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研究成果の概要（和文）：本研究は、疫学調査によりがんの発症リスクを抑制することが報告さ

れている食品由来物質について、発がんの過程に沿って作用機構を総合的に解明することを目

的として行った。ヒト大腸がん由来および皮膚由来細胞用い、トマト由来リコピンやビタミン

Ｅ等の食品由来物質の影響について、発がんの初期過程に重要な意味を持つ DNA 修復関連遺

伝子系に着目して、突然変異や細胞死（アポトーシス）を中心として解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated the effects of dietary compounds for cancer 
prevention in the cell culture system.  Tomato-derived lycopene, vitamin E and 
tea-catechin showed significant t effects on reducing spontaneous and carcinogen-induced 
mutagenesis in human colorectal and skin cells by up-regulating DNA repair related genes.  
Those compounds also showed effects on apoptosis mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

疫学調査により、発がんリスクを抑制する
野菜や果物等特定の食品が次々と明らかに
なり、これらの食品由来物質の発がん抑制効
果に関する研究が、国内外において盛んに行
われている。しかしながら、多種多様な食品
由来物質の個々の作用機構は未だ不明な点
が多い。また、遺伝的にがんのハイリスク群
に属する個人へは、生活習慣の改善以上によ
り積極的な発がん予防法の開発が重要かつ
必須である。そのためには、ヒト由来細胞を
用い、発がんの過程に沿って、食品由来物質

の作用機構を詳細に明らかにすることが必
要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
がんは遺伝子の質的・量的な異常による遺

伝子修復・細胞増殖・細胞死（アポトーシス）
等の調節機構の異常により起きる疾患であり、
食品由来物質による効果的な発がん予防法の
開発には、各段階への影響を総合的に調べる
必要がある。本研究は、これまで申請者が明
らかにしてきた食品由来物質による突然変異
抑制効果を基に、発がん過程の段階ごとにエ
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ンドポイントを設置して総合的に解析するこ
とを目的として、DNA修復系への影響に重点
をおいて行った。 

 
 
３．研究の方法 
(1)細胞 
①ヒト遺伝子性大腸がん由来細胞 
ヒト遺伝性大腸がん由来細胞として、下記

に示すように発がんの初期過程において重
要な意味を持つ DNA のミスマッチ修復関連
遺伝子に異常のある細胞群を用いた。 

 
 ミスマッチ修復遺伝子
 MSH2 MSH6 MSH3 MLH1 PMS2

細胞名 
SW480     
HCT116   + + +
LOVO + + +  
DLD1  +   

＋：突然変異等の異常がある。 
 
②ヒト皮膚由来細胞 

ヒト皮膚由来細胞として、CS2AW 細胞お
よび HaCaT 細胞等を用いた。 
 
(2)食品由来物質 
トマト由来リコピン、ビタミンＥ、緑茶由

来カテキンである epigallocatechin-gallate
（EGCG）等を用いた。実験に先立って毒性
試験を行い、細胞毒性のない濃度を以下の実
験に用いた。 
 
(3)実験方法 

下記のすべての実験について、発がん物質
への曝露を行わない状態、紫外線（UV-B）
を照射した状態の２条件を設定し、食品由来
物質の影響評価を行った。 
 
①突然変異抑制試験 

突然変異抑制試験は、HPRT法を用いた。
突然変異検出マーカーである6-チオグアニン
培地により突然変異発生頻度を測定すると
同時に、単一変異細胞を分離した。Total RNA
を抽出後、HPRTに対応したプライマーを用
いてRT-PCR法によりcDNAを作成した。
HPRT遺伝子について、遺伝子配列（シーク
エンス）解析を行い、突然変異のタイプ、場
所を特定した。 
 
②ゲノムの不安定化への影響評価 
ダメージを受けた DNA は、通常 DNA 修復

系によって修復されるが、修復系に異常があ
るとダメージは蓄積し、ゲノムは不安定化す
る。その結果細胞増殖機構に異常を来たし、
がん化することが明らかにされている。そこ
で、ゲノム DNA を DNAzol（Invitrogen 社、

東京）により抽出し、ゲノムの不安定性のマ
ーカーである D2S123、D3S1611、D5S107
等について、PCR 法によりゲノム不安定化
（Microsatellite Instability: MSI）を検出し
た。 
 
