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研究成果の概要（和文）：食品成分による癌予防を実現するためには、複数成分の併用効果の高

い組み合わせを見出し、そのメカニズムを解明することが重要である。本研究では、高い癌予

防効果が期待されるアブラナ科植物由来成分に着目し、インドール-3-カルビノール(I3C)とブ

ラシニンの癌細胞増殖抑制効果を解析した。特に I3C は、大豆に含まれるゲニステインや、プ

ロポリス等に含まれるガランギンと併用処理すると癌細胞増殖抑制効果が増強することを見出

し、その分子メカニズムについて、オートファジーや活性酸素種（ROS）の関与を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To achieve desirable effects of dietary phytochemicals on cancer 
prevention, studies on effective combinations of phytochemicals and the molecular 
mechanisms might contribute to chemopreventive strategies. This study shows the 
anti-proliferative effects of components of the cruciferous vegetables believed to be useful 
for cancer prevention. In addition, combinations of indole-3-carbinol, one component of 
cruciferous vegetables, with genistein contained in soy or galangin contained in propolis 
were also shown to be effective for inhibition of growth of cancer cells accompanied with 
inhibition of autophagic process or accumulation of reactive oxygen species (ROS), 
respectively.      
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１．研究開始当初の背景 
 1996 年の米ハーバード大学癌予防センタ
ーによる疫学調査報告をはじめとして、癌予
防における食事の重要性が示唆されていた。
米 NCIは、「癌予防効果が期待できる天然由

来食品」を疫学的データに基づいて選択し、
抗癌効果の高い含有成分をスクリーニング
し、臨床研究を通じて、実際の癌予防効果の
評価を進めていたが、ブロッコリーやカリフ
ラワー等のアブラナ科植物は、上述した「癌
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予防効果が期待できる食品」に選ばれ、イン
ドール-3-カルビノール（I3C）はその有効成
分として、最も期待されているもののひとつ
である。動物実験でも癌予防効果が確認され
ており、その作用機構についても、細胞周期
停止やアポトーシス誘導等多岐にわたり、分
子レベルで解析が行なわれている。 
 一方で、食品成分による癌予防効果を考え
る上での大きな問題点は、たとえ有効と考え
られる成分であっても、単一成分の投与では
高濃度でないと十分な効果を示さない場合
が多いことである。ヒトでの応用を考えた場
合そのような高濃度を達成するのは困難で、
仮に達成された場合でも、副作用の危険性が
増す可能性を考慮しなくてはならない。そこ
で、単一成分よりも、複数成分の併用による
癌予防戦略を考える方が現実的かつ実践的
であると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 アブラナ科植物由来成分の細胞増殖抑制
効果、及び併用によりその効果を増強する成
分を探索し、分子機構の解明を通して新しい
癌予防法の開発を目指すことを目的とした。
アブラナ科植物由来成分として、I3C は細胞
死誘導と、細胞周期停止の両経路に働くため、
細胞死誘導能のある食品成分に対しても、ま
た細胞周期停止を促す食品成分に対しても、
その効果を相乗的に増強できると考えられ
る（図 1）。そこで、この I3C と併用するこ
とで抗癌効果が増強される食品成分の探索
とその分子メカニズムの解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
 p53 が変異により失活し、p16 遺伝子が DNA
メチル化され、遺伝子発現が抑制されている
ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞を用い、主に以下
のような手法を用いて研究を行った。 
 
 (1)細胞増殖測定 
 食品成分や薬剤を培養細胞の培地に直接
添加し、24~72 時間後における濃度依存的な
細胞増殖抑制効果を測定した。併用効果につ
いては、それぞれ単一成分で処理した場合に
50％以上の増殖抑制効果を示す有効用量以
下で用い、濃度依存性、時間依存性に測定し
た。各単一成分での相加的な増殖抑制効果以
上の効果がみられた組合せについて、併用効

果があったものと判定した。 
 
(2)細胞周期・アポトーシス解析 
 (1)でみられた細胞増殖抑制効果が、細胞周
期の停止か、アポトーシス（細胞死）の誘導
によるものなのかを判定するために、フロー
サイトメーターを用いて解析した。 
 
(3)細胞周期・アポトーシス制御因子の解析 
 (2)によって得られた解析結果に基づき、そ
の分子機構の解明のために、可能性のある制
御因子についてタンパク質レベル、mRNA レベ
ルでその発現の変化について解析した。 
 
(4)オートファジー解析 
 インドール-3-カルビノールとゲニステイ
ンの併用時における分子機構について、オー
トファジーの関与が考えられたため、オート
ファゴソームを検出、確認を行なった。オー
トファゴソームの蓄積した細胞の定量には、
アクリジンオレンジを用いた。 
 
