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研究成果の概要（和文）：がんゲノムプロジェクトの成果として、細胞内の酵素APOBEC3Bが様々な癌で認められ
る遺伝子変異の直接原因であることが明らかになってきた。本研究では、この遺伝子変異の原因であるAPOBEC3B
を減少させることで、がん予防に寄与しうる天然化合物をスクリーニングした。その結果、APOBEC3BをmRNAレベ
ルで減少させることができる天然化合物を2つ発見したが、それらの天然化合物はタンパク質レベルでは
APOBEC3Bを減少させることはできなかった。

研究成果の概要（英文）：As an achievement of cancer genome projects, a cellular enzyme, APOBEC3B, 
has been reported to be a critical cause of mutations found in various cancers.  In this study, we 
performed the screening for natural compounds which contribute to cancer prevention by decreasing 
APOBEC3B.   As a result, we found two natural compounds which can downregulate APOBEC3B at the mRNA 
level, whereas these compounds could not decrease APOBEC3B at the protein level.

研究分野： がん予防
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１．研究開始当初の背景 
発がんは、正常細胞に遺伝子変異が蓄積す

ることで引き起こされる。その遺伝子変異の
原因としては、活性酸素や紫外線、喫煙、発
がん性物質などが挙げられる。ところが、最
近のがんゲノムプロジェクトにより、生体内
に存在している APOBEC ファミリー酵素が、
がんにおける遺伝子変異の原因であること
が 明 らかに な ってき た 。その 中 で も
APOBEC3B に関しては、乳がん、膀胱がん、
肺がん、頭頸部がん、子宮頸がんにおいて発
現上昇し、p53 や c-Myc 遺伝子などに変異を
導入していることが見出されている（Nature, 
2013; 494: 366-370, Nat Genet., 2013; 45: 
977-983）（図 1）。 

活性酸素に対しては抗酸化物質の摂取に
より、紫外線や喫煙、発がん性物質に対して
はそれらの暴露を回避することにより、これ
らに起因する遺伝子変異、発がんはある程度
予防可能ではあるが、APOBEC3B に関して
は、生体内に元々存在しているため、逃れら
れることはできない。APOBEC3B による遺
伝子変異を抑制できる新たながん予防法の
開発が必要だ。 
 
２．研究の目的 
これまでのがん予防戦略としては、紫外線

や喫煙、発がん性物質などの暴露からの回避
や、抗酸化物質の摂取による細胞内などで発
生し遺伝子変異を導入する活性酸素の除去
などが一般的であった。本研究では、最近見
出された生体内に存在する変異原酵素
APOBEC3B に着目し、新規がん予防法を開
発する。発がんにおける APOBEC3B の発現
上昇メカニズムは、ほとんど明らかになって
いないため、本研究ではスクリーニング系の
構築から開始する。そして、APOBEC3B を
発現低下させることで、APOBEC3B による
遺伝子変異を抑制し、がん予防に貢献しうる
食品成分の発見を目指す（図 2）。 

 
３．研究の方法 
(1) APOBEC3B 発現抑制食品成分のスクリ
ーニング系の構築 
初めに、生体内変異原酵素 APOBEC3B の発

現を低下させる食品成分を探索するスクリ
ーニング系を構築する。細胞株としては、
APOBEC3B の高発現により、p53 遺伝子などに
変異が存在する乳がん細胞株HCC1569などを
用いた。定量 RT-PCR 法を用いて、安定して
細胞内で発現している APOBEC3B の mRNA を検
出できるか否かを検討した。 
 
(2) APOBEC3B 発現抑制食品成分のスクリ
ーニング 
(1)で構築した定量RT-PCR法を用いたスク

リーニング系を使用し、APOBEC3B の mRNA の
発現を低下させる食品成分を探索した。食品
成分のスクリーニングライブラリーとして
は、市販の天然化合物ライブラリーを用いた。 
 
