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研究成果の概要（和文）：大腸がん幹細胞様細胞を用いて、フコキサンチン (Fx)の活性代謝物フコキサンチノ
ール (FxOH)におけるapoptosis誘導作用機序、及びその効果と相関する細胞内マーカー代謝物Glycine及び
Succinic acidを明らかにした。また、大腸がん幹細胞様細胞の担がんモデルマウスにおけるFx投与による腫瘍
形成抑制作用と相関する腫瘍内代謝物Glycineを同定した。Fx及びFx高含有ワカメ (Fx-high wakame)を投与した
大腸発がんモデルAOM/DSSマウスにおける腫瘍微小環境形成抑制効果と相関する唾液マーカー代謝物Glycineを見
出した。

研究成果の概要（英文）：Fucoxanthinol (FxOH) is a strong anticancer metabolite of fucoxanthin (Fx). 
Glycine and succinic acid were good prognostic indicators of apoptosis induction to colorectal 
cancer stem cells-like cells by FxOH. Fx administration delays occurrence of tumors in xenograft 
mice by colorectal cancer stem cells-like cells with an anti-tumor predictor of glycine. Salivary 
glycine was a significant predictor for the attenuation of tumor microenvironment formation by Fx in
 AOM/DSS mice. Fx-high wakame could prevent formation of the tumor microenvironment with a salivary 
predictor of glycine of the Fx-high wakame function.

研究分野：水圏生命科学

キーワード： がん化学予防　がん幹細胞　フコキサンチン　フコキサンチノール　カロテノイド　メタボローム　代
謝物　唾液

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、FxOHによるがん幹細胞のapoptosis誘導機序、及びこの効果と相関する代謝物における重要な結果
を得た。また、Fx及びFx-highワカメによるマウス大腸がん化学予防効果と相関する唾液代謝物に関する結果を
得た。これらの成果は、今後、海藻や他の食品によるがん予防研究へ応用可能である。また、唾液メタボローム
は、タンパク質や遺伝子発現と共に、がん予防効果を判別する指標となる可能性が高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体内低分子代謝物(解糖系やクエン酸回路等)は、様々な刺激後の細胞内End productsであり、
これらを網羅的に検出するメタボローム解析は、先天性疾患のスクリーニングに限らず、近年、
がん等の生活習慣病の解析にも応用されるようになってきた。大腸がんは日本人男性の死因の
第 3 位、日本人女性の第 1 位を占め、予防・治療法の開発が急務となっている。ヒト大腸がん
組織では、正常組織と比べて、解糖系が亢進していること、及びコハク酸等のクエン酸回路の
代謝物が有意に増加していることが明らかとなった(Hirayama et al. 2009)。また、大腸発がんモ
デル ApcMin/+マウスの血漿、血清、結腸組織の GC-MS解析では、Wild typeと比べて、アミノ酸
や Acyl-CoA等の多くの代謝物が有意に増加していることが分かった (Dazard et al. 2014, Yoshie 
et al. 2012)。しかし、大腸がん構築の始原細胞として重要な大腸がん幹細胞における代謝物を解
析した知見はほとんどない。一方、乳がん及び膵がん患者の唾液、血液、尿では、健常人と比
べ、多くの代謝物が有意に増加していることが明らかとなった (Sugimoto et al. 2010, Nishiumi et 
al. 2010, Yu et al. 2013)。 
 
 がん予防が期待できる天然化合物は数多く報告されている。しかし、ヒトの長い食文化で培
われた食生活をほとんど変えることなく、がん予防が期待できる天然化合物は僅かである。
Fucoxanthin (Fx)は、構造中にエポキシ基とアレン基を有する高極性キサントフィルの一つであ
り、日本人や他のアジア人が日常的に摂取している多くの褐藻類に含まれている。Fxは、強力
な抗がん・抗肥満・抗糖尿病作用等が報告されている(Nara et al. 2005, Maeda et al. 2005&2007, 
etc)。Fxの安全性は確認されている(LD50 = 2 g Fx-rich oil/kg b.w.)。最近、抗肥満・抗糖尿病効果
を期待して Fxのヒト介入試験が行われた(結果は効果あり)。著者らは、多くの褐藻類のうち、
Fx は特にワカメに豊富に含まれること、及びワカメの Fx 蓄積量を高める時期及び海域に関す
る重要な知見を発表した(Terasaki et al. 2009&2012)。ワカメには平均 0.2w/v%の Fxが含まれてい
る。日本人は、一日あたり 1 g乾重量(約 20 mg Fx相当)のワカメを摂取している。褐藻類あるい
はこの抽出物をヒトへ単回または毎日投与を行うと、血漿中に Fx の代謝産物の一つ
Fucoxanthinol (FxOH)が 1~40 nMレベルで現れる(Asai et al. 2008, Yonekura et al. 2010, Hashimoto 
et al. 2012)。FxOHは Fxよりも培養系がん細胞へ強い増殖抑制作用を示す (Konishi et al. 2006, 
Terasaki et al. poster presentation 2006, Terasaki et al. 2013)。上記のように、Fxは日常的なワカメの
摂取でがん予防が期待できる極めて稀な素材である。しかし、Fxまたはワカメによるがん予防
の分子機序についてはまだ未解明な点が多い。また、Fxによるがん予防効果において、予防予
測因子として唾液に着目した知見はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は次の 3点である。 