(5)活性酸素種（ROS）測定 
 活性酸素種（ROS）検出試薬 CMH2-DCFDA で
細胞を処理し、フローサイトメーターを用い
て細胞内蓄積量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)I3C とゲニステインの併用による細胞死
誘導効果（雑誌論文④、学会発表⑤、⑥、⑫、
⑬、⑮より） 
 ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞を用い、大豆由
来成分ゲニステインと I3C を、それぞれ単独
では細胞死を誘導しない濃度どうしで併用
すると、細胞死（アポトーシス）が誘導され
る（図 2A）ことを見出しそのメカニズムを解
析した。アポトーシスはカスパーゼ阻害剤に
より抑制されたことから、カスパーゼ依存的
であると考えられた（図 2B）。また、多くの

図1 I3C と別の食品成分の併用による癌予防

効果の増大 

図 2 ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞の I3C 処理、
ゲニステイン(GEN)処理、I3C と GEN 併用処理
時におけるアポトーシス誘導. A. DAPI によ
る核染色.Control:溶媒(DMSO)による処理、
I3C+GEN：I3C と GEN 併用処理 B.I3C と GEN 併
用処理時におけるアポトーシスのカスパーゼ
阻害剤 z-VAD による抑制 

A B 



癌細胞で活性化されている細胞増殖シグナ
ル伝達系のひとつである Akt 経路の阻害、及
びその下流の抗アポトーシス因子の減少も
確認された（図 3）。また、I3C とゲニステイ
ンの併用処理により、オートファゴソームの
蓄積が観察された。Akt 阻害剤により Akt 経
路を阻害すると、オートファジーが誘導され、
進行した（図 4）。しかし、I3C とゲニステイ
ンの併用処理では、オートファジーは誘導さ

れたものの、オートファジーの進行は阻害さ
れていることが判明した。そこで、Akt 経路
の阻害剤と共に、オートファジー進行を阻害
する薬剤（3-MA）と同時に併用処理すると、
アポトーシスの効果的な増強が観察された
（図 5）。 
 以上より、I3C とゲニステインを併用する
と、Akt 経路と、オートファジー進行の両方
が阻害され、アポトーシスが誘導されたので
はないかと考えられる。動物実験等の検討が
今後必要ではあるが、この組合せの有効性の
みならず、Akt 経路の阻害とオートファジー
進行を同時に阻害することが、有効な癌予防
戦略となる可能性が示された。 
 
(2)I3C とガランギンの併用による細胞死誘
導効果（学会発表③、⑨より） 
 I3C を蜂蜜やプロポリス等に多く含まれる
フラボノールの一種、ガランギンと併用した
場合に細胞死誘導効果が増強されることを
見出した（図 6）。フローサイトメトリーによ
り細胞周期を解析すると、subG1 期の割合が
増加していたことから、この効果はアポトー
シス誘導効果が増強されることによると考
えられた。その分子メカニズムについては現
在解析中であるが、I3C とガランギンの併用
処理により、細胞内に活性酸素種（Reactive 
oxygen species: ROS）の蓄積が観察されて
おり、アポトーシス誘導との関連が考えれる。

ROS スカベンジャーによって ROS を減少させ
るとアポトーシスの割合が減少したことか
ら（図 7）、I3C とガランギンを併用すること
により細胞内 ROS が蓄積し、それがトリガー
となってアポトーシスが誘導されている可
能性が示唆されている。同時に、転写因子
CREB の発現減少やその標的である抗アポト
ーシス分子の発現減少が観察されているこ
とから、ミトコンドリア依存的な内在性経路
の活性化が関与しているのではないかと考
えられる。現在 CREB の依存性が高いと考え
られる肺癌の細胞等も用いて、さらなる分子
機構の解明に取り組んでいる。 
 

図 3 I3C とゲニステイン(GEN)の併用処理
による Akt の不活性化、及びその下流で制
御されているカスパーゼ 9 の活性化、抗ア
ポトーシス因子（XIAP、survivin）の発現
減少 

図 4 Akt 阻害剤(Akt inhibitorIV)による
オートファゴソームの細胞内蓄積. オー
トファゴソームのマーカー分子（LC3）によ
る細胞染色（左）、アクリジンオレンジによ
るオートファゴソーム蓄積細胞の FACS に
よる解析結果（中央）及びその結果をグラ
フ化したもの（右）. 

図 5 Akt 阻害剤（Akt inhibitor IV）及び
オートファジー阻害剤（3-MA）の併用による
アポトーシス増強 

図 6  HT-29 細胞の I3C 処理、ガランギン
処理、I3C とガランギン併用処理時におけ
る細胞死誘導増強効果.  

 



 

(3)ブラシニンによる細胞増殖抑制効果 
（学会発表②、⑧より） 
 I3C 以外のアブラナ科植物成分として、ブ
ラシニンの細胞増殖抑制効果についても検
討を行った。ブラシニンは単独で細胞周期停
止を誘導したが、今後ブラシニンと併用して
効果のある成分についても探索し、分子機構
を解析していく予定である。 
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