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研究成果の概要（和文）：　脱脂ジャトロファ種子のEtOAcとMeOH有機抽出物と水抽出物は肝細胞と乳癌細胞の
増殖阻害をし、イソアメカノールＡは、癌細胞ごとにそれぞれ違った増殖詐害をすることも明らかとなった。イ
ソアメカノールＡは、正常細胞（McF-10A）より乳癌細胞（MCF-7）を25.9±6.14% も増殖を阻害し、MCF-7増殖
阻害はモノポーラ―スピンドル形成によるM細胞周期停止によることを明らかとした。
 イソアメカノールA処理で頸癌細(Hela）ではG1アレストで細胞増殖抑制が誘導された。また、Protein Kinase 
C betaの発現増加が見られ、種子に含まれるホルボールエステルの働き抑制が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The organic and water extracts of EtOAc and MEOH obtained from defatted 
jatropha seeds have been shown to inhibit the growth of hepatocytes and breast cancer cells. In 
addition, it became clear that isoamecanol A has different rates for inhibition on each cancer cell 
type. Isoamecanol A inhibited human breast cancer cell growth by 25.9 ± 6.14% (n = 4, p <0.05) than
 normal human breast cells. Furthermore, it was revealed that the inhibition of breast cancer cell 
growth is due to monopolar spindle formation, which leads to M stage of the cell cycle arrest.
 The cell growth inhibition was induced in Hela cells due to G1 arrest by isoamecanol A treatment. 
In addition, it was suggested that the treatment increases the expression of protein kinase C beta, 
which suppresses the function of phorbol ester contained in seeds.

研究分野：バイオマス化学

キーワード： ジャトロファ　ネオリグナン　イソアメリカノールA　MCF-7　MCF-10A　モノポーラースピンドル形成　
Hela　Protein kinase C beta

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　熱帯、亜熱帯を中心に育つジャトロファ種子は油が豊富であり、二酸化酸素の排出の少ない次世代燃料として
の注目がある。また同時にジャトロファは古くから伝わる民間薬としての利用があるため、脱脂種子廃棄物の医
療への利用、そして新たな抗癌剤の開発は経済的にも重要な試みである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ジャトロファはホルボールエステルなどの発癌物質を含むため、食料と競合しないバイ
オディーゼル燃料用植物として期待されている油糧植物である。ホルボールエステルは、
プロテインキナーゼ Cなどの様々なタンパク質を活性化することから、ジャトロファ自身
においても少なからず有害な作用があると予想されるが、その制御機構については全く明
らかにされていない。一方で、この種子に高い抗酸化活性を有するカテコール型リグナン・
ネオリグナン類の存在が明らかにされた。高等植物におけるカテコール型リグナンの報告
は少ないことから、このカテコール型リグナン類がホルボールエステルの発癌制御に何ら
かの関与をしている可能性が示唆されている。本研究では、ジャトロファに含まれるイソ
アメリカノール Aの抗癌活性を調べるとともに、さらなる抗癌作用のメカニズムの解明を
目的とした。 
 
２．研究の目的 

ジャトロファ搾油カスの酢酸エチル抽出区画とメタノール抽出区画のそれぞれの水層と
有機層での抗癌作用を調べる。特にメタノール抽出区画の有機層から発見された高い抗酸
化活性を保持するイソアメリカノール Aのヒト乳癌細胞(MCF-7) での作用を明らかとする。
正常細胞である乳腺細胞(MCF-10A)との増殖抑制効果を比較し、イソアメリカノール Aの癌
細胞での特異的増殖抑制効果を確かめる。さらにイソアメリカノール A のヒト頸癌細胞
(Hela) での効果についても検証する。 
 
３．研究の方法 
 脱脂ジャトロファ種子より抽出物の搾取、またそれらの抗癌活性の評価 
(1) 脱脂ジャトロファ種子からのソックスレー法による画分分離 
 ジャトロファ種子からの分離・精製を行う。ジャトロファ種子は、ソックスレー抽出器
を用いて、ヘキサン、酢酸エチル、メタノールによる逐次抽出を行った。メタノール抽出
画分は、二層分配し、各種クロマトグラフィーにより分離・精製を行った。 
 
