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研究成果の概要（和文）： 

抗がん剤ががん患者に与えるリスクを免疫活性の観点から提示するための評価系を確立す

るため、ヒト小腸株化細胞を用いて、経口抗がん剤処理後のα-defensinte mRNA 発現変動を測

定することによって腸管免疫への影響を評価した。抗がん剤暴露によって、腸管免疫の指標

とした defensin 5および 6発現は低下した。また同時に、サイトカインの発現に及ぼす影響

についても検討を行い、IL-8および IL-1βの発現上昇を確認した。さらに、がん患者におい

てはサプリメントの使用が多く見られるため、日常摂取される食品機能性成分との併用時の

リスクを評価し、抗酸化成分が抗がん剤による腸管免疫低下を回復する可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We detected HD-5 and HD-6 mRNA in Caco-2 cells and evaluated the effects of an oral 

anticancer drugs. HD-5 and HD-6 mRNA levels were decreased by exposure of tegafur. 

Moreover, the decrease of the HDs mRNA levels were associated with the increase of IL-1 

and IL-8 by tegafur. In addition, we clarified antioxidant materials suppressed the 

expression of α-defensins induced by FT at the transcriptional level in Caco-2 cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

がんは日本の死亡原因の第一位を占めてお

り、今後も、がん患者の数は増加の一途を辿

ることが予想される。また、近年の医療費の

増大傾向や患者のQOL向上に対する意識の変

化からもがん治療における問題は山積してい

る。特に、抗がん剤の副作用に関しては、治

療効果が優先とされてきたため未だ途上過程

にある。代表的な副作用として知られる、白

血球減少、吐き気・嘔吐については、現在、
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GSF製剤や制吐剤の使用で飛躍的に改善した

が、未然に防ぐ取組みについてはほとんどな

されていない。 

近年インターロイキンおよびINF-γなどの

サイトカインに代わる新しい腸管免疫の指標

として、小腸パネート細胞から分泌される抗

菌ペプチド、α-defensinが注目を浴びている。

しかしながら、このペプチドを用いた免疫機

能評価法はまだ確立されていない。本研究で

は、抗がん剤における副作用発現の事前回避

を目的として、腸管免疫物質を指標とした評

価法の構築を行った。 

 

 

２．研究の目的 

抗がん剤がもたらす生体へのダメージは多

大であり、事前の副作用回避が治療の効果発

現には不可欠である。本研究では抗がん剤が、

がん患者に与えるリスクを免疫活性から科学

的根拠に基づいて提示するとともに、確立さ

れた評価法を構築することを目的とした。 

 

 

３． 研究の方法 

(1) Caco-2細胞 

ヒト結腸癌由来Caco-2 細胞を継代数45-60 

で使用した。Caco-2細胞の培養は、D-MEM に

10% (v/v)FBS、0.1mM NEAA、2 mM L-グルタミ

ン、100 IU/mL ペニシリン-100ng/mL ストレ

プトマイシンを添加した培養液を用い、

37℃-5% CO2下で行った。 

 

(2) Total RNA抽出 

Caco-2細胞 1×105 cells/mL懸濁液を調製

後、6 wellプレート (coster) に 2 mL/well 

ずつ播種し、37ºC -5% CO2インキュベーター

内でコンフルエントとなるまで培養を行っ

た。その後、テガフールおよび食品成分を添

加し、規定の時間細胞に接触させた。テガフ

ールおよび食品成分処理後、培養液を吸引し

氷冷した PBSを加えた。セルスクレーパーに

より細胞をかきとり、遠心分離 (1,500×g, 5 

min, 4ºC) により細胞を回収した。回収した

細胞を氷冷した PBSで洗浄後、ISOGEN® 0.5 mL

に溶解させた。ISOGEN溶液に chloroform 0.2 

mLを加え、15 秒間激しく転倒混和し、室温

で 3分間静置した。遠心分離 (12,000×g, 15 

min, 4ºC) により得られた上清に 2-propanol 

0.5 mLを加え、室温で約 5分間静置した。そ

の後、遠心分離 (12,000×g, 10 min, 4ºC) に

より沈殿を回収し、70% ethanol 1 mLを加え

た。遠心分離 (7,500×g, 10 min, 4ºC) を

行い、沈殿した total RNAを乾燥後、RNase 

free water (DEPC-treated water) に溶解さ

せた。 

 

