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研究成果の概要： 癌抑制遺伝子 p16 は様々な悪性腫瘍において失活しており、その類似遺伝子
群と併せて INK4 ファミリーとよばれている。p16 が機能的に失活したヒト大腸癌由来細胞にお

いて、分子標的抗癌剤ゲフィチニブ及び新規 MEK 阻害剤である JTP-70902 が、INK4 ファミリー

の一員である p15 を誘導して細胞増殖を抑制することを見出した。さらに、アブラナ科植物に

含まれるインドール-3-カルビノールと大豆由来成分ゲニステインを組み合わせることにより

効率的に細胞死（アポトーシス）を誘導できること、ニガウリの苦み成分の一つククルビタシ

ン B が活性酸素種(ROS)依存的に増殖を抑制することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 p16 遺伝子は、非小細胞肺癌の約半数で異
常が認められ、他にも乳癌、食道癌等様々な
悪性腫瘍において失活しており、重要な癌抑
制遺伝子と考えられている。更に、p16 と同
様の活性を有する類似遺伝子として、p15、
p18、p19 が相次いで発見され、総称して INK4
ファミリーと呼ばれている。これらの遺伝子
産物はサイクリン依存性キナーゼ阻害物質

として、癌抑制遺伝子 RB 蛋白を活性化型（脱
リン酸化型）にすることにより、細胞増殖（発
癌）を抑制する。最近、遺伝子欠失マウスに
よる解析からも、INK4 ファミリーが癌抑制遺
伝子として重要な役割を果たし得ることが
判明した。さらに、喫煙や飲酒、ピロリ菌の
感染などによる炎症、加齢などの環境要因に
よって INK4 ファミリー遺伝子が失活し、発
癌リスクを増大させている可能性も指摘さ
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れている。したがって失活した INK4 ファミ
リー遺伝子の発現を回復させることは、癌予
防の分子的基盤を構築する上でたいへん重
要と考えられる。 
 また、p16 遺伝子が突然変異や染色体欠失
などで失われていても、p16 以外の INK4 ファ
ミリー遺伝子は、正常に保たれている場合が
多いといわれている。INK4 ファミリー遺伝子
は、全てサイクリン依存性キナーゼ阻害作用
を有し、機能的に同一であることが明らかと
なっている。実際、p16 遺伝子が欠失した癌
細胞に、外から p15、p18、p19 遺伝子を導入
し発現させると、細胞増殖が顕著に抑制され
る。これらの知見は、p16 遺伝子に異常があ
っても、何らかの方法で他の INK4 ファミリ
ー遺伝子の発現を誘導することにより、失っ
た p16 遺伝子の機能が代償され、癌の進行や
発症を抑制できる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 p53 と p16 が失活しているヒト癌細胞を用
い、INK4 ファミリーの発現誘導物質を探索し、
その機構を明らかにする。さらに、当研究室
で解析された他の癌予防物質との併用効果
を検討し、これらを用いたより効果的な分子
標的癌予防法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 p53 が変異により失活し、p16 遺伝子が DNA
メチル化され、遺伝子発現が抑制されている
ヒト大腸癌由来培養細胞 SW480、HT-29 を用
いて、主に以下のような手法を用いて研究を
行った。 
(1)細胞増殖測定 
 食品成分や薬剤を培養細胞の培地に直接
添加し、24~72 時間後における濃度依存的な
細胞増殖抑制効果を測定した。 
 
(2)細胞周期・アポトーシス解析 
 (1)でみられた細胞増殖抑制効果が、細胞周
期の停止か、アポトーシス（細胞死）の誘導
によるものなのかを判定するために、フロー
サイトメーターを用いて解析した。 
 
(3)細胞周期・アポトーシス制御因子の解析 
 (2)によって得られた解析結果に基づき、そ
の分子機構の解明のために、可能性のある制
御因子についてタンパク質レベル、mRNA レベ
ルでその発現の変化について解析した。 
 
(4)オートファジー解析 
 インドール-3-カルビノールとゲニステイ
ンの併用時における分子機構について、オー
トファジーが関与している可能性が考えら
れた（4.研究成果欄で後述）。それに関連し、
電子顕微鏡や特異的抗体を用いてオートフ
ァゴソームを検出、確認した。また、オート

