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研究成果の概要（和文）：本研究では, 食品成分による癌の浸潤・増殖・転移抑制効果について, in vitro並び
にin vivoでの解析を行った. 先ず, 培養癌細胞を用いた解析により, 食品成分のクルクミン、ヘスペレチン, 
レスベラトロール, カプサイシンは, 癌幹細胞を含む足場非依存性癌細胞群に対するEMT抑制機能を介して, こ
れら細胞にアノイキスを誘導（細胞傷害作用）する事で癌の浸潤・転移に抑制的に働く可能性が示唆された. さ
らにLLC細胞をマウスの肺へ生着させた自然肺転移モデルによる解析から, 動物実験レベルでも, クルクミンは,
 癌の原発巣のみならず肺転移に対しても抑制的に機能している事が明らかとなった.

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the inhibitory effects of food components on 
the invasion, growth and metastasis of cancer cells, in vitro and in vivo. First, it has been 
suggested that curcumin, hesperetin, resveratrol and/or capsaicin induce the anoikis in 
anchorage-independent growth cells including CSCs by undergoing epithelial-mesenchymal transition 
(EMT), consequently leading to the inhibition of cancer cell invasion, proliferation and metastasis.
 Furthermore, we found that curcumin prevents the metastasis of lung cancer cells using mouse lunge 
carcinoma cells (LLC) and allograft model in vivo.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 癌幹細胞　細胞死　ストレス蛋白質　アポトーシス　上皮間葉転換　アノイキス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の浸潤の多くは，通常の癌細胞が，EMT（上皮間葉転換)を起こし遊離した後，アノイキス耐性を獲得する事で
生じる足場非依存性の増殖と関係している．一方，癌の遠隔臓器への転移や再発は，これらアノイキス耐性細胞
と癌細胞に混じる少数の癌幹細胞(CSC)からなる足場非依存性癌細胞群（以後AICCGと略記）が重要な役割を果た
している．最近，我々は，抗癌作用を持つ一部の食品成分には，アノイキス抑制分子である幾つかのストレス蛋
白質の発現を著明に減少させる作用がある事を見出した．今回，これら食品成分によるAICCGに対するアノイキ
ス誘導能を検証する事で，癌細胞の浸潤・転移に対する抑制機能について解析を行った。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
癌細胞は，EMT(epithelial-mesenchymal transition)を起こし遊離した後，アノイキス（細胞接着
喪失のため誘導される細胞死）耐性を獲得する事で生じる足場非依存性の増殖を特徴としてい
る．実際，癌の浸潤・転移・再発の原動力は，これらアノイキス耐性細胞と癌細胞に混じる少数
の癌幹細胞(CSC)からなる足場非依存性癌細胞群（以後 AICCG と略記）が重要と考えられてい
る．これら AICCG は，既存の抗癌剤に対し強い抵抗性を示す事から，現在，抗癌剤を始め AICCG
傷害を誘導する手段の検索が行われているが，未だ有効な方法は見つかっていない．最近，天然
物，中でもポリフェノール類を代表とする食品成分による EMT 抑制機能を介した CSC に対す
る傷害作用が報告された．これら食品成分は接着性の上皮型癌細胞に対して抗癌作用を発揮す
る事が分かっている事から，本研究では，これら食品成分が EMT 抑制機能を介して AICCG に
アノイキスを誘導し，癌の浸潤・転移抑制効果を発揮できるかその可能性について探った． 
 
２．研究の目的 
AICCG の増殖抑制には，EMT の抑制並びに遊離癌細胞群に対するアノイキス誘導が必要とな
る．最近，我々は，抗癌作用を持つ一部の食品成分には，アノイキス抑制分子として知られてい
る幾つかのストレス蛋白質の発現を著明に減少させる作用がある事を見出した．本研究では，こ
れら食品成分によるアノイキス誘導能を検証する事で，癌細胞の浸潤・転移を抑制できる新規抗
癌物質開発の手掛りを探る事を目的とした． 
 
