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研究成果の概要（和文）：　T細胞の活性化に伴う慢性炎症は、メタボリックシンドローム発症の主要な成因で
あると同時に、癌遺伝子の活性化や癌の発症、進展に寄与している。これまで、大豆イソフラボンの免疫細胞お
よび代謝病態へ作用することを検討してきたが、本研究は、大豆イソフラボンの癌代謝及び癌免疫への作用を明
らかにすることを試みた。
　癌幹細胞において大豆イソフラボンがどのような作用をするか注目した。3次元培養スフェロイド法を用いて
検討したところ、大豆イソフラボンであるゲニステインにおいて、スフェロイド形成を有意に阻害することを見
出した。本研究において、ゲニステインが癌代謝に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation associated with T cell activation is a major cause of 
the development of metabolic syndrome, and at the same time contributes to activation of oncogenes 
and the onset and progression of cancer. So far, we have investigated the effects of soy isoflavones
 on immune cells and metabolic pathologies, this study attempted to clarify the effects of soy 
isoflavones on cancer metabolism and cancer immunity.
　We focused on how soy isoflavones effect in cancer stem cells. As a result of examination using 
the three-dimensional culture spheroid method, it was found that soy isoflavone genistein 
significantly inhibits spheroid formation. In this study, it was suggested that genistein is 
involved in cancer metabolism.

研究分野：栄養免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の抗癌剤を使用しても、臨床画像では指摘できないレベルで治療抵抗性の癌細胞が残存し、再発を誘導す
る。この癌細胞が幹細胞と似た性質を持つことから癌幹細胞として知られており、これを制御することが重要で
ある。本研究は、癌幹細胞に注目し、大豆イソフラボンの作用機序を解明し、癌代謝及び癌免疫への作用を検証
する。さらに、他の抗癌剤との併用をin vivoを含めて検討することを通じて、副作用が少ない食品機能成分の
癌治療への参画といった創薬的な新しい可能性を検証する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
T 細胞の活性化に伴う慢性炎症は、メタボリックシンドローム発症の主要な成因であると同時

に、癌遺伝子の活性化やゲノム不安定性の誘導を通じ、癌の発症、進展に寄与している。従来の

癌治療・癌研究は、癌遺伝子の活性化により癌が発症する過程を抑制することであったが、臨床

的に十分な効果を得るには至っておらず、再発や転移が繰り返されることが多い。近年、癌研究

は、癌遺伝子によって引き起こされる病態を修復することに注目している。Tak W Mak によれば、

癌遺伝子が引き起こす作用は、細胞内代謝の変化（ワールブルグ効果：癌代謝）と免疫システム

の変化（免疫抑制作用による癌細胞の保護：癌免疫）に集約される（Nat Rev Cancer.11:85-95, 

2011）。癌代謝とは、低酸素で誘導される嫌気的解糖系が、癌細胞では低酸素でなくても亢進し、

非効率的なエネルギー産生方法により様々な過酷な条件でも適応することである。癌免疫とは、

癌細胞が免疫抑制細胞を誘導し、癌細胞を攻撃する細胞障害性T細胞（Cytotoxic T lymphocyte : 

CTL）からの攻撃から防御することである。メトフォルミンをはじめとする代謝拮抗薬が癌臨床

において多大な効果を発揮することが報告され（Cancer Res.69:7507–7511, 2009）、免疫抑制細

胞を阻害する免疫チェックポイント阻害剤の開発により末期癌状態における延命期間が画期的

に伸びていることは（Cancer Med.5:1481-1491, 2016）、細胞内代謝及び免疫系の変化が癌の病

態において極めて重要であることを裏付けている。 

 
２．研究の目的 
近年、従来の抗癌剤を使用しても、治療抵抗性の癌細胞が臨床画像では指摘できないレベルで

残存し、この治療抵抗性の癌細胞が、幹細胞の性格を有することから癌幹細胞として知られるよ

うになった。癌組織の数％に満たない少数の癌幹細胞は、癌組織の司令塔として細胞内代謝及び

免疫系の変化を主導し、また幹細胞の特性を生かし自身は強力な治療抵抗性を示すとともに、多

くの細胞に分化して癌組織を保護する。血管内皮細胞に分化し腫瘍血管を誘導することや、免疫

抑制細胞に分化して CTL による攻撃から癌細胞を保護することは、癌の治療抵抗性・転移の本態

と考えられ、癌幹細胞を制御することが癌治療において最重要とされている。 

 これまで、大豆イソフラボンの免疫細胞および代謝病態への作用を検討してきたことを基に、

癌代謝および癌免疫への作用を明らかにすることを試みた。本研究は、癌幹細胞に着目し、大豆

イソフラボンの癌代謝および癌免疫への作用を検証し、そのメカニズムを明らかにする。さらに、

他の抗癌剤との併用を検討することにより、副作用が少ないことが期待される食品機能成分の

癌治療への参画といった創薬的な新しい可能性を検証することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

