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研究成果の概要（和文）：　レモン(Citrus limon) 果皮および Lansium domesticum 地上部について，含有成
分の探索を行い，17 種の新規成分とともに，limonin および lansionic acid 等の既知成分を単離・構造決定
することができた．さらに，limonin および lansionic acid は in vivo 試験において，変異原性物質暴露に
よる染色体損傷を抑えられるという知見が得られた．
　また，フキ (Petasites japonicus) 地上部より，U-251 MG 細胞および U-251 MG がん幹細胞(CSC) 双方に対
し毒性を示す成分を見出した．

研究成果の概要（英文）： To investigate the cancer prevention potency of natural products derived 
from plant materials, we isolated 41 compounds, including 17 new compounds from the peels of Citrus 
limon, and Lansium domesticum. The chemical structures of the isolated compounds were elucidated by 
chemical/physicochemical evidence, and nuclear magnetic resonance spectroscopy and mass spectrometry
 results. The antimutagenic effects of the isolated and structure-elucidated compounds against 
heterocyclic amine, 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP), were evaluated by the 
Ames test and in vivo micronucleus test. As a result, oral intake of limonin and lansionic acid 
significantly decreased the frequency of micronucleated reticulocytes treated with PhIP 
administration.
 In addition, we isolated the compounds have cytotoxic activities against both U-251 MG cells and 
their CSCs from the aerial parts of Petasites japonicus.

研究分野： 天然資源系薬学

キーワード： がん予防　Citrus limon　Lansium domesticum　Petasites japonicus　抗変異原性　がん幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　Limonin および lansionic acid が発がんを抑えられるという知見が得られた．これらの化合物は食品として
用いられているレモン (Citrus limon) および Lansium domesticum の果皮に主要成分として含まれていること
から，エビデンスに基づいた，がん予防に有効な新規機能性食品を提案することができた．抗がん剤抵抗性を持
つ CSC の駆逐に有効と考えられる化合物については，継続して有効性を証明することで，がん再発予防薬の開
発につながる可能性がある．また，本研究では，今後医薬品シーズの開拓研究を進める上で有用な化合物ライブ
ラリーの構築に成功した．

※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 
疫学調査により，野菜及び果物の摂取は種々のがん発症リスクを“ほぼ確実に”低減させるこ

とが知られている．これらの抗発がん作用は，「変異原性物質を不活性化させる」もしくは「変
異原性物質からの防御機能及び修復機能を高める」といった機序が予想される．日常生活におい
て種々の変異原性物質に対する暴露を完全に防ぐことは不可能である事から，上記の機序を有
する抗変異原性物質の摂取は，がんの発症リスクを低減させる手段として意義深いとされてい
る． 
また，がん治療において従来用いられてきた細胞毒性を示す抗がん剤によって死に至らなか

ったがん細胞により，がんの再発が起こる．がん細胞が薬剤抵抗性を示す原因の一つとして，抗
がん剤抵抗性を有するがん幹細胞 (CSC) の存在が挙げられる．CSC は，種々のがん細胞中に少
数存在し，細胞分裂停止期であることが多いため既存の抗がん剤に抵抗性を有しており，がんの
再発に深く関わっている． 
 
２．研究の目的 
これまでの抗遺伝毒性物質の探索研究により，フラボノイドおよび脂肪酸等，抗酸化作用やラ

ジカル消去能を有する化合物が数多く報告されてきた事を踏まえ，本研究では上記化合物とか
化学構造が異なるがん予防物質として，テルペノイドに着目した．すなわち，薬用・食用植物よ
りテルペノイドを単離・精製し，それらの化学構造，抗遺伝毒性，およびその作用発現メカニズ
ムについて明らかとし，さらに CSC 駆逐作用を評価することで，がんの発症および再発を抑制
する新規医薬品シーズの開発を目指す． 

 
３．研究の方法 
① レモン (Citrus limon) 果皮および Lansium domesticum 地上部含有成分の単離・構造解析 
 含有成分の探索素材として，Ames 試験においてヘテロサイクリックアミン 2-amino-1-methyl-
6-phenylimidazo [4,5-b]pyridine (PhIP) に対し抗変異原性を有する事を見出したレモン果皮および 
L.domesticum 地上部を用いた．得られた化合物の化学構造は，NMR 等の各種物理学データの解
析に加え，ECD スペクトル量子化学計算を用いて明らかとした． 
 
