照射をするのが
一般的であるが、この常識を覆す結果となっ
たことは非常に興味深い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図２】cEPA添加と放射線照射によるヒト大
腸がん細胞増殖抑制活性の併用効果（併用条
件は図１の(a)） 
 
②アポトーシス誘導試験 
 ヒト大腸がん細胞（HCT116 cells）を図１
の(a)～(c)で示した併用条件（cEPAは 30μM、
IRは 8Gy）で 48時間培養した後、各実験群

の細胞を回収して Annexin Vで染色させてか
らフローサイトメーター解析を行った【図
３】。その結果、(a)の条件では cEPAの添加
により右上のアポトーシス領域の細胞が見
られたが、(b)と(c)の条件下では cEPAの添
加によってアポトーシス細胞は生じなかっ
た。さらに、(a)ではアポトーシス形成の条
件である DNAラダーの検出、細胞核の断片化、
カスパーゼ活性の上昇が見られたが、(b)と
(c)の条件では見られなかった（データ示さ
ず）。以上の結果は、図２のコロニー形成阻
害の結果を反映していると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図３】cEPA添加と放射線照射によるヒト大
腸がん細胞のアポトーシス誘導（併用条件は
図１を参照） 
 
③DNA 損傷試験 
 ヒト大腸がん細胞（HCT116 cells）へ 30μM
の cEPAを添加してから IR処理後の細胞を回
収して、コメットアッセイを行った【図４】。
IR無処理においては、cEPA添加の有無に関
わらず細胞核のテーリング（尾）が見られな
かったことから、cEPAは DNA損傷に影響せず、
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DNAには結合しないことが示唆された。一方、
8Gyの IRによって細胞核のテーリングが見ら
れたことから DNA損傷が起こること、さらに
30分後にはテーリングが無くなったことか
ら、細胞内で DNA修復が速やかに行われてい
ることが分かった。しかし、cEPAが存在する
と IR処理 30分後においてもテーリングが存
在していたことから、DNA修復能が阻害され
ることが示唆された。cEPAは DNA修復型 pol
分子種の活性を阻害するため DNA損傷に対す
る修復能を失ったと考えられる。このことが
がん細胞増殖における cEPAと放射線の併用
効果に繋がると予想される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【図４】cEPA添加と放射線照射によるヒト大
腸がん細胞の DNA損傷と修復能 
 
④マクロアレイ（遺伝子発現）解析 
 <A>cEPA添加のみ、<B>IRのみ、および<C>
図１(a)に示した併用条件で 48時間培養した
ヒト大腸がん細胞（HCT116 cells）を回収し
てからマイクロアレイを実施した。cEPAおよ
び IR の無処理細胞を対照として解析した結
果、<A>は polなど一部の DNA代謝系酵素（pol
α、polδ、polεなど）や炎症メディエータ
ー（IL系、INF-α,β,γ、NFG系、TNF-αな
ど）、コレステロール代謝系酵素の遺伝子発
現量が増大、<B>はアポトーシス誘導因子な
どの遺伝子発現量が増大、<C>は<A>と<B>の
遺伝子発現量がともに増大していることが
分かった。特に、<C>においては、<A>, <B>
の単独での遺伝子発現量よりも顕著に増大
したことから、<A>と<B>の併用は相加効果で
はなく相乗効果を発揮することが示唆され
た。 
 
(2)抗がん活性における cEPAと抗がん剤ゲム
シタビン（GEM）の影響調査 
 抗がん剤である GEMを購入して、GEMの一
リン酸化体（GEM-MP）、二リン酸化体（GEM-DP）、
三リン酸化体（GEM-TP）を順次化学合成に成

