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研究成果の概要（和文）：本研究では，我が国原産の自然薯の新規食品機能性を探索する目的で，特にPGE2合成系をタ
ーゲットして検討を行った。PGE2は，慢性疾患の素因となる炎症や，癌などの様々な病態に関与する脂質メディエータ
ーである。炎症や癌のモデル細胞用いて，自然薯抽出物による効果を検討したところ，PGE2合成に関わるCOX-2とmPGES
-1の発現抑制と，癌細胞のアポトーシス誘導や炎症性サイトカインの抑制が認められた。また，炎症をともなう皮膚癌
モデルマウスにおいても，自然薯投与によってPGE2合成系抑制と抗炎症・抗腫瘍効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated novel functions of Dioscorea japonica on the 
related enzymes synthesizing prostaglandin (PG) E2. PGE2 is one of the lipid mediators, and is involved 
in many pathophysiological conditions such as inflammation and tumorigenesis. Under the conditions, PGE2 
is synthesized from arachidonic acid by cyclooxygenase (COX)-2 and microsomal PGE synthase (mPGES)-1. 
Dioscorea japonica extract (DJE) suppressed COX-2 and mPGES-1 in carcinoma A549 and Caco-2 cells, and 
inflammatory RAW264 cells. DJE induced cancer cells to apoptosis, and suppressed inflammatory cytokines. 
In mouse model of squamous cell carcinoma of the skin, Dioscorea japonica inhibited tumor formation, 
suppressed COX-2 and mPGES-1, and decreased subepidermal eosinophils and neutrophils. These results 
indicate that Dioscorea japonica may have preventive effects against inflammation and tumorigenesis via 
suppression of PGE2 synthesis pathway.

研究分野： 脂質生化学
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１． 研究開始当初の背景 
 不飽和脂肪酸のアラキドン酸の代謝産物であるプロ
スタグランジン（PG）類は，生体内の局所において恒
常性の維持にも，また，病態誘発にも関わる脂質メデ
ィエーターである。種々の PG はそれぞれ全く異なる作
用を有するが，このうち PGE2は炎症，発熱，疼痛，癌
の増悪化，動脈硬化，神経変性などの様々な病態に関
与することが知られている。このような病態時には，
図１に示す PGE2 合成経路のうちシクロオキシナーゼ
（COX）-2 と膜結合型 PGE2合成酵素(mPGES)-1 の誘導
によって PGE2が過剰に産生されると考えられている。 
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 また，アラキドン
酸代謝産物の 1 つで
ある PGD2 は非酵素的
に 代 謝 さ れ て
15d-PGJ2 が産生され
るが，この 15d-PGJ2

は PPARγの内因性リ
ガンドとしてそれを
活性化させて COX-2
の発現を抑制する
（図 2）。さらに，PPAR
γは抗腫瘍効果を有

する。そこで，COX-2 や PGES アイソザイムの発現調節
と PPAR 活性化におよぼす食品機能性と，PGE2産生系抑
制と PPAR を介する抗炎症ならびに抗腫瘍効果につい
て調査することを考えた。 
  
２． 研究の目的 
 COX-2 と mPGES-1 の発現が誘導されて産生された過
剰な PGE2は，慢性疾患の素因である炎症や，癌
などの様々な病態を惹起する。PGE 2 の産生を
抑える目的で，COX 阻害薬のアスピリンやインド