３．研究の方法 
＜食品成分による，EMT や CSC が有する癌幹細胞性に対する抑制効果についての検討＞ 
今回，柑橘系果物に含まれるヘスペレチンに着目しその EMT 抑制機能について検討を行った．
これまで我々は，ヘスペレチンが転写因子である HSF-1 の発現抑制を介して細胞死を誘導し癌
細胞増殖抑制効果を発揮することを報告してきた．一方，HSF-1 は，EMT に関与する幾つかの
タンパク質の転写因子として機能する事から，本研究では，ヘスペレチンによる HSF-1 を介し
た EMT 抑制機能に基づいた癌細胞の浸潤・転移抑制機序，並びに，CSC が有する癌幹細胞性に
対する抑制機構についての解析を行った． 
【方法】ヘスペレチンをヒト肺癌細胞株 A549 に添加し，細胞遊走能に与える影響を検証した．
次に，A549 を低接着シャーレで培養し EMT 獲得浮遊癌細胞を樹立させた後，ヘスペレチン添
加または HSF-1 をノックダウンし，EMT マーカータンパク質の発現量を解析した．CSC に対
する抑制効果は，A549 をヘスペレチン処理か HSF1 をノックダウンした後，癌幹細胞性に関わ
るタンパク質の発現量について解析を行った．ヘスペレチンの自己複製能へ与える影響は，低接
着シャーレに無血清培地で培養し作成したスフェアを用いて検討した．  
＜食品成分による足場非依存性癌細胞群に対するアノイキス誘導効果についての解析＞ 
我々のこれまでの解析から，クルクミンが，A549 に対して細胞死を誘導する事でその細胞増殖
を抑制することを明らかにしてきた．そこで今回，アノイキス耐性浮遊癌細胞及び CSC を用い
て，クルクミンによるアノイキス誘導を介した癌転移・再発抑制作用についての解析を行った． 
【方法】浮遊癌細胞の解析には低接着シャーレを用いた．アノイキスを含む細胞死誘導効果は
Annexin-V/PI 染色により評価した．β-catenin の局在は IF 法で解析した．癌幹細胞は，幹細胞
マーカーである CD133 を蛍光染色し FACS を用いて検出した．  
＜食品成分による癌の増殖・浸潤・転移抑制効果についての in vivo 解析＞ 
今回，これまでの研究成果の生体への応用を試みるため，マウス肺癌由来の Lewis lung 
carcinoma (LLC)細胞をマウスの皮下に移植後肺への生着が認められた自然肺転移モデルを構
築し，クルクミンによる in vivo での癌転移抑制効果について検証を行った． 
【方法】最初に，LLC に対するクルクミンによるアノイキス誘導効果と細胞遊走能に与える影
響を in vitro で検証した．LLC にクルクミンを添加し，その細胞生存率と各タンパク質発現量の
変化について解析を行った．アノイキス誘導は，低接着プレートで培養した浮遊 LLC にクルク
ミンを添加後，WST-8 アッセイを用いて解析を行った．in vivo 解析は，D-PBS に懸濁した 1×10⁶
個の LLC を C57BL6 マウスの背部皮下に接種し担癌マウスを作成後，クルクミンを隔日で腹腔
内に投与した．クルクミン投与 4 週間後に，原発巣の大きさと肺への転移巣数を計測した． 
 
 
 
 



