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研究成果の概要（和文）：天然ビタミンＥにはトコフェロールとトコトリエノールがある。トコ

トリエノールはトコフェロールと比較して生体活性が強く抗腫瘍効果を有するとされている。

我々はトコトリエノールが大腸がん細胞に直接作用し caspase-3, -9 を介したアポトーシス誘

導し細胞増殖抑制作用を有することを見出した。また、間質細胞はさまざまな化学物質を分泌

しがん細胞の増殖を促進するが、トコトリエノールにはそれらを抑制し、間質細胞を介した大

腸がん細胞の増殖を抑える作用を有することも見出した。これらのことから、トコトリエノー

ルは大腸がん細胞への直接抑制作用のみならず、間質細胞を介した間接的ながん増殖抑制作用

も有することが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Tocotrienols is one class of natural compound of vitamin E, together 

with tocopherols. Previous studies showed that tocotrienols exert not only cardiovascular 

protective effects but also anti-cancer effects. We investigated the antitumor actions of 

tocotrienols both in colon epithelial cells and in stromal cells, since colorectal cancer is the 

third most common type of cancer. 

 In human colon adenocarcinoma HT29 cells, delta-tocotrienol induced apoptosis but not 

cell cycle arrest, and apoptosis was induced thought activating caspase-9, -3, and -7. 

Caspase inhibitors canceled the antiproliferative effect of tocotrienol. 

 Cyclooxygenase-2 produced by stromal cells has been reported to promote tumorigenic 

progression of intestinal epithelial cells. In mouse embryonic fibroblasts (MEFs), which 

were p53-deficient, delta-tocotrienol treatment reduced cyclooxygenese-2 proteins 

expression and prostaglandin E2 concentrations though lowering nitrite concentration.  

 These data suggest that tocotrienol appears to have direct antiproliferative effect on colon 

adenocarcinoma cells and indirect cyclooxygenase-2 suppressive effect on stromal cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 がんは依然として死因の第一位であり､が
んの原因の 35％は食事に由来すると考えら
れている。がん発病前に予防する一次予防は、
本人の QOL･コストの面においてもっとも効
果が高い。食品因子の持つ抗腫瘍効果に焦点
を当て、作用とメカニズムを解析し、「より
よい食品を摂取し食生活改善すること」を啓
蒙することは非常に重要であると考える。 

 トコトリエノールの経口投与が乳がん等
を抑制することはすでに報告されている
(Nesaretnam et al.Lipids, 39, 459-467, 

2004)。我々のグループは、トコトリエノー
ルが二段階発症肺がんマウスモデル、自然発
症肝がんマウスモデルの両方で腫瘍を抑制
することを確認している。(Wada S et al. 

Cancer Lett., 229, 181-191, 2005)。トコトリ
エノールの抗腫瘍作用の機序としては、(1)

抗酸化作用、 (2)アポトーシス促進作用、 (3)

細胞周期調節作用、 (4)血管新生抑制作用な
どが挙げられている(図１ Wada S, Forum 

Nutr., 61, p.204-16, 2009)。一方、ヒト血清
中のトコトリエノール濃度は非常に低く、
0.3μM 程度であると報告されているため
(Okabe et al. Biosci Biotechnol Biochem, 66, 

1768-1771, 2002)、経口摂取による抗腫瘍効
果を期待するにはさらなる作用機序の解明
と、ヒト生体内での消化･吸収･体内分布の解
析が必要である。 

 大腸がんでは、Cyclooxygenase-2 (Cox-2)

が高度に発現しているが、大腸腺腫の時期に
すでに間質細胞では Cox-2 が発現している。
間質由来のCox-2が大腸上皮のがん化を促進
していると考えられている（ Oncogene 

2002）。 

間質細胞のCox-2発現をトコトリエノールに
より抑制することが出来れば、大腸がん細胞
の増殖を抑制するよりもより早い段階で腫
瘍を抑制することが出来ると考えられる。 

  

２．研究の目的 

(1)トコトリエノールが大腸がん細胞に直接
及ぼす影響（図２ ①） 

 トコトリエノールは種々のがん細胞の増殖
抑制効果を有すると報告されている。α-、β-、
γ-、δ-トコトリエノールの 4 種類のアイソフ
ォーム間での細胞増殖抑制作用を比較し、も
っとも強い作用を有するアイソフォームを
同定する。また、トコトリエノールが細胞周
期、アポトーシスに及ぼす影響を調べ、大腸
がん細胞増殖抑制効果の作用メカニズムを
解明する。 

 

(2) 間質細胞由来の COX-2、NO に及ぼす間
接的な抗腫瘍効果（図２ ②） 

 各種がんで半数以上にp53の変異が認めら
れ､p53 は最も重要ながん抑制遺伝子である
とされている。一方､慢性炎症性疾患に伴う
発がんで iNOS が高頻度に発現しており、そ
の産物であるNOが発がん進行に重要な役割
を果たすことが指摘されている。 

 前がん病変の大腸腺腫では、大腸上皮には
COX-2 は発現していないが、筋線維芽細胞で
は COX-2 の発現が認められている。また、
間質細胞由来の COX-2 は、ケミカルメディ
エーターを介して腸上皮細胞に作用し、細胞
増殖やがん促進に関与するとされている。 

