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研究成果の概要（和文）：4-methylesculetin(ME)の効果を確認と可視下により、データの集積が

行われた。癌細胞のヒアルロン酸産生を低下させる事により、更にはその細胞接着能および遊走

能を相対的に低下させていることが判明した。また間接的にその大腸癌細胞レベルでの毒性が確

認された。MEの細胞外マトリックスへの影響も、少なからず認められることが推測されたため、

その程度や濃度との関係など、細胞活性などを観察することや、接着性を可視化するため顕微鏡

でのデジタル化を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：The accumulation of data was carried out by an effect of ME by 
confirmation and a visible bottom.Besides, it was recognized that we relatively reduced 
the cell adhesion ability and migration ability by reducing the hyaluronic acid production 
of the cancer cell.Also, the toxicity at the colon cancer cells level was confirmed 
indirectly. 
Because that the effect on extracellular matrix of ME was not a little found was inferred, 
we performed the digitization with the microscope to visualize a thing and adhesive 
property to observe the cells activity including relations with the degree and level. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）増加する大腸癌：日本における大腸癌
の頻度は増加傾向にあるため、その癌を対
象にすることが、今後の癌治療に於いての
研究成果の効果が最も臨床的に重要にな

るものとなり、実際に恩恵をうける患者さ
んが多いのではという発想である。 

 
（2）化学療法の奏功性：大腸癌に対する化
学療法は、近年有効性の高い薬剤が開発さ
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れ、様々な角度からその浸潤性や転移機構
についての研究がされてきているため、応
用できる機材、薬剤は充分に活用可能と思
われたため。 

 
（3）有効な治療法が開発されてきた事によ
り、その生命予後の延長は図られたが、進
行再発大腸癌における決定的な治療法が
確立されたわけではないため。 

 
（4）HA の構造と役割：ヒアルロン酸(HA)は
グルクロン酸(GlcUA)と N-アセチルグルコ
サミン(GlcNac)の 2糖単位の連続構造であ
り、細胞外マトリックスの主要な構成成分
のひとつとして生体内に広く分布してい
ることや、乳癌・膵癌・前立腺癌・大腸癌
など様々な癌で HA の腫瘍内の増加が確認
されていること。 

 
（5）4-methylesculetin(ME)の抗腫瘍効果の
実績：膵癌においての抗腫瘍効果が確認さ
れていること。 
以上の背景・実績などのより、今回 ME に
関しての、特に進行大腸癌の浸潤・転移機
構に関わる重要な因子を解析せんとして、
申請したまでである。 

 
 
２．研究の目的 
ヒト大腸癌細胞を用いて HA 合成阻害剤で
ある ME の HA 合成阻害効果、HA 合成阻害に
よって生じる大腸癌細胞への接着能、遊走
能に与える影響を検討し、同時に ME のヒ
アルロン酸合成に関する作用機序につい
ても探る目的である。次に、in vitro の実
験データを基に、ヌードマウスの皮下に大
腸癌細胞を移植して大腸癌腫瘍結節を形
成し、ME 投与による大腸癌腫瘍中の HA 合
成阻害阻害効果、増大阻害効果を検討する。
その上で、進行大腸癌を想定し、ヌードマ
ウスの腹腔内に大腸癌細胞を移植させ、末
期大腸癌状態モデルを作成し、ME が大腸癌
の増殖・転移を抑制することで、マウスの
生命予後を延長させるかを検討する事を
目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

2009 年には大腸癌細胞培養を行い、ヒアル
ロン酸合成阻害剤である ME に対する接着
能・遊走能を解析する。2010 年以降はヌー
ドマウスの対して臨床的な抗腫瘍実験を
行う方針とした。 
 

(1) Cell growth assay 
MEの大腸癌細胞に対する細胞毒性を探る
ため、大腸癌細胞を培地 90μl あたり

6.25×102個になるように 96 ウェルプレ
ートに蒔き、細胞を接着させるため、24
時間インキュベートする。ME を 0～100
μM になるように各ウェルに加え、24 時
間毎に細胞増殖活性を測定する。測定は
アラマーブルーアッセイにて行う。 
 

(2) ME の培養液中の HA 分析 
MEの細胞培養液中のヒアルロン酸合成抑
制効果を知るべく、培養皿で大腸癌細胞
を 2.0×104ずつ蒔き、24 時間インキュベ
ートする。のの培地内に ME を添付し、72
時間後に培養液と細胞を回収し、ヒアル
ロン酸測定キットを用いて、培地中のヒ
アルロン酸量を測定する。 
 

(3) ME の細胞外マトリックスの可視化 
MEの細胞外マトリックスへの影響を可視
化するため、大腸癌細胞を 35mm ディッシ
ュに 1.5×103個ずつ蒔き、細胞を 24 時
間インキュベートして細胞接着させる。
ME を各ディッシュに加え、72 時間インキ
ュベートする。その後培地を除き、顕微
鏡で観察し、デジタルカメラで撮影し、
可視化データとした。 
 