(2) イソアメリカノール Aの化学合成 
 カフェ酸エチルを無水THF中でDIBAL-Hによって還元し、カフェイルアルコールを得た。
これをアセトン-トルエン中で炭酸銀により脱水素重合させ、イソアメリカノール Aを得た。 
  
(3) 酢酸エチル抽出やメタノール抽出画分、イソアメリカノール Aの抗癌活性 
 ジャトロファ種子は、ソックスレー抽出器を用いて、ヘキサン、酢酸エチル、メタノー
ルによる逐次抽出を行った。酢酸エチル抽出画分(EtOAc)とメタノール抽出画分(MeOH)は、
水層(water)と有機層(organic)の二層分配しを同様の方法にてヒト肝癌細胞（HuH-7）、ヒ
ト乳癌細胞（MCF-7）、またイソアメリカノール Aでは HuH-7、MCF-7 以外にヒト子宮頸癌
（HeLa）の増殖抑制効果について検証し、増殖抑制効果を、cell counting kit (wako) を
用いて検証した。 
 
 イソアメリカノール Aによるヒト乳癌（MCF-7）への細胞増殖抑制メカニズムの解明 
(1) 正常細胞との増殖抑制作用比較 
 ヒト乳腺細胞(MCF-10A)を利用することによってイソアメリカノール A の増殖抑制効果
が癌細胞選択性であるかを確かめた。コントロール(0.1%DMSO)と 300μM イソアメリカノー
ル Aの MCF-7 と MCF-10A での三日間の増殖抑制効果を cell counting kit を用いて検証し
た。 
 
(2) 免疫染色法によるイソアメリカノール Aの MCF-7 への影響 
イソアメリカノール A を添加５～８時間後の M 期の細胞を固定、オーロラキナーゼ（赤）、   
染色体（青）、微小管（緑）と 3重染色を行った後、Confocal microscope で観察し、写
真を撮った。 
 
 イソアメリカノール Aによるヒト子宮頸癌（HeLa）の細胞増殖抑制メカニズムの解明 
(1) フローサイトメトリー 
75μMまたは 150μM のイソアメリカノール A添加あり、もしくはなしの３日後の細胞を集
めフローサイトメトリー解析を行った。 
 
(2) マイクロアレイ解析 
フローサイトメトリー解析同様、イソアメリカノール Aで処理、及びコントロールの HeLa
細胞を回収し、GeneChip® Human Gene 2.0 ST Array (Filgen Inc.)を使用してマイクロア
レイ解析を行った。また Microarray Data Analysis Tool で分析を行った。 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
 脱脂ジャトロファ種子からの 4画分の分離、イソアメリカノール Aの作成とまたそれ

らの抗癌活性の評価 
 
 ジャトロファ種子を ソックスレ
ー抽出器を使用して、種子から抽出
するために３つの異なる溶媒を使用
した。 ｎ－ヘキサン抽出により脱脂
した後、種子をＥｔＯＡｃおよびＭ
ｅＯＨで連続的に抽出した。 それら
の抽出物を、ＥｔＯＡｃおよび水に
よって有機画分と水画分にさらに分
配した［二層分配］。それぞれの画分
で採取された全収穫量は図 1に示す。
また、（EtOAc-water, EtOAc-organic, 
MeOH-water, MeOH-organic）と、合
成イソアメリカノール Aでの抗癌作
用を 3日間調べた（図 2 & 3）。 

図 1: 破砕したジャトロファ種子の分別工程 

図 2：ジャトロファ種子の 4画分の抗癌特性。 
ヒト癌細胞株 HuH-7（A、左の列）および MFC-7（B、右の列）を使用して、

EtOAc および MeOH 抽出物の有機画分および水画分の効果を調べた。 細胞
数は、３つの独立した試験の４つのウェルの平均値±ＳＥとして計算し
た。 

図3：イソアメカノールAの抗癌作用。
ヒト癌細胞株 HuH-7（C）、MFC-7（D）、

および HeLa（E）にて増殖抑制効果を
検証した。 ３つの独立した試験の４
ウェルの平均値±ＳＥとして計算し

た。 
 



 

 