(1) in vitro model実験: ヒト大腸がん幹細胞様細胞を用いて、FxOHによるアポトーシス誘導作
用機序、及びその効果と相関する細胞内マーカー代謝物を明らかにする。得られた結果を次に
行う in vivo試験の基礎的資料とする。 

 
(2) Fx投与実験: Fxを投与した発がんモデルマウスの大腸がん予防効果、大腸がん幹細胞発生
抑制効果、他の腫瘍微小環境形成抑制効果を明らかにし、これらの効果と相関する唾液中のが
ん予防マーカー代謝物を明らかにする。 

 
(3) ワカメ投与実験: ワカメを投与した発がんモデルマウスの大腸がん予防効果、大腸がん幹
細胞発生抑制効果、他の腫瘍微小環境形成抑制効果を明らかにし、これらの効果と相関する唾
液中のがん予防マーカー代謝物を明らかにする。 
   上記、(2)及び(3)の結果をもとに、Fx及びワカメによる大腸がん予防効果を判定する唾液中
の代謝物の基準を考案する。 
 
３．研究の方法 

(1) in vitro model実験: ヒト大腸がん細胞 HT-29及び HCT116細胞（親細胞; PC）を超低接着
プレートと幹細胞培地（EGF、bFGF、B27含有 DMEM-F12培地）で 2日間培養してがん幹細
胞様細胞塊（Colonosphere; Csp）を作製した。Cspへ FxOHを添加し、apoptosis誘導作用機序は、
フローサイトメーターとWestern blot法を用いて解析した。細胞内代謝物は、細胞可溶化物へ
内部標準を添加し、TMS化して、GC-MSにより量的変化を解析した。 

 
 (2) Fx投与実験: ICRマウス (5週齢、雄)へ、Azoxymethane (AOM)と Dextrane sodium sulfate 

(DSS)を投与し (AOM/DSSマウス)、8週間飼育して発がんさせた。Fx-oilを、30 mg Fx/kg bw、
及び 6 mg Fx/kg bwとして胃内強制投与した。コントロール群は、Fxを懸濁している oilと同じ
植物油を投与した。と殺の直前、唾液はピロカルピン投与により採取した。と殺後、大腸を採
取して開腸し、粘膜上皮腫瘍を計数後、ホルマリン固定し、Hematoxylin and eosin-stained (HE)
及び未染色パラフィン包埋切片を作製した。腫瘍微小環境形成細胞の免疫組織化学染色は、(1) 
大腸がん幹細胞: 一次抗体として、Anti-CD44-Alexa488抗体及び Anti-EpCAM-APC抗体、(2) が
ん関連繊維芽細胞: 非標識 Anti-αSMA 抗体及び Anti-rabbit-Alexa488 二次抗体、(3) 腫瘍関連



macrophage及び樹状細胞: Anti-CD206-Alexa594抗体を付加した。核を DAPI染色し、共焦点顕
微鏡を用いて各細胞のタンパク質発現を解析した。マウス唾液 100 μLに対して内部標準を加え、
代謝物の量的変化を GC-MS を用いて解析した。各ピークに相当する代謝物は、pmol 
metabolite/100 μL salivaとして換算した。 
 
