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研究成果の概要（和文）：癌予防効果の期待される食品成分は多数報告されている。だが単一成分では効果を発揮する
濃度が高く、食品からの摂取ではその濃度に達成できない場合が多い。その理由は各成分が複合的に組み合わさり効果
を発揮するからだと考えられているが、検討は十分でない。そこで発癌に最も重要な経路のひとつに位置付けられてい
るMEK-ERK経路とPI3K-Akt経路に着目し、大豆に由来するエコールとアブラナ科野菜の成分ブラシニンを併用すると、
ヒト大腸癌細胞に細胞周期停止とアポトーシスが誘導され、細胞増殖が相乗的に抑制されることを見出した。また、生
薬由来のエメチンとシスプラチンの併用がヒト卵巣癌細胞に有効であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The promising chemopreventive effects of food factors on malignant tumors have 
been reported extensively. However, desirable effects of treatment with a single agent mostly requires 
high doses, and there are many cases that are unachievable by an intake from food. It has been considered 
that various food-ingredients combined compositely show chemopreventive effects, but the evidence is 
still not enough. Paying attention to MEK-ERK and PI3K-Akt signal transduction pathways, considered to be 
one of the most important pathways for cancer development, it was shown that equol derived from soy, 
enhanced the inhibitory effect of brassinin, derived from brassica vegetables, on growth of human colon 
cancer cells via cell-cycle arrest and apoptosis. In addition, combination of emetine with cisplatin was 
shown to be useful for growth inhibition of human ovarian cancer cells.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 予防医学　食品成分　癌予防　細胞増殖シグナル伝達系
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１．研究開始当初の背景 
我が国の癌死亡者数は年々増加し、年間 35

万人以上が癌で命を失っていることからも
（人口動態統計によるがん死亡データ 1958
～2011 年）、画期的な癌予防法の開発が求め
られている。発癌の過程における重要なイベ
ントとして、細胞が無秩序な細胞増殖能と細
胞死抵抗性を獲得することがあげられる。細
胞増殖因子及びその受容体を介して細胞増
殖シグナルを伝達する経路、MEK-ERK 経路と
PI3K-Akt 経路は、ほとんどの癌で異常亢進が
観察されており、その結果として細胞周期の
亢進と細胞死抵抗性を獲得して発癌へと導
かれると考えられている（Clin. Cancer Res. 
15:4518, 2009）。この経路は癌の治療におけ
る重要な標的と考えられ、多くの分子標的抗
癌剤が開発されている。癌予防においても、
両経路の重要性が同様に示唆されているも
のの（Nature Med.16:665, 2010）、治療のた
めに開発された分子標的抗癌剤は高価で副
作用も強いため、予防へとそのまま適用する
ことは不可能であると考えられる。 
一方で、多くの疫学的研究成果から、食生

活が発癌に深く関係すると考えられており、
特に野菜や豆類などの摂取が発癌を予防す
る可能性が示唆されている。このような背景
から、癌予防効果の期待される食品成分が数
多く見出され、報告されてきた。しかしそれ
らの多くは単体で効果を発揮する濃度が高
すぎるため、食品の摂取ではおよそ達成でき
ない場合が多い。この乖離の原因として、食
品中に含まれる有効成分は一種類ではなく、
様々な成分が複合的に相互作用して機能し
ているのではないかと論じられるが、そのエ
ビデンスとなるような研究についての報告
はまだ十分ではない。 

 
 

２．研究の目的 
併用により癌細胞の増殖抑制効果が増強

される組み合わせを見出し、その分子機構を
解明する。なかでも、発癌の過程に重要であ
ると考えられる MEK-ERK 経路と PI3K-Akt 経
路を抑制する成分に着目し、それぞれを併用
することにより細胞増殖抑制効果の増強が
起こる組み合わせを見出す。また、併用によ
り癌細胞の増殖抑制効果が増強される場合
として、抗癌剤の効果が弱い細胞を用い、併
用により抗癌剤の感受性増強を図ることが
できる組み合わせについても検討する。 

 
 

３．研究の方法 
癌抑制遺伝子 p53、癌遺伝子 Ras が変異し

ており、MEK-ERK経路、PI3K-Akt 経路がとも
に活性化していると考えられるヒト大腸癌
由来 HT-29細胞を主に用いて、以下のような
手法を用いて研究を行った。 
 