 
イソアメカノールＡは、他のヒト癌細胞株と同程度には HuH-7 の増殖に対して阻害を示

さなかったが、それでもある程度の抑制には影響を及ぼした。 Hela 細胞は、３日間の治
療期間後に最も少量のイソアメカノール Aによって最も有意に阻害された。 一方、MCF-7
の増殖は最高投与量で最も抑制され、イソアメカノール Aの成分とともに、ジャトロファ
の種子残渣の成分を同定し、それらの独自の機能を分析し続けることが今後必要である。 
 
 イソアメリカノール Aによる MCF-7 の細胞増殖抑制メカニズムの解明 
(1) 正常細胞との増殖抑制作用比較 

正常なヒト乳腺上皮細胞の
MCF-10A 細胞と癌の MCF-7 細胞で
イソアメリカノール Aの増殖抑制
効果を比較した。 

 
イソアメリカノール Aによって 

約 17%の増殖抑制が正常細胞に起
こるのに対し、癌細胞ではイソア
メリカノール A 添加によって約
43％もの増殖抑制効果が 認めら
れた。よってイソアメリカノール
A は癌細胞に特有の増殖抑制効果
を示すことが明らかとなった。 

図

図 4:イソアメカノール Aの MCF-10A と MCF-7 に対する抗癌作用 
 
(2) 免疫染色法によるイソアメリカノール Aの MCF-7 の細胞分裂 M期での阻害 

 

図 5 (a-b): イソアメカノールＡによるＭＣＦ − ７のモノポーラ―形成（ａ）未処理および（ｂ）イソアメタノ
ールＡを有するＭＣＦ − ７の形態を細胞分裂の段階によって比較した：（１）前相、（２）中期、（３） ）後期およ
び（4）終期 

 
これまでの実験では G2期なのか M期なのかを判断することは困難だったため、染色をし

て見極める必要があった。コントロールとイソアメリカノール Aで処理した細胞を比べる
と前期にはあまり目立った変化がなかったものの、中期に入ってくると 差が見られ始めた
(図 5)。コントロールでは オーロラキナーゼや染色体が 赤道板に 正しく並び、中心体両
極に位置し、正しい紡錘体(バイポーラ―スピンドル)が形成された。一方、イソアメリカ
ノール A 処理によって中心体が一部に集まり、オーロラキナーゼ や染色体も固まって一
部に位置するのでモノポーラースピンドル構造を形成した。よって、イソアメリカノール
A 処理によって M期で正常な紡錘体形成が阻害されることが明らかとなった。 
 



 

 

 イソアメリカノール Aによるヒト子宮頸癌（HeLa）の細胞増殖抑制メカニズムの解明 
(1) フローサイトメトリー 
これまでの実験でイソアメリカノールAはHela細胞の増殖抑制をすることが明らかとなっ
た。1%DMSO をコントロールとし、25μg/mL イソアメリカノール Aと 100μg/mL イソアメ
リカノール Aで 3日間 Hela 細胞で処理したところ、細胞周期 G1 アレストを誘導すること
が今回明らかとなった。 
 
(2) マイクロアレイ解析 

Table 1: イソアメカノールＡによる Hela 細胞での遺伝子発現変化 
 
細胞増殖の実験の結

果より、低濃度の 75 µM 
(25μg/mL)  と高濃 
度 300 µM (100 
μg/mL)のイソアメリ
カノール Aを選びそれ
ぞれを 1%DMSO のコン
トロールで比較した。
添加３日後の Hela 細
胞でマイクロアレーを
行ったところ、 25μ
g/mL のイソアメリカ
ノール A添加によって
PRKCB の発現減少が観
測された。この結果は
ジャトロファ種子が保
持する発癌プロモータ
ー12-deoxyl-16- 
hydroxyphorbol（ホル
ボールエステル）の働
きを弱めていることが
示唆された。発癌性の
高いホルボールエステ
ルと抗癌作用を持つイ
ソアメリカノール A 
の相異なる作用がジャ
トロファ種子で共存が
可能なのは、お互いに
作用し合っている可能
性が考えられる。 

また、100μg/mL イ
ソアメリカノール A添
加によって PPP1R13B
発現の増加はアポトー
シス誘導が示唆された。 
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