② 単離成分のがん予防能評価 
 得られた化合物については，In vitro 抗変異原性試験として，Ames 試験の改良法であるプレイ
ンキュベーション法を用い，がん予防能を評価した．Ames 試験には，Salmonella typhimurium TA98
株を試験菌として用い，S9 mix 存在下，変異原性物質としてヘテロサイクリックアミン 3-amino-
1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]indole (Trp-P-1)および PhIP を用いた． 
さらに，in vitro 試験で活性を示すと共に，十分な量を確保できた化合物については，in vivo 

小核試験を用いて，個体レベルでの抗遺伝毒性を評価した．小核試験では，マウスを 5 匹ずつ 3
群に分け，被験物質を各種濃度 (w/w) 含む飼料を各々自由給餌させ，変異原性物質の腹腔内投
与により出現する小核含有網赤血球発生率の比較を行った． 
 

③ フキ (Petasites japonicus) 地上部含有成分の化学構造および CSC 毒性評価 
フキ地上部含有成分の探索を行い，得られた成分について，神経膠芽腫 U-251 MG 細胞 (non-

CSC) および U-251 CSC に対する細胞毒性を評価した．CSC は，スフィア形成法を適応するこ
とにより作製し，免疫染色法を用いることで幹細胞マーカーの発現上昇を確認した．細胞生存率
の評価には， WST-8 法を用いた． 

 
４．研究成果 
① レモン果皮，および L.domesticum 地上部含有成分の化学構造 
 レモン果皮含有成分探索を行った結果，
wakayamalimonols I–V (1–5) お よ び 
limonoxime I および II (6 and 7) と命名し
た 7 種の新規化合物を単離，構造決定する
とともに，limonin (8) を含む 15 種の既知
成分を単離，同定した (Fig. 1)．新規成分の
化学構造は NMR などの各種物理学デー
タの解析および改良モッシャー法の結果か
ら決定した． 

 
センダン科植物 L.domesticum 葉部のメ

タノール抽出エキスより，含有成分の単離・
構造解析を行った結果，lansium acids I–XII 
(9–20) と命名した 12 種の新規オノセラノイド型トリテルペンを単離構造決定するとともに，
lansionic acid (21) を含む 9 種の既知成分を単離，同定した (Fig. 2). 新規成分の絶対立体配置は，
ECD スペクトル量子化学計算結果を実測値と比較することにより決定した． 
 



 
② レモン果皮，および L.domesticum 地上部含有成分のがん予防能評価 
レモン果皮および L.domesticum 葉部より得られた成

分について，Ames 試験の改良法であるプレインキュベ
ーション法を用い，抗変異原性の検討を行った．
Salmonella typhimurium TA98 株を試験菌として用い，S9 
mix 存在下，PhIP を変異原性物質として用いた．その
結果，クマリン [1, inhibition: 48.4% at 200 nmol/plate], 
リモノイド [8, inhibition: 25.5% at 200 nmol/plate]，およ
びオノセラノイド型トリテルペン [21, inhibition: 94.1% 
at 200 nmol/plate] をはじめとする化合物が抗変異原性
を示した． 

 
さらに，高い収率で単離することができた limonin (8) 

および lansionic acid (21) について，in vivo 小核試験を
用いた抗変異原性の評価を行った結果，limonin (8) お
よび lansionic acid (21) 含有飼料を与えた群では，PhIP
腹腔内投与 48 時間後の小核出現率が有意に減少してい
た (Fig. 3)．このことから，limonin (19) および lansionic 
acid (21) の経口摂取により，変異原性物質暴露による染色体損傷を抑えられるという知見が得
られた． 

 
③ フキ地上部含有成分の化学構造および CSC 毒性評価 
 フキ地上部メタノール抽出エキスよ
り含有成分の探索を行った結果，
petasitesterpenes I–IV (22–27) と命名した 
6 種の新規セスキテルペノイドを
eremophilenolide (33) 等の既知化合物と
共に得た．得られた成分について，神経
膠芽腫 U-251 MG 細胞 (non-CSC) およ
びスフィア形成法により作製した  U-
251 CSC に対する細胞毒性を評価した
結果，petasitesterpene II (22) は non-CSC 
[inhibition: 96.9% at 3.1 M] および CSC 
[inhibition: 69.3% at 6.3 M] 双方に対し，有意な細胞毒性を示した．さらに，eremophilenolide 
(33) は CSC [inhibition: 69.3% at 6.3 M] のみに対し，選択的な細胞毒性を示した． 
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