(1)細胞増殖測定 

 食品成分や薬剤を培養細胞の培地に直接
添加し、24-72 時間後における濃度依存的な
細胞増殖効果を WST-8アッセイやコロニーフ
ォーメーションアッセイにより測定した。 
 
(2)フローサイトメトリーによる細胞周期・
アポトーシス解析 
 細胞を界面活性剤により裸核後、核内 DNA
をヨウ化プロピジウムにより染色し、フロー
サイトメーターを用いて細胞各周期及びア
ポトーシス細胞の割合を解析した。 
 
(3)イムノブロット解析 
 細胞内シグナル伝達経路に関わる各種キ
ナーゼや基質タンパク質、細胞周期調節因子、
アポトーシス調節因子について、細胞内にお
けるタンパク質レベルでの発現変化をイム
ノブロット解析により調べた。 
 
(4)遺伝子ノックダウン実験 
(3)で変化のみられた因子の発現を siRNA を
細胞にトランスフェクションすることによ
り特異的に阻害し、その因子が細胞増殖抑制、
アポトーシス誘導等にどの程度関与してい
るのかを確認した。 
 
(5)カスパーゼ阻害実験 
アポトーシスが誘導されるとき、カスパーゼ
の特異的阻害剤 z-VAD-fmkで処理することで
アポトーシスが抑制されるかどうか調べる
ことにより、アポトーシスのカスパーゼ依存
性を検証した。 
 
(6)カスパーゼ活性測定 
アポトーシス誘導時のカスパーゼ活性をカ
スパーゼ特異的基質の分解を蛍光プレート
リーダーで測定することにより検証した。細
胞数は生細胞の染色により補正した。 
 
(7)ミトコンドリア膜電位測定 
試薬 JC-1 で細胞を処理し、フローサイトメ
ーターを用いて細胞内蓄積量を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）エコールとブラシニンの併用によるヒ
ト大腸癌由来 HT-29細胞の増殖抑制効果の増
強（学会発表③ほか、論文投稿準備中） 
 
 大豆の摂取は欧米よりアジア圏で多く、こ
のことが大腸癌の発生率の高低と関係する
のではないかといわれている。また大豆に含
有するイソフラボンの一種ダイゼインは、腸
内でエコールに代謝されるが、このエコール
には MEK 活性の阻害効果が報告されている
（JBC 282, 32856-86, 2007）。エコール産生
能には個人差があるといわれており、これは
腸内細菌叢の違いに由来すると考えられて
いる。エコールはイソフラボン類の中でもエ
ストロゲンレセプターへの結合が強く、抗酸



化性も高いなどの理由から現在健康食品と
して流通されている。特にエコール低産生者
にとっては、エコールの摂取により健康増進
を図ることができる可能性も考えられてい
る。しかし発癌との関係については、現在ま
でエビデンスの蓄積が十分ではない。 
ブラシニンはアブラナ科植物が産生する

インドールであり、病原菌の侵入や紫外線な
どのストレス刺激により蓄積されるフィト
アレキシンの一種として知られている。ブラ
シニンにはがん細胞の増殖抑制効果があり、
PI3K-Akt 経路を阻害し、p21 や p27の発現誘
導を介して RBが脱リン酸化し、G1 期停止が
生じるというメカニズムが研究代表者らに
より示されている（IJO 40, 816-24, 2012）。 

ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞において、この
エコールとブラシニンをお互い単独では効
果が弱い濃度で併用することにより、細胞増
殖抑制効果が増強されることを見出した。 
WST-8 アッセイにより、エコールがブラシ

ニンによる細胞増殖抑制効果を増強させる
ことが判明した（図 1）。アイソボログラム解
析によりこの効果は相乗的と考えられた。フ
ローサイトメトリーを用いて細胞周期を解
析すると、エコールとブラシニンの併用処理
により細胞周期 S 期の割合が減少しており、

細胞周期停止が生じていると考えられた（図
2）。このとき、サイクリン依存性キナーゼ阻
害因子 p21の発現誘導と癌抑制遺伝子産物 RB
の脱リン酸化がイムノブロット解析により