 トコトリエノールがp53欠損線維芽細胞で
の COX-2 や iNOS の作用に及ぼす影響を解
明する。さらに、間質細胞-がん上皮細胞間の
相互作用を明らかにし、トコトリエノールが
及ぼす影響を解明する。 

 

３．研究の方法 

 α-、β-、γ-、δ-トコトリエノールはジメチル
スルホキシド(DMSO) で溶解し、各実験に用
いた。 

 

(1)トコトリエノールが大腸がん細胞に直接
及ぼす影響 

図１ トコトリエノールの作用機序 

図２ トコトリエノールの抗腫瘍効果メカ
ニズム仮説 



 ヒト大腸がん細胞 (HT-29) およびマウス
大腸がん細胞 (colon 26) 細胞を用いて実験
を行った。 

 HT-29 細胞および colon 26 細胞を各濃度
の α-、β-、γ-、δ-トコトリエノールを添加し
て培養し72時間後にMTTアッセイにて生細
胞の割合を評価した。 

 HT-29細胞に各濃度のδ-トコトリエノール
を添加し、フローサイトメトリーにて細胞周
期およびアポトーシスの評価を行った。 

 さらにウェスタンブロッティングを行い、
トコトリエノールが caspase-3、caspase-9、
caspase-7 の活性化に与える影響を調べた。 

 

(2) 間質細胞由来の COX-2、NO に及ぼす間
接的な抗腫瘍効果 

 p53 機能欠損マウス胎仔線維芽細胞 

(MEFs)を用いて、以下の実験を行った。 

 MEFs 細胞にリポポリサッカライド(LPS)

およびインターフェロン-γ (IFN-γ)、δ-トコト
リエノールを添加し、MTT アッセイで細胞
毒性評価、ウェスタンブロッティングで
COX-2、iNOS 等の腫瘍関連タンパクの発現
評価、ELISA でプロスタグランジン E2 

(PGE2)濃度測定、グリス試薬にて亜硝酸濃度
測定を行った。 

 

４．研究成果 

(1)トコトリエノールが大腸がん細胞に直接
及ぼす影響 

 ヒト大腸がん HT-29 細胞では δ-トコトリエ
ノールが最も強い腫瘍増殖抑制効果を示し、
5 μM以上で有意差が見られた（図３）。   

 メカニズムの一つとして Caspase-9, -3, -7

を介したアポトーシス誘導作用が考えられ、
Caspase inhibitor の投与により、トコトリエ
ノールの腫瘍増殖抑制効果はキャンセルさ
れた。一方、δ-トコトリエノールは細胞周期
には影響を与えなかった。 

 マウス大腸がん colon 26 細胞でも、10 μM

以上の δ-トコトリエノール添加で有意な細

胞増殖抑制効果を認めた。 

 これらの結果から、δ-トコトリエノールは
大腸がん細胞に直接作用し、caspase-9, -3, -7

を活性化することによりアポトーシスを引
き起こすことが明らかになった。この機序が
δ-トコトリエノールの大腸がん増殖抑制作用
のメカニズムのひとつであることが確認さ
れた。 

 

(2) 間質細胞由来の COX-2、NO に及ぼす間
接的な抗腫瘍効果 

 MEFs 線維芽細胞では 5 μM 以上の δ-トコ
トリエノール添加で有意な亜硝酸濃度の低
下を認めた（図４）。また、2.5 μM 以上の δ-

トコトリエノール添加は PGE2濃度を有意に
低下させた（図５）。  

 一方、タンパク発現では、δ-トコトリエノ
ールは濃度依存的に iNOS のタンパク発現を
抑制したが、COX-2 発現には影響を及ぼさな
かった（図６）。 

 現在、p53 欠損が iNOS を誘導し、iNOS

とその産物であるNOがCox-2をはじめとす
る各種のケミカルメディエータを誘発する
ことを p53, iNOS ノックアウト細胞を用い
て確認している(Wada S el al. the FEBS 

Journal, 275, Sup 1, 385,2008)。 

図５ マウス胎仔線維芽細胞(MEFs)にお
ける δ-トコトリエノールの PGE2濃度低下
作用 

図４ マウス胎仔線維芽細胞(MEFs)にお
ける δ-トコトリエノールの亜硝酸濃度低下
作用 

図３ ヒト大腸がん細胞 (HT-29)における
トコトリエノールの細胞増殖抑制作用 



 トコトリエノールは間質細胞において、i) 

iNOS のタンパク発現を抑制し、NO 産生を
抑制している。ii) COX-2 の酵素活性を抑制
し PGE2などの産生を抑制していることが明
らかになった。また、PGE2 産生の抑制には
NO を介したメカニズムが関与している可能
性も示唆された。  

  

 トコトリエノールは大腸がん上皮細胞に
直接作用し、アポトーシスを介した細胞増殖
抑制効果を有するだけでなく、間質細胞に作
用し、NO や PGE2と言ったがん促進ケミカ
ルメディエーターの産生を抑制する間接的
作用を有することが明らかになった。 

 これらのトコトリエノールの作用が複合
し、腫瘍の進行･増殖･転移等を抑制している
可能性が示唆された。 
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図６ マウス胎仔線維芽細胞(MEFs)にお
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