癌治療において癌幹細胞を制御することは最優先と考える。そこで、癌幹細胞への効果を検討

するために、共同研究先で確立されている癌幹細胞の幹細胞性（ステムネス）を検定するシステ

ムを我々の研究室で展開し、大豆イソフラボンの癌幹細胞への効果を解析する。 

（1）3次元培養スフェロイド法 

3次元培養スフェロイド法とは、平面プレートを用い単層を形成する 2次元細胞培養に対し、

平面 96well プレートにアガロースゲルをひき傾斜を作成することより自然にスフェロイド

を形成させる。3 次元的培養により比較的組織に近いスフェロイドを形成させる培養方法であ

る（Nat Protoc.4:309-324, 2009）。これにより細胞間接着などを再現した生理的な組織に近い

状態で薬物作用を検証することができる画期的な方法であり、多剤との組み合わせ効果を効

率よく検証できることから、近年、大変注目されている。癌細胞によるスフェロイドでは中心

部に癌幹細胞が配置されることが知られていることから、標的試薬を添加した後、死細胞を染



色することにより癌幹細胞もしくは癌非幹細胞の障害を共焦点レーザー顕微鏡のより評価す

ることができる。この手法により、細胞表現マーカーが確立していない癌細胞においても解

析することが可能である。本研究において、主にスフェロイド形成能が高いマウス乳癌細胞

株 4T1 細胞を用いた。 

（2）癌幹細胞における大豆イソフラボンのメカニズムの探索 

癌幹細胞において、いくつかの情報伝達経路 (Wnt, Notch, PTEN, Hedgehog, hippo など）

が、その誘導や維持に必要であることが示されている。さらに、癌幹細胞を誘導することが知ら

れている上皮間葉転換（Epithelial Mesenchymal Transition : EMT）関連転写因子（snail, slug, 

twist, Zeb1, Zeb2 など）、幹細胞関連転写因子（BMI-1, Nanog, KLF4, Oct4, Sox2, c-myc, 

Klf4 など）が明らかとなっている。これらの因子や情報伝達経路における大豆イソフラボンの

作用について、single spheroid および２D培養細胞を用いて網羅解析を行う。各因子の遺伝子

発現について検討した。また、各情報伝達因子のリン酸化などについては、Proteome Profiler(Ｒ

＆Ｄsystems)を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

（1）3次元培養スフェロイド法を用いた大豆イソフラボンの癌幹細胞への効果 

癌幹細胞の幹細胞性（ステムネス）を検定するシステムの一つで

ある 3 次元培養スフェロにイドによって大豆イソフラボンの効果に

ついて検討した。大豆イソフラボンの中でもゲニステインにおいて、

死細胞が有意に増加することを明らかにし、さらにスフェ

ロイドのサイズが縮小することを確認した。その効果は、

既に知られている抗癌剤に匹敵するほどの癌幹細胞抑制

効果を発揮しており、この知見は大変有益な効果である。

一方、大豆イソフラボンであるダイゼインおよびエクオー

ルには同様の効果は見られなかった。 

（2）スフェロイドを作成し、大豆イソフラボンを添加後、

スフェロイドを回収し mRNA を抽出し、real-time PCR によ

り癌幹細胞関連遺伝子発現を検討したところ、大豆イソフ

ラボン添加により EMT関連遺伝子の減少傾向が認めれられ

たがさらなる解析が必要である。さらに、各情報伝達因子

のリン酸化などについて、Proteome Profiler(Ｒ＆Ｄ

systems)を用いて解析したところ、DNA 損傷に応答する癌

抑制遺伝子である Chk-2 のリン酸化の増加が認められた。 

 以上より、大豆イソフラボンが、乳癌細胞において癌幹

細胞に作用すること、また DNA 損傷など複数のメカニズム

を介して乳癌細胞に作用する可能性があることを見出し

た。 
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