観察された（図 3）。p21によりサイクリン依
存性キナーゼが阻害され、その結果 RB のリ
ン酸化も阻害されたと考えられる。 

 
また処理時間が長い場合、フローサイトメ

トリーにより subG1の割合の増加が観察され
た。このことから、併用処理によりアポトー
シスの誘導も起こると考えられた。subG1 の
割合の増加はカスパーゼの特異的阻害剤
z-VAD-fmkにより抑制され（図 4）、併用時に

カスパーゼ活性を測定すると、カスパーゼ活
性の増加も観察されたことから、アポトーシ
スはカスパーゼ依存的に誘導されているの
ではないかと考えられた。また、イムノブロ
ット解析でも、実行カスパーゼであるカスパ
ーゼ 3の活性化がみられた。このとき、内在
性経路の指標となるカスパーゼ 9の活性化も
同時にみられたことから、このアポトーシス
はミトコンドリア依存性の内在性経路を欠
いている可能性が考えられた。そこで、ミト
コンドリアの膜電位を検出する JC-1 による
細胞染色を行ったところ、エコールとブラシ
ニンの併用処理を行った細胞でミトコンド
リアの膜電位低下を示す染色パターンが得
られ、上記の仮説を裏付ける結果が得られた。 

以上より、エコールとブラシニンを、それ
ぞれ単独では効果の弱い濃度どうしで併用
処理すると、細胞増殖抑制効果の増強がおこ
ること、そのメカニズムとしては p21の発現
誘導を伴う細胞周期停止と、ミトコンドリア
を介する内在性経路の活性化によるカスパ
ーゼ依存的なアポトーシスの誘導が考えら

図 1 エコール(Eq)とブラシニン(Br)併用に
よる細胞増殖抑制効果の増強 

図 2 エコール(Eq)とブラシニン(Br)併用に
よる細胞周期停止 

図 4 エコール(Eq)とブラシニン(Br)併用に
よるアポトーシス (subG1)の増加および
z-VAD-fmk による抑制 

図 3 エコールとブラシニン併用による p21
の発現上昇と RB のリン酸化抑制 



れた。本研究はエコールとブラシニンの併用
が癌予防に有効である可能性を示唆するだ
けでなく、野菜や豆類などの摂取の発癌予防
に対する有効性を示している疫学的な報告
に対し、分子レベルでのエビデンスとなりう
る可能性がある。今後動物実験などによりさ
らなる検証をしていく必要がある。 
 
 
（2）トコン等の生薬に含まれるエメチンの
併用による、シスプラチンのヒト卵巣がん細
胞 SKOV3 に対する細胞増殖抑制効果の増強
（雑誌論文②より） 
 
アメーバ赤痢の治療に使用されるトコン

に含まれる天然アルカロイドの一種である
エメチンが、ヒト卵巣がん細胞 SKOV3に対す
るシスプラチンの感受性を増強させること
を見出した。エメチンを SKOV3細胞に添加す
ると、5μM で bcl-xLの減少がイムノブロッ
ト解析によりみとめられたが、フローサイト
メトリーによる subG1 の割合は低く、アポト
ーシスは軽微であると考えられた。一方、
SKOV3 にシスプラチンを作用させると 20μM
で G2/M期停止が誘導されるが、subG1の増加
は弱くアポトーシスの誘導はこちらも軽微
であると考えられた。エメチンとシスプラチ
ンを併用すると、subG1 の割合が 72 時間で
60％程度まで増加し、この増加はカスパーゼ
の阻害剤 z-VAD-fmkにより抑制された（図 1）。

またこのとき、カスパーゼの活性化も検出さ
れたことから（図 2）、エメチンとシスプラチ
ンの併用処理により誘導されるアポトーシ
スはカスパーゼ依存的であると考えられた。
併用による細胞増殖の抑制はコロニーフォ
ーメーションアッセイでも観察された。また
エメチン処理で発現の減少が観察された
Bcl-xLの発現を siRNAにより低下させること
によっても、シスプラチン処理によるアポト
ーシスが増加し、カスパーゼの活性化が伴っ
ていた（図 3）。以上の結果から、エメチンに
よるシスプラチンのアポトーシス増強には
Bcl-xLの発現現象が関与しており、この併用
が卵巣がん治療に有用である可能性が示さ
れた。 
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http://square.umin.ac.jp/jikphem/ 
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