メタシンをはじめとする非 ス テ ロイ ド 性抗炎症
薬（NSAIDs）が広く臨床応用されており，炎症や
発熱のみならず癌を抑えることも知られている。しか
しながら，胃粘膜障害や心臓血管系障害などの重篤な
副作用が報告されており，予防目的の長期服用は難し
い。そこで私達は，これらの病態の予防を目指して，
PGE2 合成系をターゲットとした副作用の少ない食品機
能性の探索に取り組んだ。     
 世界各国におけるヤマノイモに属する種は 600 種類
以上あり，それらのうちの少なくとも 12 種類は，主食
や強壮食として広く食されている。ヤマノイモ科の植
物は，喘息，リウマチ性関節炎，気管支炎，腸の攣縮，
閉経後障害，月経障害の緩和，あるいは，抗酸化作用
やアンチエイジングの効果を有することなどが報告さ
れている。我が国原産のヤマノイモ科に属する自然薯
は，特有の粘りをもち，その粘性成分ムチンによる胃
粘膜保護や含有するアミラーゼによる消化促進効果が
知られている。古くから，滋養強壮や老化予防などの
効果も期待されてきたが，これらについては，必ずし
も科学的な報告がなされていない。私達は，培養細胞
への自然薯抽出物（DJE）の添加による予備実験より，
DJE が COX-2 と mPGES-1 の発現を抑制することを見出
した。そこで，本研究では，自然薯の PGE2合成系酵素
の発現抑制と癌や炎症におよぼす効果を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 自然薯乾燥粉末 
  全ての実験で使用した自然薯の低温乾燥粉末は，皮を
取り除き，天日干しで 40℃以下の低温乾燥を行い，その
後粉砕し，60 メッシュでパウダー状にした試料である。 
(2) 細胞および動物 
 in vitro 実験には，癌モデルのヒト非小細胞肺癌 A549 細
胞やヒト大腸癌 Caco-2 細胞と，炎症モデルのリポポリサッ
カライド（LPS）刺激マウスマクロファージ RAW264 細胞を用
い ， in vivo 実 験 に は ， 17,12-dimethylbenz [a] 
anthracene (DMBA)と 12-O-tetra decanoyl phorbol 
13-acetate (TPA)の塗布による化学物質誘導皮膚癌モ
デルマウスを用いた(2)。モデル細胞には，自然薯乾燥
粉末の 50%エタノール抽出物（DJE）を添加し，モデル
動物には，DJE の塗布に加え，10%自然薯粉含有餌の自
由摂食による投与を行った。 
(3) 定量 RT-PCR による遺伝子発現解析 
 細胞あるいはマウス皮膚より total RNA を抽出し，逆連射
反応により cDNA を作製した。この cDNA を鋳型として各遺
伝子に対する特異的プローブ（7）を用いて，SYBR green 
real-time PCR の Comparative Ct 法にて遺伝子の発現量
を比較定量した。各遺伝子の mRNA 発現量はグリセルア
ルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を内部標準
とした相対値として算出した。 
(4) タンパク質発現と酵素活性測定 

 図 2 



細胞ホモジネートの10,000xgの遠心分離より得られた上清
を用いて，COX-2とmPGES-1のタンパク質発現動態をウエス
タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 解 析 し た 。 そ の 解 析 に は ， rabbit 
anti-COX-2 antibody (Immuno-Biological Labo- 
ratories Co. ， Ltd. ， Gumma ， Japan) ， rabbit 
anti-mPGES-1 antibody (Cayman Chemical Co. Ann 
Arbor，MI) と 内部標準の解析としてrabbit anti 
-actin antibody (Cell Signaling Technology，Boston，
MA)の抗体を使用した。また，同じ上清を用いてCOX-2
の酵素活性を測定した。酵素反応は，25Mのリノレイ
ン 酸 を 基 質 と し て ， そ の 反 応 生 成 物 の
9-hydroxyoctadecadienoic acids (9-HODE)と3-HODEを
逆相液体クロマトグラフィーで分析した。 
(5) 免疫組織化学 
 培養細胞あるはマウス皮膚を4%パラフォルムアルデ
ヒドで固定し，皮膚組織はその後パラフィン切片を作
製してその後の解析を行った。培養細胞では，COX-2の
転 写 因 子 で あ る NF-B 抗 体 (Cell Signaling 
Technology)を用いて細胞内局在を解析し，皮膚組織に
おいては，先述のCOX-2とmPGES-1抗体で解析した。 
(6) COX-2プロモーターアッセイ 
 COX-2プロモーター領域とCypridina luciferase 
(Cluc)遺伝子を有するCOX-2/Cluc plasmid (10)をA549
細胞あるいはRAW264細胞に導入し，分泌型ルシフェラ
ーゼの酵素活性をルミノメーターで測定した。 
(7) in situ アポトーシス検出 
 細胞のアポトーシス検出のために，細胞内DNA断片化
をterminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 
dUTP nick end labeling (TUNEL)法により解析した。 
 