(3) スクリーニングのヒット化合物の評価 
 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 見 出 さ れ た
APOBEC3B の mRNA 量を低下させることができ
る天然化合物(ヒット化合物)に関して、まず
は、定量 RT-PCR 法を用いて、発現抑制の濃
度依存性を評価した。さらに、再現良く
APOBEC3B の mRNA 量を低下させることができ
たヒット化合物に関しては、ウエスタンブロ
ッティング法を用いて、細胞内の APOBEC3B
タンパク質の発現を抑制できるか否かを評
価した。また、APOBEC3B の mRNA 量を逆に増
加させた化合物に関しても、その再現性と濃
度依存性を評価した。 



４．研究成果 
(1) APOBEC3B 発現抑制食品成分のスクリ
ーニング系の構築 
 初めに、APOBEC3B の高発現により p53 遺伝
子などに変異が存在する乳がん細胞株
HCC1569 を購入し、スクリーニング系の構築
を行った。ところが、HCC1569 細胞の増えが
悪く、多検体で解析を行う必要があるスクリ
ーニングには適していないことがわかった。 
 そこで、所有している様々ながん細胞株を
用いて、定量 RT-PCR 法により細胞内の
APOBEC3B の mRNA の発現を検出した。その結
果、培養の容易な細胞株の中で、安定して
APOBEC3B の mRNA の発現を検出できるものと
して、大腸癌細胞株 HT-29 を見出した。HT-29
細胞内の APOBEC3B の mRNA 量を指標とした系
をスクリーニング系とした。 
 
(2) APOBEC3B 発現抑制食品成分のスクリ
ーニング 
 大腸癌細胞株 HT-29 を 6 well plate に培
養し、市販の天然化合物ライブラリーの化合
物を一つずつ添加した。24 時間後、HT-29 細
胞を回収し、定量RT-PCR法を用いてAPOBEC3B
の mRNA 量を測定し、網羅的に変動を解析し
た(図 3)。 

その結果、APOBEC3B の mRNA 量を減少させ
る天然化合物が 2 つ見出された。また、
APOBEC3B の mRNA 量を逆に増加させる天然化
合物も 4つ見出された。 
 
(3) スクリーニングのヒット化合物の評価 
➀ APOBEC3BのmRNA量を増加させた天然化合
物の評価 
 (2)のスクリーニングにおいて、APOBEC3B
のmRNA量を増加させる可能性が見出された4
つの化合物(A～D)に関して、10 M と 30 M
の濃度で HT-29 細胞に添加し、再度 APOBEC3B 

mRNA 量への影響を解析した（図 4）。 

 その結果、再現良く、APOBEC3B の mRNA 量
を 2倍以上に増加させてしまう天然化合物が
2 つ(化合物 A,D)見出された（図 4）。これら
の天然化合物は、遺伝子変異の原因になりう
る APOBEC3B の発現を上昇させる可能性があ
るため、がん予防の観点から暴露を避けるべ
き化合物であるかもしれない。 
 
➁ APOBEC3BのmRNA量を減少させた天然化合
物の評価 
 APOBEC3B の mRNA 量を減少させる可能性が
見出された 2 つの化合物に関して、化合物 E
を 25 M と 50 M で、化合物 Fを 12.5 M と
25 M で HT-29 細胞に添加し、24 時間後、定
量 RT-PCR 法を用いて APOBEC3B の mRNA 量へ
の影響を評価した。その結果、低濃度側の濃
度でも、APOBEC3B の mRNA 量を約半分に減少
できることが明らかになった（図 5）。 

そこで、これらの化合物を 24 時間添加し
た後、ウエスタンブロッティング法により細
胞内の APOBEC3B タンパク質量への影響を解
析した。その結果、添加 24時間では APOBEC3B



タンパク質量を減少させることができない
ことが明らかになったため、さらに 48 時間
でも評価したが APOBEC3B タンパク質量は減
少しなかった（図 6）。結果として、本研究の
目標としていた APOBEC3B のタンパク質量を
減少させうる天然化合物は見出されなかっ
た。 
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