ファゴソームの蓄積した細胞の定量には、ア
クリジンオレンジを用いた。 
 
(5)ROS 測定 
 ククルビタシンBによる細胞増殖抑制効果
の分子機構について、活性酸素種（ROS）の
関与が考えられた（4.研究成果欄で後述）。
そこで、フローサイトメーターを用いてその
細胞内蓄積量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)p15 誘導成分として、分子標的抗癌剤ゲフ
ィチニブを見出した（雑誌論文①より引用）。 
 
 上皮成長因
子（EGF）受容
体を標的とす
る分子標的抗
癌剤ゲフィチ
ニブ（イレッ
サ）のヒト大
腸癌細胞にお
ける効果を検
討した。ゲフ

ィチニブは、ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞にお
いて INK4 ファミリーのひとつ、p15 を誘導し
（図 1）、癌抑制遺伝子 RB の脱リン酸化を促
す事により細胞周期 G1 期停止が誘導される
事を明らかにした。p15 の誘導機構としては、
MEK 経路を介し、mRNA の安定性を増す事で発
現が誘導されたと考えられた。また、p15 が
誘導されない細胞（Colo320DM）ではゲフィ
チニブに対し薬剤感受性が低下したこと（図
2）、p15 ノックアウト細胞では正常細胞に比
較して感受性が低下すること（図 3）より、

図 2 p15 が誘導されない Colo320DM 細
胞とp15が誘導されるHT-29細胞におけ
るゲフィチニブ感受性比較 

図 1  ゲ フ ィ チ ニ ブ
(ZD1839)処理による HT-29
細胞における p15 の誘導 

図 3 p15 ノックアウトマウス由来胚性線
維芽細胞細胞(MEF)と正常 MEF におけるゲ
フィチニブ感受性比較 

Colo320DM

HT-29



細胞における p15 発現誘導能の有無が、ゲフ
ィチニブの薬剤感受性に深く関係している
可能性が示唆された。 
 
(2) p15 誘導成分として、新規 MEK 阻害剤
JTP-70902 を見出した（雑誌論文②より引用）。 
 
 ヒト大腸
癌 由 来
HT-29 細胞
を新規 MEK
阻 害 剤
JTP-70902
で処理する
と、 p15 の
誘導、癌抑
制遺伝子 RB
の脱リン酸
化 の 促 進
（図 4）、細
胞周期G1期
停止の誘導
（図 5）など
の結果、細
胞増殖が抑
制されるこ
とが示され
た。p15 を欠失
した細胞では
JTP-70902 の
薬剤感受性が
低下したこと
から、p15 発現
誘 導 が
JTP-70902 に

よる細胞増
殖抑制能の
発揮に重要
な役割を果
たしている
可能性が示
唆された。
また、HT-29
細胞を免疫
不全マウス
の皮下に移
植した担癌
マウスにお
い て 、
JTP-70902
投与群で
は非投与
群に比較
して有意
に腫瘍生長が抑制された（図 6）。このとき、
腫瘍部において p15 の発現上昇が確認され、 
JTP-70902 が in vivo においても p15 の発現

誘導を介して抗癌性を発揮していることが
示された。 
 
(3) p15 を誘導するアブラナ科植物成分であ
るインドール-3-カルビノールとゲニステイ
ンを併用すると、強い細胞死が誘導されるこ
とを見出した（学会発表⑥より引用、現在論
文投稿中）。 
 
 当研究室では、既にブロッコリー等のアブ
ラナ科の野菜に多く含まれるインドール-3-
カルビノール（I3C）が p15 を誘導すること
を報告している（Matsuzaki Y et al. FEBS 
Lett.(2004) 576:137-40）。今回、ヒト大腸
癌由来HT-29 細胞を大豆由来成分のゲニステ

図 4 JTP-70902 による p15 の
誘導。他に p27 の誘導、サイク
リン D1、A の減少とともに、RB
の脱リン酸化が観察された。 

図 5 JTP-70902 による細胞
周期 G1 期停止誘導 

図 6 ヒト大腸癌由来 HT-29 細
胞 移 植 マ ウ ス に お け る
JTP-70902 の腫瘍生長抑制効果 

図7 ヒト大腸癌由来HT-29細胞のI3C
処理、ゲニステイン(GEN)処理、I3C と
GEN 併用処理による細胞増殖抑制効果 

図8 ヒト大腸癌由来HT-29細胞のI3C
処理、ゲニステイン(GEN)処理、I3C と
GEN 併用処理時におけるアポトーシス
増強効果 

図 9 ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞のアミ
ノ酸飢餓状態(AAS)、I3C とゲニステイン
(GEN)併用処理時(I3C+GEN)におけるオー
トファゴソームの蓄積（電子顕微鏡像） 



