
京都府立医科大学・医学（系）研究科（研究院）・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４３０３

基盤研究(A)（一般）

2018～2015

がんの「分子標的予防法」のヒト予防介入試験への応用

Application of molecular-targeting cancer prevention to human intervention 
study.

２０１８６９９３研究者番号：

酒井　敏行（SAKAI, Toshiyuki）

研究期間：

１５Ｈ０２５２９

年 月 日現在  元   ６ １８

円    35,200,000

研究成果の概要（和文）：　強力なRB再活性化能及び抗炎症作用を持つ果汁飲料A及びBの併用効果について、培
養大腸がん細胞を用いた評価系及びマウス大腸発がんモデルで検討した。培養大腸がん細胞に対する作用では、
果汁飲料AB併用による相加効果は認められるが、相乗効果は認められないことが判明した。また、マウス大腸発
がんに対して、果汁飲料AB併用の経口摂取で発がん抑制を認めたが、果汁飲料AB併用への乳酸菌混餌摂取の相加
相乗効果は認められなかった。
　その他、果汁飲料AおよびBにおいて、RBタンパク質の活性化を指標として、複数の活性成分を同定し、更に未
同定の成分について単離同定中である。

研究成果の概要（英文）：   We have examined the combined effects of fruit juices A and B on RB 
reactivating ability and anti-inflammatory activity in vitro and in vivo. In vitro assay, we found 
that an additive effect of A and B but not synergistic effect was observed. We found the inhibitory 
effect on in vivo animal colon carcinogenesis models by oral administration of the combination of A 
and B.  However, there was neither additive nor synergistic effects by the combination of A and B 
with the supplementation of lactic acid bacteria.
　In addition, we have identified a several active components from A and B by using the activation 
of RB protein as an index. Furthermore, we also try to isolate and identify several unidentified 
components.

研究分野：がん化学予防
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　がんに代表される悪性腫瘍は、依然、死因の第一位である。また、昨今の治療の主流である分子標的薬は高額
であり、がん患者やその家族は精神的な不安のみならず経済的な負担を抱えている。それは、同時に医療政策に
おける国家レベルの大問題でもある。そのため、これに対する対策は社会的な急務であり、がんに罹患しないこ
とを目指した予防研究の社会的意義は非常に大きい。
　本研究成果は、安全性や供給量から早期に実用化が期待できる天然物を用いて、多くのがん細胞で不活性化し
ている生体分子であるRBを再活性化するという発がん原因に理論的にアプローチした予防法の開発であることか
ら、極めて学術的意義が大きい。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
（1）がんに代表される悪性腫瘍は、依然、死因の第一位である。また、従来の抗癌剤よりも特
異的にがん細胞に作用する分子標的薬は高額であり、がん患者やその家族は精神的な不安、更
に経済的な負担を抱えている。同時に医療経済的にも医療政策における国家レベルの大きな問
題でもある。	
	 そのため、安全性の面からも供給量の面からも早期に実用化が期待できる天然物や承認済み
の薬物を用いた、がんに罹患しないことを目指したがん予防研究、それによるがん予防法の確
立は喫緊の課題である。	
（2）大腸がん細胞に対するコロニー形成抑制を指標とした一次スクリーニングにより、既に、
強力なコロニー形成抑制能、即ち、細胞増殖抑制能を有する果汁飲料 A及び B を見出していた。	
（3）細胞増殖の直接的な調節以外にも、DNA 損傷をもたらす炎症作用、DNA 等生体分子の損傷
保護としての抗酸化作用、がん細胞自身が死滅する機能（アポトーシス）、更には正常ではない
細胞を排除するための個体レベルでの免疫機能などが重要な要因として知られている。	
	