(4) Adhesion assay 
MEの大腸癌細胞に対する接着能を検討す
るため、フラスコ型 dish に 5×106個の
大腸癌細胞を蒔き、一晩インキュベート
する。ME を調整し 72 時間インキュベー
トする。前処理した大腸癌細胞をトリプ
シン/EDTA 溶液で葉がした後に 5×105 
cell/ml に調整し、35mmdish で 60 分間イ
ンキュベートし、PBS 2ml で洗浄する。
Dishに残った細胞数を血球計計算版で測
定し、コントロール群の接着細胞に対す
る ME 群の接着細胞数の比率を測定する。 
 

(5) Locomotion assay 
MEの大腸癌細胞に対する遊走能を検討す
るために、ME 調整培地で 72 時間培養す
る。Matrigel  invasion chember を室温
にし、無血清培地存在下でインキュベー
トする。メタノールで細胞固定し、HE 染
色し、マトリゲルを通過した細胞数の平
均を測定する。  
 

(6) UGT assay 
ヒアルロン酸合成制御機序を調べるため
に、ME が UDP-glucoronyl transferase
によって glucuronidasion されるかにつ
い て 検 討 す る 。 UDP-glucoronyl 
transferase と MEを UDP存在下でインキ
ュベートする。反応液中に UDP-ME が存在
するかを分析する。 
 



 

 

(7) 遺伝子解析 
ME存在下に培養した大腸癌細胞の遺伝子
学的変化の有無をマイクロアレイで解析
する。 
 

(8) ME投与下大腸癌移植マウスにおける大腸
癌腫瘍体積の測定 
ヌードマウスの背部皮下に大腸癌腫瘍
5.0×106 cells/ml に調整して移植した
する。3週間経過後に ME が 3mg/g/day に
なるように調整した餌を連日投与する。
投与期間中のマウスの体重および皮下腫
瘍の体積を測定する。 
 

(9) 大腸癌組織の免疫組織学的分析 
皮下移植 9 週間後に皮下腫瘍を摘出し、
ホルマリン固定・パラフィン包埋する。
インキュベート後 DAB 基質溶液で発色す
る。 
 

(10) 大腸腫瘍中の HA 測定 
遠心エバポレータを用いて乾燥重量を測
定する。タンパク質分解酵素溶液を添加
し 55 度,24 時間反応させる。100 度、10
分間煮沸失活後、遠心分離、濾過し、上
清を採取し、HA を測定する。 
 

(11) ME 投与下腹腔内大腸癌移植マウス
における生存曲線作成 
大腸癌を 5.0×106 cells/ml に調整し、ヌ
ードマウスの腹腔内に移植し、癌性腹膜
炎を作成。ME調整した餌を連日投与して、
その生存日数を解析する。 
 

 
４．研究成果 
(1)Cell growth assay 

ME の大腸癌細胞に対する細胞毒性が、細
胞増殖活性することで証明された。 

 
(2)ME の培養液中の HA 分析 

MEの細胞培養液中のヒアルロン酸合成は
コントロールに比して、完全に低下して
いた。 

 
(3)ME の細胞外マトリックスの可視化 

MEの細胞外マトリックスへの影響を細胞
接着させ、顕微鏡で観察し、デジタルカ
メラで撮影できた。 

 
(4)Adhesion assay 

MEの大腸癌細胞に対する接着能の検討で
は、コントロール群の接着細胞に対して、
ME群の接着細胞数の比率が有意差をもっ
て低値であった。 

 
(5)Locomotion assay 

MEの大腸癌細胞に対する遊走能を検討し
たが、やはり ME の効果によりマトリゲル
を通過した細胞数の平均は ME 群で低か
った。  

 
(6)UGT assay 

ヒアルロン酸合成制御機序を調べるため
に、ME が UDP-glucoronyl transferase
によって glucuronidasion されるかにつ
いて検討したが、UDP-ME が存在していた
事を確認できた。 

 
(7)遺伝子解析 

ME存在下に培養した大腸癌細胞の遺伝子
学的変化の有無をマイクロアレイで解析
したが、明らかに遺伝子に影響を与える
データは集積出来なかった。このため、
遺伝子レベルでの影響は少ないと考えら
れた。 

 
(8)ME 投与下大腸癌移植マウスにおける大腸
癌腫瘍体積の測定 
MEが 3mg/g/day に調整した餌を連日投与
した群では、体重増加および腫瘍体積増
加を抑制していた。 

 
(9)大腸癌組織の免疫組織学的分析 

腫瘍に対する免疫関与を示唆するデータ
は認めなかった。 

 
(10)大腸腫瘍中の HA 測定 

大腸腫瘍中の HA は、ME 投与群で低いデ
ータであった。 

 
(11)ME 投与下腹腔内大腸癌移植マウスにお

ける生存曲線作成 
生存日数においても、有意な差を持って
ME 投与群で延長を認めた。 

  
全体をまとめると、ME の効果を確認と可視

下を行った。癌細胞のヒアルロン酸産生を低
下させる事により、更にはその細胞接着能お
よび遊走能を相対的に低下させていること
が判明した。また間接的にその大腸癌細胞レ
ベルでの毒性が確認された。ME の細胞外マト
リックスへの影響も、少なからず認められる
ことが推測されたため、その程度や濃度との
関係など、細胞活性などを観察することや、
接着性を可視化するため顕微鏡でのデジタ
ル化を行った。 
また、動物実験においても、ME が作用する

ことで、HA の作用が低下し、明らかに生命予
後に寄与することが証明されたといえる。 
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