功した。 
 
①哺乳類 pol阻害活性 
 GEM とそのリン酸化体３物質の哺乳類 pol
分子種に対する阻害活性を調査した結果、10
μM の GEM は pol を阻害しなかったが、リン
酸化体は阻害を示した。特に GEM-TP が最も
強く polを阻害し、GEM-TP＞GEM-DP＞GEM-MP
＞GEMの順番であった。 
 GEM-TPは、哺乳類 polを阻害することが分
かったので、cEPAとの pol阻害活性の併用効
果を調べた。[1] 酵素(pol)と GEM-TP/cEPA
を混合 → 基質を添加、および[2] 基質と
GEM-TP/cEPAを混合 → 酵素(pol)を添加、と
添加する順番を比較した結果、[2]の方が[1]
よりも強い pol 阻害活性を示した。さらに、
[2]の条件下において、GEM-TP単独、cEPA単
独よりも両者を混合すると pol阻害活性の併
用効果が見られ、それは相加効果ではなく相
乗効果を示した。 
 pol の基質は、鋳型 DNA とヌクレオチドの
２種類を必要とする。鋳型 DNAとして活性化
DNA（DNase Iで DNA を消化させることでギャ
ップを形成させた DNA）とヌクレオチドとし
て dNTPs を使用して、Lineweaver–Burk の両
逆数プロットから阻害様式を解析した。その
結果、GEM-TPの子牛 polα阻害様式は、鋳型
DNAに対して「非拮抗阻害」、ヌクレオチドに
対して「拮抗阻害」であった。また、cEPAの
子牛 polα阻害様式は、鋳型 DNAに対して「非
拮抗阻害」、ヌクレオチドに対して「非拮抗
阻害」であった。これら２物質は、鋳型 DNA
に対する阻害様式が異なっていることから、
作用機序が違うことが示唆され、それによっ
て pol阻害の相乗効果が発揮されると考えら
れる。 
 
②ヒト大腸がん細胞増殖抑制活性 
 cEPAと GEMは、ヒト大腸がん細胞（HCT116 
cells）の増殖を抑制し、その 50%阻害濃度
(LD50値)は、それぞれ 30μM、80nMであった。 
 cEPAと GEMを併用することによる増殖抑制
の相乗効果の有無を検討した。GEM は LD50値
の 1/2の濃度（40nM）で試験した。その結果、
cEPAと GEMの同時添加と GEM→cEPA添加の場
合は併用効果が見られず、cEPA単独と同じ強
さの細胞増殖抑制であった。一方、cEPA→GEM
添加の場合は、cEPA 単独および GEM単独を添
加して得られた細胞増殖抑制活性値を足し
た数値よりも強い活性があったことから、相
乗効果を示したと言える。 
 cEPA 単独、GEM 単独、cEPA→GEM 添加のい
ずれにおいても増殖抑制された細胞は、アポ
トーシスを起こした。アポトーシス頻度は、
cEPA単独、GEM単独よりも cEPA→GEM添加の
方が高かったことから、アポトーシス誘導に
おいても相乗効果が見られた。 
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(3)まとめ 
 食品成分である cEPAは、pol阻害活性に基
づいた抗がん作用があり、放射線療法に対し
て併用効果（相乗効果）があることを見出し
た。そして、そのメカニズムについてマクロ
アレイなど基礎研究レベルで解明できた。 
 がんの放射線治療は、有効な治療法の一つ
であるが、単独治療では十分な治療成績が得
られておらず、臨床の現場では新たな併用療
法が模索されている。また、がんの化学療法
に関しては、有効な抗がん剤の開発が待たれ
ている。特に、進行期の膵臓がんに対しては
GEM が抗がん剤として導入されているが、治
癒率の向上には至っていない。その為、がん
の放射線治療へ cEPA をはじめとする抗がん
機能性を有する食品成分や栄養素を活用す
ることにより、①放射線増感による治癒率の
向上（放射線療法との併用）、②既存の抗が
ん剤の使用低減（化学療法との併用）、が期
待できる。将来的には、cEPAをがん治療のた
めの健康補助食品（サプリメントなど）とし
ての用途開発を目指したい。 
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