４．研究成果 
食品成分による癌細胞の EMT に対する抑
制効果について 
①ヘスペレチンは A549 細胞に対してその
遊走能や浸潤能を抑制する：食品成分によ
る 細 胞 遊 走 能 に 対 す る 抑 制 効 果 は ，
Wound healing assay で解析した．ヘスペ
レチンは，コントロール群及び抗癌剤であ
る CDDP（シスプラチン）処理群と比較し
て，遊走能を抑制していた．(結果は省
略 ) ．次に，浸潤能抑制効果を Transwell 
invasion assay で検証した所，ヘスペレチ
ンによる浸潤能の著明な抑制効果が認め
られた (図 1 ). また，EMT 細胞に特徴的な
細胞遊走能に対するヘスペレチンの影響を
ボイデンチャンバーを用いて解析した所，
ヘスペレチン添加で有意な差が確認され
た（図 2）．以上の結果，ヘスペレチンが細
胞遊走能を抑制する事が明らかとなった． 
②ヘスペレチンは，HSF-1 を抑制する事で
EMT を阻害している：HSF-1 の EMT で
の役割を明らかにするため，HSF-1 を
RNAi でノックダウンさせ EMT 抑制がみ
られるか否かについて検討した．HSF-1 ノ
ックダウンにより，図 3 に示すが如く，上
皮系マーカーの発現量の増加と間葉系マ
ーカーの発現量の減少が認められた．以上
の結果より，HSF-1 発現の抑制が，浮遊癌
細胞における EMT 獲得を阻害している可
能 性 が 示 唆 さ れ た ． さ ら に ， A549 に
shHSF1 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し ，
Transwell invasion assayにより浸潤能を評
価した所，shHSF1 を導入した細胞で著明
な浸潤能の低下が認められた (図 4) ．
HSF-1 に対する発現低下作用に加え今回
の結果から、ヘスペレチンは，HSF-1 発現
抑制作用を介して EMT を阻害している事
が示唆された．  
③ヘスペレチンは，CSC の癌幹細胞特性を
抑制する：A549 中の CD133 陽性細胞を用
いて，ヘスペレチンによる CSC 対する抑
制効果について解析を行った．400 µM ヘ
スペレチン，または同程度の細胞生存率を
示す 20 µMCDDP で処理し，生細胞を計測
した (図 5. A) ．その後，CSC マーカーで
ある CD133 で染色し，フローサイトメー
ターにて CD133 陽性細胞を検出した (図
5. B) ．これらデータによる CD133 陽性細
胞の割合から，各試薬処理後に生き残った
CSC の細胞数をグラフ化した (図 5. C) ．
ヘ ス ペ レ チ ン は ， CDDP と は 異 な り
CD133 陽性細胞にも抑制効果を示した．次
に，ヘスペレチンによる CSC 細胞抑制メカ
ニズムを明らかにするため，HSF-1 に着目

図 1 A. A549 にヘスペレチン 400 µM を処理して 48 時間培養後，
マトリゲルでコーティングしたインサートに各群の細胞数を揃え
て播種し，さらに 24 時間培養後，インサート裏に浸潤した細胞を
染色し，蛍光顕微鏡を用いて撮影した． 
B. A で染色した細胞を計測し，各群の細胞数をグラフ化した．そ
れぞれの値は，3 視野の画像それぞれの計測結果から得たもので
あり，Student’s t-test にて P 値を算出した． 

図 2 A549 にヘスペレチン溶液 0，200，400，600 µM を添加し，
48 時間後インサートに播種，その 24 時間後染色し，細胞数を計測
した．ヘスペレチン溶液 0 µM の細胞数を 1 とし，相対値で評価し
た．**p<0.01 で有意差があることを示す(One-way ANOVA，
Tukey’s test)． 

図 3 HSF-1 をノックダウンすることにより，浮遊癌細胞におい
て，上皮系マーカーの発現量が増加し，間葉系マーカーの発現量
が減少した 
A. 浮遊癌細胞において RNAi により HSF-1 をノックダウンし，
ライセートを回収した．そのサンプルを用いて，HSF-1，E-
cadherin，N-cadherin，β-catenin，β-actin の発現量を W.B.によ
り測定した． 
B. 浮遊癌細胞において RNAi により HSF-1 をノックダウンし，
RNA 回収した．そのサンプルを用いて RT-qPCR により HSF-1，
E-cadherin，N-cadherin，Vimentin を測定し，相対値で示した．
**p<0.01 で有意差があることを示す(Student’s T-test)． 