４．研究成果 
 COX-2とmPGES-1を恒常的に強く発現している肺癌モ
デル細胞のヒト非小細胞肺癌A549細胞に，自然薯乾燥
粉末の50%エタノール抽出物（DJE）を添加してPGE2合成
系におよぼす影響を解析した（1）。DJEを各濃度で添加
し，COX-2とmPGES-1のmRNA発現量を定量PCR法にて解析
したところ，図3に示すように，両酵素のmRNA発現量は
いずれもDJE濃度依存的に抑制された。特に，100g/ml
でのDJE添加によって最も効果が高かったので，以下の
実験にはこの濃度を用いることとした。PPARのmRNA発
現には有意な変化が認められなかった。加えて，COX-2
とmPGES-1のタンパク質発現レベルでの効果を確認す
るために，ウェスタンブロット法によって両酵素タン
パク質の発現を観察したところ，DJE添加によっていず
れの酵素のタンパク質量も有意な減少が認められた
（図4A）。さらに，COX活性や代謝産物のPGE2量もDJEに
よって有意な減少が認められた（図4B，C）。DJE添加に
よるCOX-2とmPGES-1の発現抑制効果は，A549細胞のみ
ならず，ヒト大腸癌モデルCaco-2細胞でも，程度はや
や弱いものの同じような効果が認められた。A549細胞
におけるCOX-2の発現抑制効果について，その転写レベ
ルでの制御を解析するために，COX-2の転写因子の一つ

であるNF-Bの細胞内局在を，細胞免疫染色法により観
察した。 

図3 

図4 

図5 
 A549細胞を用いて，DJE添加による転写因子NF-Bの
細胞内局在の動態を免疫細胞染色によって解析した。
図5Aに示すように，COX-2の発現が高いA549のコントロ
ール細胞においては，NF-Bは核に局在しているが，DJE
添加によって細胞質へトランスロケーションしている
ことがわかった。さらに，COX-2の転写活性を測定する

 

 

 



ために，ルシフェラーゼをレポータージーンとするプ
ロモーターアッセイをおこなったところ，TPA刺激によ
って誘導されるCOX-2の転写活性は，DJE添加によって
抑制された（図5B）。次に，このようなPGE2合成系酵素
の発現抑制が癌細胞A549のアポトーシス誘導におよぼ
す影響について解析した（図6）。DJEは抗アポトーシス
因子Bcl-2のmRNA発現を有意に抑制し，さらに，in situ 
アポトーシス検出TUNELアッセイにおいて，TUNEL陽性
細胞の増加が観察された。以上のことから，DJE添加に
よって，肺癌細胞におけるCOX-2とmPGES-1の発現が抑
制され，少なくともCOX-2についてはその効果が転写制
御を伴うことが明らかとなった。さらに，DJE添加は，
癌細胞をアポトーシスへ導くことが示された。 

図6 

図7 
 次に，DJEの効果を炎症モデルLPS刺激RAW264細胞に
おいて解析した。図7に示すように，LPS刺激RAW264細
胞においても，DJEはCOX-2とmPGES-1の発現を抑制した。
また，A549細胞と同様に，COX-2の発現は転写レベルで
制御されていることを確認した。さらに，DJEは，炎症
性サイトカインのIL-1とIL-6の発現を有意に抑制し，
抗炎症効果を有することが示唆された。 
 そこで，このような自然薯の効果をin vivo で評価
するために，DMBAとTPAの二段階化学物質誘導皮膚癌モ
デルマウスを用いて実験を行った。正常と皮膚癌誘導
マウスに加え，自然薯投与群として，10%自然薯粉含有
餌の自由摂食群とDJE塗布群を作製した。皮膚ポリープ
形成について観察したところ，その数においては正常
を除く各群間に有意な差は認められなかったが，ポリ