③細胞死（アポトーシス）への影響評価 

本研究で着目したミスマッチ修復タンパ
ク質は、ミスマッチやミスペア等を認識して
修復するほか、P53 を誘導してダメージを持
った細胞をアポトーシスへと導くことがわ
かっている。そこで、細胞レベルでアポトー
シ ス が 観 察 で き る APOPercentage 法
（Biocolor 社、Northern Ireland）、および
DNA レベルで測定できる Apoptotic DNA 
Ladder Assay 法を用いて解析した。 
 
④細胞内シグナル伝達への影響評価 
細胞内シグナル伝達においては、DNA 修復
関連遺伝子群を重点的に解析した。遺伝子全
体の発現状態を網羅的に把握できるマイク
ロアレイ法を用いて影響を受けている遺伝
子を調べ、さらにミスマッチ修復関連遺伝子
群（MSH3、MLH1、MSH6 等）、酸化スト
レスによる DNA ダメージの修復に関与して
いる OGG1、アポトーシスや細胞周期の調節
に関与している P53 について、リアルタイム
PCR 法を用いて、遺伝子発現を定量測定した。 
 
４．研究成果 
(1)突然変異抑制試験 
遺伝性大腸がん由来細胞を用いた実験で

は、ミスマッチ修復に異常のない SW480 細
胞は、細胞 106個あたり 0.1 個以下の自然発
生突然変異率を示した。１塩基のミスペアの
認 識 に 関 与 す る hMSH6 、 deletion や
insertion の認識に関与している hMSH3、さ
らにそのどちらにも関与している hMSH2の
すべてに異常のある LOVO 細胞が、最も高い
自然発生突然変異率を示した。つぎに、
hMSH3 およびエラーの認識後の修復に関与
している hMLH1 に異常があり、そのため
hMLH1 と複合体を形成する hPMS2 もタン
パクレベルで発現できない HCT116 細胞が
高い自然発生突然変異率を示した。また、
hMSH6 のみに異常がある DLD-1 細胞は、
LOVO 細胞や HCT116 細胞ほどは高くない
が、SW480 細胞よりは高い自然発生突然変
異率を示した。各細胞をトマト由来リコピン
で処理した結果、リコピンはLOVO、HCT116、
DLD-1 細胞の順に、各細胞内の自然発生突然
変率を抑制した。 

一方、ヒト皮膚由来細胞を用いた実験にお
いて、UV-B の照射量に応じて、誘発される
突然変異頻度は増加した。また、リコピンに
よる抑制率は、UV-B 50 J/m2 では 21.5%、
100 J/m2では 35.1%、200 J/m2 では 33.8%



であった。 
 

(2)ゲノムの不安定化への影響評価 
ヒト大腸がん由来細胞を用いた実験では、

D13S153 マーカーにおいて、顕著に MSI 誘
発が観察され、またリコピン処理により抑制
されていた。ヒト皮膚由来細胞を用いた実験
では、UV-B 照射により顕著な MSI 誘発が観
察された。 
 
(3)アポトーシスへの影響評価 

ヒト皮膚由来細胞を UV-B 照射し、アポト
ーシス誘発を観察した結果、細胞レベル、
DNA レベルの両法において、UV-B 100 J/m2

照射において最も強く、アポトーシスが誘発
されていることがわかった。一方リコピンや
ビタミンＥ等により、アポトーシスが抑制さ
れている結果を得た。 
 
(4)細胞内シグナル伝達への影響評価 
マイクロアレイ法では、ミスマッチ修復関

連遺伝子 hMSH3 を up-regulate していること
が明らかとなった。そこで、リアルタイム
PCR法を用いて 6つのミスマッチ修復関連遺
伝子の発現を定量測定したところ、リコピン
により MSH2、MSH3、MSH6 が up-regulate さ
れていることが確認された。 

また、UV-B 照射（100 J/m2）により各 DNA
修復関連遺伝子発現量が up-regulate されて
いた。これらの遺伝子群は、リコピン、ビタ
ミンＥ、EGCG 等によっても up-regulate さ
れていた。 

 
以上の結果により、食品由来物質は DNA

修復系に影響を及ぼすことで、細胞ダメージ
を抑制する可能性が示唆された。 
今後さらにデータを蓄積し、総合的に解析

することで、安全で効果的な発がん予防法へ
応用できることが可能になると考えられる。 
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