し解析を行った．CSC の癌幹細胞特性につ
いては，A549 細胞を低接着シャーレで無
血清培地に EGF などの成長因子下で培養
し，細胞のスフェア形成能から評価を行っ
た．ヘスペレチン処理により HSF1 や Sox2
の発現抑制が見られた (図 6 A) ．Sox2 は
自己複製に関与する因子であるため，Sox2
の抑制はスフェア形成にも影響を与える
ことが考えられる．次に，shHSF1 を導入
した A549 を低接着プレートに無血清培地
で培養してスフェアを形成させ，Sox2 の発
現量を解析した所，接着型と同様に発現量
の低下が認められた (図 6 B)．さらに，
shHSF1 導入でのスフェア形成能を評価し
た所，著明なスフェア形成数の減少が認め
られた(結果は省略)．以上の結果から，ヘ
スペレチンは，CSC の癌幹細胞特性を抑制
する機能を有する可能性が示唆された． 
 
食品成分による足場非依存性癌細胞群に対
するアノイキス誘導効果についての解析 
①クルクミンは A549（浮遊癌細胞）の細胞
生存率を低下させる：アノイキス耐性を獲
得した癌細胞は，浮遊状態でも生存し続け
血管を移動して遠隔への転移を引き起こ
す．今回，浮遊癌細胞に対するクルクミンの
影響を検討するため，MTT assay で細胞生
存率を測定した．浮遊培養開始 24 時間後に
クルクミンを添加し，48 時間処理した A549
を用いた．MTT assay の結果，浮遊癌細胞
においてもクルクミン添加濃度依存的に
有意な細胞生存率の低下が認められた（図
7. A）． 
②クルクミンは足場非依性癌細胞群に対
してアノイキスを誘導する：クルクミンに
よる浮遊癌細胞に対する増殖抑制機序を
明らかにするため，細胞死誘導作用を検証
した．24 時間浮遊培養した A549（浮遊
A549）にクルクミンを添加し，48 時間処
理後，Annexin-V/PI 染色を用いてアポト
ーシス細胞の検出を行った．その結果，ク
ルクミン添加濃度依存的にアポトーシス
細胞が増加し，その細胞死誘導効果が示さ
れた（図 7. B）．以上の結果から，クルクミ
ンは浮遊癌細胞に対しても細胞死を誘導
する事で，その足場非依存的な増殖を抑制
していることが明らかとなった． 
③クルクミンは，浮遊癌細胞において 14-
3-3 タンパク質の発現を抑制することでそ
の細胞生存率を低下させる：クルクミンに
よるアノイキス誘導機序を明らかにするため，これまでアノイキス誘導に関わる事が報告され
てきた 14-3-3 タンパク質に着目した．先ず，クルクミンで処理した浮遊 A549 での 14-3-3 タン
パク質の発現量を WB にて検証した．その結果，複数のアイソフォーム（β，η，ζ）でクルク

図 4 HSF-1 をノックダウンすることで，A549 の細胞浸潤能は抑
制される 
浮遊癌細胞においてベクター導入により HSF-1 をノックダウン
し，48 時間後インサートに播種，その 24 時間後染色し，細胞数を
計測した．ctrl の細胞数を 1 とし，相対値で評価した．**p<0.01 で
有意差があることを示す(Student’s T-test)． 

図 5 ヘスペレチンは，ヒト肺癌細胞株 A549 中の CD133 陽性細胞
に対し，抑制効果を発揮する 
A. A549 に CDDP，あるいはヘスペレチンを処理し，48 時間培養
後，CD133 染色を行い，フローサイトメーターを用いて CD133 陽
性細胞を検出した． 
B. 各試薬を処理した各群の生存細胞数を，ディスポーザブル細胞計
数磐を用いて計測し，グラフ化した． 
C.  A で得られた CD133 陽性細胞の割合を B に外挿し，各群の
CD133 陽性細胞数を算出しグラフ化した． 

