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研究成果の概要：細胞に無限増殖能を与える酵素“テロメラーゼ”は、その酵素活性の阻害に

よる癌治療への応用が近年世界的に注目を集めている。既に我々は、長鎖不飽和脂肪酸とトコ

トリエノールのテロメラーゼ阻害作用を見出している。2007 年度は阻害の分子機構を解析し、

長鎖不飽和脂肪酸は核内受容体PPARJを介して、トコトリエノールは TGF-Eシグナルを介してテ
ロメラーゼ活性を抑制することを明らかにした。2008年度は担癌マウスを用いた動物試験によ

り長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノールの有効性を評価し、テロメラーゼ阻害により腫瘍を退

縮させることを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 
 80%以上のヒト癌組織に検出され、細胞に
無限増殖能を与える酵素“テロメラーゼ”は、
癌診断の新たなマーカーとしての利用が期
待される一方で、その酵素活性の阻害による
癌治療への応用が近年世界的に注目を集め
ている。 
我々は、長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノ

ールがテロメラーゼ触媒サブユニット hTERT
やテロメラーゼ制御因子c-mycの発現抑制を
介して酵素活性を阻害することを培養細胞

試験により世界に先駆けて明らかにした。過
去に、テロメラーゼ活性を転写レベルで抑制
する物質がいくつか見出され、それらの分子
機構の解明のために hTERT と c-mycの遺伝子
発現が調べられているが、さらに上流の分子
メカニズムを詳細に検証することで、阻害物
質の与える影響を包括的に解析した例は未
だない。一方、これまでに極めて多くのテロ
メラーゼ阻害剤（薬剤を含む）が in vitro
で見出されてきたが、有効性を動物試験で確
認した論文は数報のみであり、その試験方法
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も確立されていないのが現状である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、 
（1）長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノール
によるテロメラーゼ活性の阻害メカニズム
をそれぞれ包括的に解明する。 
（2）テロメラーゼ阻害物質の in vivo での
試験方法を新たに確立し、それを活用して長
鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノールの有効
性をそれぞれ検証する。 
これら（1）、（2）を研究目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノール
によるテロメラーゼ活性阻害の機構解析 
 長鎖不飽和脂肪酸（エイコサペンタエン酸
（EPA）とドコサヘキサエン酸（DHA））また
はトコトリエノールを培地（10%FBS を含む
RPMI-1640 培地）に添加して、ヒト大腸癌細
胞 DLD-1 を培養した。培養後、total RNA を
抽出し、real-time RT-PCR で遺伝子発現の変
動を解析した。さらに、培養後の細胞から細
胞抽出液を調製し、リン酸化部位認識抗体を
用いたウエスタンブロット法によりタンパ
ク質のリン酸化レベルを評価した。 
 一方、テロメラーゼ活性の阻害により、細
胞分裂に伴ってテロメア DNA が短縮し、最終
的に DLD-1 細胞の老化（分裂停止）が観察さ
れると予想できる。したがって、テロメア DNA
の長さをサザンブロット法で調べ、細胞老化
を 老 化 マ ー カ ー で あ る SA-E-Gal
（senescence-associated E-galactosidase）
によって評価した。 
 
 
（2）担癌マウスによる長鎖不飽和脂肪酸と
トコトリエノールの有効性の検討 
 ヒト大腸癌細胞 DLD-1 をヌードマウス
（BALB/cA Jcl-nu,nu/nu）背部皮下に移植し、
DHA またはトコトリエノールを胃内ゾンデに
より経口摂取させて腫瘍の大きさを観察し
た。その後、腫瘍から total RNA を抽出して
テロメラーゼ触媒サブユニットhTERT（human 
telomerase reverse transcriptase）mRNA の
発現レベルを real-time RT-PCR により解析
した。同時に、癌組織から細胞抽出液を調製
し、ウエスタンブロット法により hTERT のタ
ンパク質発現も評価した。また、腫瘍から DNA
を抽出し、テロメアの長さをサザンブロット
法で調べた。 
 
 
４．研究成果 
（1）長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノール

によるテロメラーゼ活性阻害の機構解析 
 長鎖不飽和脂肪酸である EPA や DHA は核内
受容体 PPARJ（peroxisome proliferator- 
activated receptor J）のリガンドになるこ
とがわかっている。転写調節因子である
E-catenin はテロメラーゼ制御因子 c-myc の
プロモーターに作用してc-myc遺伝子発現を
誘導することが報告されている。また、PPARJ
はE-catenin と複合体を形成してE-catenin
シグナルを抑制することが知られている。こ
れらの遺伝子に着目した結果、EPA や DHA は
PPARJの活性化によりE-catenin シグナルを
阻害し、c-myc と hTERT の mRNA 発現をダウン
レギュレートすることでテロメラーゼ活性
を抑制することがわかった（図1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. EPA と DHA のテロメラーゼ活性阻害機
構 
 