(3) 逆転写反応 

逆転写反応は、ReverTra Aceを用い、得ら

れた total RNA 5μgについて逆転写反応を

行い cDNAを合成し、Real-time PCRのテンプ

レート DNAとして用いた。なお、逆転写反応

には iCyclerTM (BIO-RAD) を使用した。 

 

(4) Real-time PCR 

Real-time PCRは、Platinum® SYBR® Green 

qPCR SuperMix UDGを用い、95 ºCで 15分間

変性させた後、さらに 94 ºCで 30秒間変性、

60 ºCで 30秒間アニーリング、72 ºCで 10

分間伸長の条件で 40サイクル増幅させた。

また、反応および検出には、Mx3000TM 

Real-Time PCR System (STRATAGENE) を使用

した。実験の結果は HD-5および HD-6の結果

を GAPDHで割り、コントロールの値を 100%

に換算したときの相対値を示した。 

 

 



 

 

４． 研究成果 

(1) 抗がん剤添加による腸管免疫への影響を

確認するため、テガフールの曝露時間を

変動させα-defensin mRNA量を評価した。

予備培養後、Caco-2細胞にテガフールを

3、6、12、24、48時間曝露し、培養を行

った。その結果、HD-5および HD-6mRNA

量はテガフール処理 3時間において顕著

に減少した。また、テガフールの曝露濃

度の違いがα-defensinに与える影響に

ついては、実際の投与を想定し、腸管に

曝露されうる 1～100μMの濃度範囲で検

討を行った。テガフール 1、10 μM曝露

によって HD-5 および HD-6 mRNA量に変

化は見られなかったが、100 μMにおい

て、両 mRNA量は有意に低下した。さらに、

IL-1および IL-8の発現上昇、および免

疫染色法における発現の差も確認した。 

(2) テガフールによるα-defensinte mRNA量

の減少に対する食品素材の影響について

検討を行った。 

数種の食品成分について検討を行い、特

に抗酸化食品素材曝露において、HD-5 お

よび HD-6 mRNA量の増加を確認した。テ

ガフールとの併用においては、濃度依存

的にテガフールによる HD-5および HD-6 

mRNA量の減少を抑制する傾向が見られ

た。特に、HD-5における抑制効果は、HD-6

と比較して、より低濃度で効果があるこ

とが明らかとなった。一例として

Epigallocatechin gallate (EGCg)併用がテ

ガフールの HD-5 mRNA 量低下に及ぼす

影響を評価した結果を図１に示す。 

テガフールおよび EGCg の曝露時間は、

自然免疫系の働きが早期であることを考

慮し 3 時間に設定した。また、テガフー

ルの濃度は、1 の検討より変動が見られ

た 100μM とし、1、10、100μM の各濃

度の EGCg を同時に曝露した時の影響を

評価した。 

なお、テガフール、EGCgを 100μMで曝

露しても Caco-2細胞障害性は生じない

ことを確認している。 

EGCg は、曝露濃度依存的に、テガフ

ールによる HD-5  mRNA 量減少を抑制

することが明かであった。 

 

 

以上の結果より、EGCg は小腸におい

て、テガフールによるα-defensinte mRNA

量減少を抑制し、抗がん薬治療による免

疫低下を改善できる食品素材となり得る

可能性が示唆された。この事は、経口抗

がん剤によって腸管免疫が低下する可能

性があること、また抗酸化成分を摂取す

ることによって、抗がん薬治療による免

疫低下を未然に防ぐことができる可能性

を示唆するものである。 
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