インで処理すると、p15 がタンパク質レベル
で誘導されることを見出した。この両成分を
併用すると、細胞増殖抑制効果が相乗的に増
強された（図 7）。フローサイトメトリー解析
の結果、細胞死（アポトーシス）が増強され
ていることが判明した（図 8）。またアポトー
シスに先立ち、
オートファジ
ーが誘導され
ることも判明
した（図 9、10）。
オートファジ
ーは全ての脊
椎動物に備わ
っている自己
食メカニズム
であり、酸素
欠乏やアミノ
酸飢餓、化学
物質に対する
反応等、さま
ざまなストレ
スで誘導され
ることが知ら
れている。 
 さらに調べ
ると、I3C とゲ
ニステインの
併用で誘導さ
れたオートフ
ァジーは、そ
の進行途中で
阻害されるこ
とが判明した
（図 11）。こ
のオートフ
ァジーの阻
害がアポト
ーシスの誘
導に関与し
ている可能
性が示唆さ
れた。また
それには多
くの癌細胞
で活性化さ
れている細
胞増殖シグ
ナル伝達系

のひとつであるAkt 経路の不活性化が関与し
ていることも示された（図 12）。 
 本研究により、I3C とゲニステインという
食品成分同士の併用によって、効率的に細胞
死が誘導されることが見出された。特に、Akt
経路を阻害する食品成分と、オートファジー
を阻害する食品成分の併用が、食品成分によ
る癌予防戦略上有効である可能性が示され
た。 
 
(4) ニガウリ等の野菜に含まれる食品成分
ククルビタシン B が、p16 が失活したヒト大
腸癌由来SW480 細胞において細胞増殖抑制効
果を示すことを見出した（雑誌論文③より引
用）。 
 p16 が失活したヒト大腸癌由来 SW480 細胞
において、ククルビタシンB(cucB)は 40-80nM
の低濃度で高い細胞増殖抑制効果を発揮し
た（図 13）。 

 フローサイトメトリー解析の結果、cucB 処
理した細胞は G2/M 期停止及びアポトーシス
が誘導され、サイクリン B1 や CDC25C 等の
G2/M 期移行に必要なタンパク質の発現低下
や、アポトーシスに関係する各種カスパーゼ
の活性化が観察された。また、cucB 処理によ
って細胞内における活性酸素種（ROS）の蓄
積がみられた。ROS スカベンジャーである N-
アセチルシステイン（NAC）を cucB と共に添

図 10 ヒト大腸癌由来
HT29 細胞のアミノ酸飢餓
状態(AAS)、I3C とゲニス
テイン(GEN)併用処理時
(I3C+GEN)におけるオー
トファゴソームの蓄積
（オートファゴソームに
局在する LC3 抗体による
免疫蛍光染色像） 

図 11 ヒト大腸癌由来
HT29 細胞の I3C とゲニ
ステイン(GEN)併用に
よるオートファゴソー
ムの成熟阻害 
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図12  I3Cとゲニステイン(GEN)併用による
Akt の不活性化 

図 13  ククルビタシン B(cucB)の SW480 細
胞における増殖抑制効果 

図 14  ククルビタシン B(cucB)の細胞周
期・アポトーシス調節因子の発現変化及び N-
アセチルシステイン(NAC)による回復 

図 15 SW480 細胞におけるククルビタシン
B(cucB)による G2/M 期停止及びアポトーシ
ス誘導の NAC による回復 



加すると、G2/M 期移行に必要なタンパク質の
発現低下やカスパーゼの活性化が見られな
くなり（図 14）、細胞周期 G2/M 期停止やアポ
トーシスの誘導も起こらなくなった（図 15）。
このことから、cucB の細胞増殖抑制効果は細
胞内ROS蓄積を介しておこる可能性が示唆さ
れた。 
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