 一方、c-myc 遺伝子は TGF-Eシグナルに制
御されることがわかっている。TGF-Eは細胞
膜に存在する受容体に結合すると、そのシグ
ナルの伝達役である Smad をリン酸化する。
リン酸化された Smadは核内へと移行し、転
写共役因子 E2Fと共にc-mycプロモーターに
作用して遺伝子発現をダウンレギュレート
する。TGF-Eシグナルに着目した結果、トコ
トリエノールは本シグナル（TGF-E1→TGF-E
受容体 II→リン酸化 Smad、E2F）の活性化を
介して c-myc と hTERTの遺伝子発現をダウン
レギュレートし、テロメラーゼ活性を阻害す
ることを明らかにした（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. トコトリエノールのテロメラーゼ活
性阻害機構 

E-box

hTERT promoter

c-myc mRNA

c-Myc
hTERT mRNA

TGF-E

+
hTR

Telomerase activation
T3 

hTERTCACGTG hTERTCACGTG

TGF-E受容体 P-Smad, E2F

TGF-Eシグナルの活性化

hTERT

GSK-3E

E-cadherin

c-myc
c-myc promoter

TBE

核

細胞質

ユビキチン-プロテア
ソームによる分解 複合体形成

E-catenin
PP

E-catenin

TCF

E-catenin
E-catenin

E-catenin

TCF

PPARJ

PPARJAxinAxinAPC

c-myc mRNAhTERT mRNAテロメラーゼ活性

EPA, DHA



 

 

DHA またはトコトリエノールを処理した
DLD-1 細胞のテロメア長をサザンブロット法
で測定した結果、PDL（population doubling 
level; 細胞分裂回数の指標）の増加に伴っ
てテロメアDNA由来のシグナルが低分子側に
シフトしていた（図 3; DHA処理の結果のみ
を示した）。この結果から、DHA やトコトリエ
ノールはテロメラーゼ阻害を介してテロメ
ア長を短縮させることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. サザンブロット法によるテロメアDNA
の検出 
 
 DHA またはトコトリエノールを DLD-1 に長
期処理することで SA-E-Gal活性が検出され
（図の矢印部分）、細胞老化の誘導を確認し
た（図 4; DHA 処理の結果のみを示した）。細
胞の肥大化・偏平化、細胞の輪郭が不明瞭に
なるなどの老化細胞に特徴的な表現型も顕
微鏡下で観察できた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.  SA-E-Gal染色による細胞老化の評価 
 

 以上（図 3, 4）より、テロメラーゼ活性阻
害によるテロメア長の短縮と細胞老化の誘
導が明らかになり、長鎖不飽和脂肪酸とトコ
トリエノールの有効性が培養細胞試験によ
り確認できた。 
 
 
（2）担癌マウスによる長鎖不飽和脂肪酸と
トコトリエノールの有効性の検討 
 ヌードマウス背部に移植した腫瘍組織の
サイズは、DHA またはトコトリエノールを胃
内ゾンデにより経口摂取させることで退縮
した（図 5; DHA 処理の結果のみを示した）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. ヌードマウス背部の腫瘍サイズ 
 
 次に、real-time RT-PCR とウエスタンブロ
ット法により腫瘍のhTERT発現を評価した結
果、DHA とトコトリエノール投与のいずれに
おいても hTERT の mRNA・タンパク質発現レベ
ルが減少していた。また、DHAとトコトリエ
ノールの摂取により、腫瘍組織のテロメア長
が短縮していることをサザンブロット法で
確認した。 
 以上より、DHA とトコトリエノールはテロ
メラーゼ阻害を介して腫瘍の増殖を抑制す
ることを動物試験により明らかにした。 
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テロメラーゼ阻害作用は我々が世界に先駆
けて報告しており、本研究で解明した阻害の
分子メカニズムと動物試験による有効性確
認のような研究は国内外で皆無であるため、
本研究の新規性は極めて高い。こうした研究
の推進は、長鎖不飽和脂肪酸とトコトリエノ
ールによる“テロメラーゼ阻害を介した癌の
発症・進展予防”へ結びつくと期待される。
すなわち本成果は、長鎖不飽和脂肪酸とトコ
トリエノールの生物化学的特性を理解し、食
品の新しい機能発見や疾病予防に役立つた
め、社会的意義と波及性は極めて大きいと言
える。 
 今後の展望として、本研究の推進過程でト
コトリエノールの生理活性（癌細胞増殖抑制、
テロメラーゼ阻害など）を増強できる食品成
分を培養細胞試験により新たに見出してお
り、その機構解析と動物試験への展開を予定
している。 
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