ープ体積は，癌誘導コントロール群に比べて自然薯食
群とDJE塗布群において有意な減少が認められた。特に，
癌誘導コントロール群で見られるような大きいサイズ
のポリープは観察されなかった。さらに，いずれの自
然薯投与群でも，皮膚のCOX-2とmPGES-1の発現が抑制
され，加えて，IL-1とIL-6の発現も抑制された。また，
脂質メタボローム解析を行ったところ，癌誘導によっ
て上昇するPGE2量が自然薯投与によって減少すること
が認められた。次に，各群から組織標本を作製し，詳
細な病理組織解析と免疫組織化学解析を行った。病理
組織解析においては，皮膚癌誘導によって，癌細胞に
よる表皮の肥厚が自然薯投与によって減少しているこ
とが観察された。また，自然薯投与によって癌組織周
辺への炎症性細胞の浸潤が減少した。この炎症細胞の
浸潤の程度を数値化するために，好中球のマーカーで
あるLy6G抗体を用いた蛍光免疫染色を行い，1mm3の体積
における陽性細胞数を計測したところ，正常マウスで
はほとんど認められない陽性細胞が，癌誘導コントロ
ールマウスでは数百個/mm3観察され，自然薯投与群では
約半分に減少した。次に，COX-2とmPGES-1の発現細胞
を，特異的抗体を用いて免疫組織化学的に解析したと
ころ，COX-2の発現は，増殖した癌細胞のみならず，表皮
樹状細胞のランゲルハンス細胞に強く観察され，自然薯処
理により，これらの細胞における陽性強度の低下が認めら
れた。一方，mPGES-1の発現は癌細胞で観察されたが，ラ
ンゲルハンス細胞では特に強い発現は認められなかった。 
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 以上の結果より，癌や炎症のモデルを用いたin vivo
とin vitroの評価系の両方で，自然薯はPGE2合成系抑制
を伴う抗炎症・抗腫瘍効果を有することが明らかとな
った(図8)。これまでに，天然物由来のCOX−2発現抑制
効果を有するものとして，赤ワインなどに多く含まれ 
るレスベラトロールやビールホップに含まれるフムロ
ン，プロポリスにふくまれるクリシンなどのいくつか
の物質が報告されている。しかしながら，mPGES-1の発
現抑制物質については，クルクミンやスルホラファン
などのわずかな報告だけである。また，これらの報告
については，in vivoでの検証結果は示されていない。
今回，私達が明らかにした自然薯の効果は，COX-2と

 

 

 



mPGES-1の両方に対して認められ，さらに，その効果が
モデルマウスにおいて実証され，抗炎症・抗腫瘍効果
が示されたことは意義深い。しかしながら，アラキド
ン酸代謝の初発酵素の抑制を含むこの効果の側面とし
て，余剰となった多価不飽和脂肪酸のアラキドン酸が
非酵素的にも過酸化脂質に代謝される可能性がある。 

本研究においては，自然薯あるいは自然薯の粗抽出
物の食品機能性を明らかにすることができたが，次に，
このような機能を有する成分を同定し，その作用機序
を解明することが必要である。そこで，現在，機能性
成分の同定に取り組んでいるところであるが，その一
つの候補物質として自然薯に多く含まれる植物ステロ
ールのディオスゲニンが想定された。そこで，ディオ
スゲニンについても同様の解析をおこなったが，COX-2
に対してはDJEよりも弱い効果しか認められず，
mPGES-1に対しては有意な効果は認められなかった（7）。
しかたがって，現在確認されている効果は，ディオス
ゲニンも含めた複数の機能性成分による統合的な現象
と考えられ，現在，COX-2やmPGES-1の抑制効果を有す
る機能性成分について，さらに単離同定をすすめてい
るところである。今回，私達が示した研究結果におい
て，自然薯粉含有餌の経口摂取によっても効果が十分
に認められたことは，自然薯の機能性食品としての有
用性が強く期待されるものである。今後は，このよう
な高機能性を有する自然薯を用いた加工食品への応用
も検討中である。 
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