図 6  ヘスペレチンは，HSF1 発現抑制を介して自己複製能を阻害
する 
A. スフェアに各濃度のヘスペレチンを処理して７日間培養後，細
胞を回収し，W.B.法により各種タンパク質の発現量を解析した．B. 
shHSF1 を導入したスフェアを回収し，W.B.法により各種タンパク
質の発現量を解析した． 



ミンによる発現量の低下が確認された（結
果は省略）．さらに，14-3-3 の競合阻害剤
の R18 を用いて浮遊癌細胞の増殖に与え
る影響について解析を行った．浮遊癌細胞
に R18 を 48 時間処理し細胞生存率を測定
した所，R18 による浮遊癌細胞の有意な細
胞生存率の低下が認められた（結果は省
略）．以上の結果から，クルクミンは，14-
3-3 タンパク質の発現を抑制する事で浮遊
癌細胞の細胞生存率を低下させている可
能性が示唆された． 
 
食品成分よる癌の増殖・浸潤・転移抑制効
果についての in vivo 解析 
①クルクミンは LLC（浮遊癌細胞）の細胞生存率を低下させる：先ず，クルクミンが浮遊状態の
LLC に対してその細胞生存率を減少させる
か否かについて検証を行った．LLC を低接
着プレートで浮遊培養を行い，培養開始後
24 時間でクルクミンを添加し，48 時間処理
後 WST8-assay により細胞生存率を測定し
た．その結果，浮遊 LLC においてもクルク
ミン添加により，細胞生存率の低下が認め
られた（図 8）．以上の結果から，クルクミンは，A549 浮遊癌細胞と同様に LLC 浮遊癌細胞に
おいても，その足場非依存的な増殖を抑制することが明らかとなった． 
②クルクミンはマウス肺がん細胞の遊走を抑制する：次に，転移の原因となる細胞遊走能に対し
クルクミンが与える影響を調べるため，ボイデンチャンバーを用いて解析を行った．Migration 
assay により細胞遊走能を解析した所，クルクミン添加濃度依存的に有意な差が見られたことか
ら（結果は省略），クルクミンがマウス肺癌細胞 LLC の遊走を抑制することが明らかとなった． 
③クルクミンによる癌転移抑制効果についての in vivo 解析：マウスの右側背部皮下に LLC1×10⁶
個を接種し原発巣形成後，クルクミン投与を開始した．4 週間後，原発巣の大きさおよび転移巣
の数について評価を行った．その結果，原発巣の大きさおよび重さが，クルクミン投与群で減少
していた．肺への転移巣もクルクミン投与群で有意な減少が見られた（図 9）．これらの結果か
ら，in vivo においてもクルクミンが癌細胞の増殖および転移を抑制する可能性が示唆された． 

 
 

図 7 クルクミンは，浮遊癌細胞に対して細胞死を誘導すること
で，増殖を抑制する 
A. 浮遊 A549 にクルクミンを処理し 48 時間後，MTT assay により
細胞生存率を測定した．それぞれの値は独立した 3 回の試行によ
り算定した．有意差は Tukey test 及び One-way ANOVA により算出
した． 
B. 浮遊 A549 にクルクミンを処理し 48 時間後，Annexin-V/PI 染色
を行い，フローサイトメーターを用いてアポトーシス細胞を検出
した． 

図 8 浮遊 LLC にクルクミンを処理し
48 時間後，WST-8assay により細胞生
存率を測定した．それぞれの値は独
立した 3 回の試行により算定した．
有意差は Tukey’s t-test 及び One-way 
ANOVA により算出した． 

図 9  in vivo における癌細胞増殖抑制効果 
肺転移巣について評価．1mm 以上の転移巣の数を
目視で計測した． 
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