  (3) ワカメ投与実験: 北海道函館市漁業組合の漁業士のご協力のもと、ワカメのロープ栽培を
行った。ワカメを経時的に採取し、総脂質を抽出した。総脂質中の Fx含量は、HPLCを用いて
解析した。ICRマウス (5週齢、雄)の AOM/DSSマウスを作製し、7週間飼育した。Fxを高含
有するワカメ (Fx-high wakame, 5 mg Fx/g wakame dw)、及び Fx低含量ワカメ (Fx-low wakame, 3 
mg Fx/g wakame dw)を粉砕機を用いて粉砕し、粉末通常餌料 (Grade: MF)と 1:5で混ぜて混餌を
調製した。 1.5 g/匹/回として 15時間与え、混餌を投与しない時は、固形MFを与えた。コント
ロールとして粉末 MFを用いた。唾液採取法、大腸粘膜切片固定、免疫組織化学染色法、及び
唾液代謝物解析法は、(2)と同様に行った。 
 
４．研究成果 

(1) in vitro model実験: HT-29及び HCT116由来 Cspへ FxOHを添加した結果、濃度依存的な
増殖抑制及び apoptosis様の細胞死が観察された。タンパク質発現を調べたところ、上皮間葉転
換抑制、及び Integrin、Stat、MAPK signal活性化抑制が認められ、apoptosisを起こしているこ
とが明らかとなった。Csp細胞内の代謝物を GC-MSを用いて調べた結果、両細胞とも、FxOH
添加により、Glycine 及びコハク酸の有意な減少 (0.1-0.5 倍)を認めた。これらの結果から、こ
の 2代謝物はCspの apoptosis誘導の予測マーカーとなる可能性が強く示唆された (Terasaki et al. 
Anticancer Res 2018 & Oncol Rep 2018)。 次に、Cspの分散懸濁液をヌードマウスの皮下へ接種
して担がんさせ、Fx を細胞接種前より投与して腫瘍発症率を調べた結果、Fx 投与群は、コン
トロール群と比較して、有意に腫瘍発症率の低下が認められた。と殺後、腫瘍を採取して代謝
物を解析したところ、Glycineのみ Fx投与により有意な低下が示された。この結果から、Glycine
は、マウス腫瘍発症低下のマーカーとなる可能性が強く示唆された (Terasaki et al. J Clin 
Biochem Nutr 2019)。 
 

(2) Fx投与実験: AOM/DSSマウスの病理解析を行った結果、粘膜潰瘍、異形成、及び腫瘍の
発症率や多重度は、Fx投与により抑制傾向が認められた。AOM/DSSマウスの正常粘膜におけ
る腫瘍微小環境形成細胞群を共焦点顕微鏡を用いて解析したところ、Fx投与群の大腸がん幹細
胞様 CD44high/EpCAMhigh細胞、大腸がん関連繊維芽細胞様 αSMAhigh細胞、及び腫瘍関連マクロ
ファージ及び樹状細胞様 CD206high細胞は、コントロール群と比べ、有意な発生抑制効果が認め
られた。唾液代謝物を解析した結果、9つの主要代謝物が同定され、グリシン含量のみ、Fx投
与群は、コントロール群と比べ、約 0.5倍へ有意に抑制した。これらの結果、Fx投与マウスに
おける腫瘍微小環境形成抑制と相関する唾液マーカー代謝物としてグリシンを明らかにした 
(Terasaki et al. IN VIVO 2019)。 
 

  (3) ワカメ投与実験: 5 mg/g dw以上の Fxを含む Fx-highワカメを採取し、本ワカメ粉末と
MFの混餌の準備に成功した。AOM/DSSマウスの病理解析を行った結果、と殺まで各群の体重、
及び前がん病変である ACF 数に明瞭な違いはみられなかった。大腸正常粘膜組織における
CD44high/EpCAMhigh細胞、αSMAhigh細胞、及び CD206high細胞を調べた結果、Fx-highワカメ投与
群は、コントロール群と比べ、有意な発生抑制効果が認められた。さらに、カスパーゼ 3活性
化細胞の増減を調べたところ、Fx-high ワカメ投与群は、Fx-low ワカメ投与群及びコントロー
ル群と比べ、有意な増加が認められた。唾液代謝物を解析した結果、5 つの主要代謝物が同定
され、グリシン含量のみ、Fx-highワカメ投与群は、コントロール群と比べ、約 0.4倍に抑制さ
れた。これらの結果、Fx-highワカメ投与マウスにおける腫瘍微小環境形成抑制と相関する唾液
マーカー代謝物としてグリシンを明らかにした (未発表)。 
 
  (2)-(3)の実験の結果、Fx または Fx-high ワカメ投与マウスにおける唾液グリシン含量が、コ
ントロールマウスと比べ、約 0.4-0.5倍へ減少した場合、がん予防効果が得られる可能性が強く
示唆された。 
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