２．研究の目的	
	 安全、安価に調達できる食品や食品因子などの天然物を用いてヒトでのがん予防介入試験を
行うために、細胞レベルでの検討で既に見出していた果汁飲料 A 及び B について、更に、細胞
レベル及び動物レベルで、併用効果を中心に検証する。また、その他、含有される成分につい
て、単離同定を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）培養がん細胞に対するがん予防効果の評価：	
①大腸がん細胞（APC 遺伝子変異株）に、果汁飲料 A、B もしくは AB 混合を添加し、一定期間
培養後、形成されたコロニーを染色し、コロニー数をカウントし、果汁飲料無添加のコントロ
ール群のコロニー数と比較することで、相加相乗効果の有無を検討した。また、果汁飲料添加
もしくは無添加で培養した細胞から総タンパク質を抽出し、がん抑制遺伝子 RB がコードする
RB タンパク質のリン酸化状態を Western	blot 法で比較することで、果汁飲料の RB タンパク質
活性化能を検討した。	
②①のがん細胞に、果汁飲料 A、B もしくは AB 混合を添加し、その 1時間後に TNF-αを添加し
て炎症反応を惹起し、更に 1 時間後に細胞から total	RNA を抽出した。この total	RNA を用い
て、炎症マーカーとして IL-6	の mRNA 誘導量を qRT-PCR 法により定量し、恒常的に発現してい
る GAPDH	の mRNA 量により補正した値を対照群と比較することで、果汁飲料の抗炎症能を評価
した。	
③①のがん細胞に、果汁飲料 A、B もしくは AB 混合を添加し、その 24 時間後に過酸化水素を添
加して活性酸素産生を惹起し、更に 1時間後に活性酸素の指示薬である CM-H2DCFDA にて細胞内
の活性酸素種量の測定を行い、活性酸素除去能をもって抗酸化能として評価した。	
（2）細胞周期停止作用を有する有効性成分の同定：	
	 有機溶媒と分離カラムによる成分の分画を行い、Western	blot 法による RB タンパク質のリ
ン酸化状態の変化を指標として、有効成分の単離同定を試みた。	
（3）動物発がんモデルを用いた、果汁飲料の発がん抑制効果の検証：	
	 混合果汁飲料 AB の発がん予防効果を、AOM 惹起大腸前がん病変モデル、及び AOM-DSS 惹起大
腸発がんモデルを用いて検討した。果汁飲料は発がん剤もしくは発がん剤と炎症惹起剤の投与
前から、自由飲水で摂取させた。動物は実験終了時に安楽死させ、直ちに摘出した大腸を長軸
方向に切開し、ホルマリン固定した。大腸のポリープは肉眼観察下で、前癌病変（aberrant	
crypt）は顕微鏡観察下で、それぞれ、その個数をカウントした。また、果汁飲料と、大腸がん
予防効果が報告されている乳酸菌（混餌）の併用効果を同モデルで合わせて検討した。全ての
動物試験は、京都府立医科大学動物実験委員会の承認を受けて実施した。	
	
４．研究成果	
（1）培養がん細胞に対するがん予防効果の検討：	
①果汁飲料によるコロニー形成抑制と RB 活性化能：	
	果汁飲料 A と B を 25％ずつ比率を変えて混合し、培養液に添加して 10 日間培養した後、生育
したコロニー数をカウントした。その結果、混合率にかかわらず、培地への添加量に比例して
コロニー形成の抑制率が高まったが、再現性を持って果汁飲料 A の含有率の高い方がよりコロ
ニー形成抑制効果が高かった。また、果汁飲料による RB タンパク質の活性化に関しても、コロ
ニー形成抑制効果と同様に、果汁飲料 Aが多く含有されている方が、より RB タンパク質が活性
化されていた。	
	
②混合果汁飲料による抗炎症能：	
	 抗炎症能に関しては、コロニー形成抑制及び RB 活性化能とは逆に、再現性を持って、果汁飲
料 Bの含有比率が高いほど、その効果が高かった。	
	
	



③混合果汁飲料による抗酸化能：	
	 抗酸化能に関しては、果汁飲料 A、B 共に有意差を持って活性酸素を除去しており、その効果
は A＞AB＞	B の順で強く、抗酸化能のポジティブコントロールとしてもちいたセサミン 50	µM
と同程度であった。	
	
（2）活性成分の同定	
	 現在までに、果汁飲料 A において化合物 X 及び化合物 Y、果汁飲料 B において化合物 Z が活
性成分として同定できた。その他、活性を有する未同定の化合物が存在しており、単離、同定
中である。	
	
（3）動物発がんモデルでの果実飲料のがん予防効果の検証：	
（3−1）ラット AOM-ACF モデルによる評価：	
	 代表的な aberrant	crypt	foci（ACF）の顕微鏡写真を図 1に示す。顕微鏡観察下で、aberrant	
crypt（AC）個数毎に解析した ACF 数をカウントし、その個数を、水を与えたコントロール群の
それと比較した。その結果、混合果汁飲料 AB は、ラット大腸前癌病変（ACF および AC）の個数
を減らしていた。また、混合果汁飲料 AB を乳酸菌と併用することで、混合果汁飲料 AB のみよ
りも強く前癌病変の数を減らしていた。しかし、どちらもコントロール群に対して、有意な差
ではなかった。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
（3−2）マウス AOM-DSS モデルによる評価：	
	 A:50％/	B:50%の混合果汁飲料、もしくは乳酸菌の単独投与は、個体当たりのポリープ発生個
数を減らしていたが、有意な差は認められなかった。また、混合果汁飲料 AB と乳酸菌サンプル
の併用投与は、ポリープ形成抑制に対して相加相乗効果を認めなかった。	
	 その他、20 週間サンプルを投与したが、いずれのサンプル投与群においても、コントロール
群と比較して、体重、主要臓器重量などに対して明らかな影響はなかった。	
	
	 以上の検討結果から、安価で安全な果汁飲料 A および B の混合飲料は、ヒト大腸がん予防の
ための有力な候補素材として提案することができうる。	
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図 1	 代表的な ACF	
上段左:	AC	1 の ACF、上段中央:	AC	2 の ACF、上段右:	AC	3 の ACF、
下段左:	AC	4 の ACF、下段中央:	AC	5 の ACF、下段右:	正常粘膜	
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