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1.はじめに

近年、癌の発生進展に関する遺伝子レベルで

の解明など基礎的研究から手術ロポットの開発

などの治療法の開発に至るまで痛研究の進展は

目覚ましいが、人口の高齢化に伴い癌息者およ

び癌による死亡者数は増加の一途をたどってい

るo一生のうちに日本人の半数が癌に催息する

といわれるように、癌は決して特殊な病気では

なく、だれにでも起こりうるものと認識されつ

つある。最近、 BRCAl/2遺伝子の変異を原因

とする遺伝性乳癌・卵巣癌症候群が注目されて

いるが、そのような遺伝的要因が確定している

痴は比較的少数で、大部分の痛には日常の運動

習慣や食事が大きな役割をもっ生活習慣病的な

側面が認められる。そこで、痛の発症や進展を

抑制する食事の内容を明らかにすることは必須

の課題である。これまでの疫学的な研究からは、

野菜や果実の積極的な摂取や、豚肉や牛肉の過

度の摂取および高脂肪食を避けることが推奨さ

れているが、個々の食品成分の抗癌作用につい

て臨床的に明らかなものは少ない。

食品成分の癌治療効果を探るために、癌に対

する直接効果に関する主にinvitroおよび動物

家政学部食物栄養学科

実験は数多くなされてきたが、食品成分の治療

薬としての有効性は未だ確立していなしh そこ

で、ヒトが本来持つ抗嫡システムを増強する可

能性を探る研究に活路が求められる。生体の抗

癌免疫システムは、自然免疫系と獲得免疫系に

区別されるが、抗原特異的な獲得免疫系が癌治

療法としての活用が期待される一方 I)へ自然

免疫系のナチュラルキラー（NK）細胞は抗原

非特異的で機動力が高いという特質があるた

め、癌治療のみならず予防において力を発揮す

ることが期待される。生体は日夜、種々のスト

レスを受けており、紫外線や放射線など変異原

性を示す傷害因子により DNAが損傷し、その

結果、癌細胞が生まれると想定されている。

NK細胞は体内を循環、監視し、異常な細胞を

検知し即座に破壊することで、臨床的な癌の発

症を抑えていると考えられる。よって、この

NK細胞の機能を増強する食品成分を特定する

研究は、癌予防対策として極めて重要となる。

NK細胞の機能測定法はすでに確立されてい

るが、本研究では、培養NK細胞株を用いて簡

便に大腸痛殺傷効果を評価する独自の方法を用

いた。既報 3）の方法に従って、 NK細胞株

KHYG・1と大腸描細胞株DLD・1を共培養し、

24時間後プレートを洗浄し、底面に付着する
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DLD・1細胞の生存数を測定する実験系を用い、

培地に種々の食品成分を加えることで、それら

のNK細胞機能に与える影響を評価した。さら

に、なんらかの統計的に有意な影響が認められ

た成分については、 NK細胞の機能のひとつで

あるインターフエロン・ガンマ (IFN-y）の分

泌能に与える影響を検討したo

2.材料と方法

細胞株および培養法

NK細胞株はKHYG・1（独立行政法人医薬基

盤研究所JCRB細胞パンク）、標的となる癌細

胞株は大腸癌細胞DLD・1（東北大学加齢医学

研究所医用細胞資源センター）を用いた。基本

培養液は、 RPMI・1640（シグマ）に、 10%牛胎

児血清（FBS）、ペニシリン（lOOU/ml)／ス

トレプトマイシン（lOOμg/ml)（ライフテク

ノロジー）を添加したものとした。 KHYG・1

細胞の培養には、基本培養液に5伽g/mLヒト

リコンビナントインターロイキン 2(hrIL-2 ; 

ORF Genetics）を添加したo培養細胞は、大気

に二酸化炭素（5%）を加えた37℃恒温棺で培

養した。

食品成分

クルクミン、ケルセチン、レスペラトロール、

Lアスコルビン酸（以上、和光純薬）、エピガ

ロカテキンガレート（EGCG；東京化成工業）、

アスタキサンチン（関東化学）、ドコサヘキサ

エン酸（DHA）、エイコサペンタエン酸（EPA;

以上Caymanchemical）を購入した。

生存細胞数の評価

96穴プレートに、 DLD・1細胞をウェルあた

り 10• 個播種し、 24 時間培養した後、指示され

た細胞数のKHYG・1細胞を加え、さらに24時

間培養した。その後、ウェルをリン酸塩緩衝液

(PBS）で 2回洗浄し、プレートの底面に付着

した生存細胞数を、 CellCounting Kit-8 ( CC匹

8；同仁化学研究所）で測定した。具体的には、

洗浄後のウェルに、キット中のWST-8試薬を

含む培地を加え 3時間培養し、生細胞が産生

する NADHの還元活性により生じたホルマザ

ンの吸光度（450nm；対照630nm）を測定した。

培養液中のE‘N-i'測定

24穴プレートに、 DLD・1細胞をウェルあた

り3.5X 104個培養し付着させた後、同数の

KHYG・1細胞（105個／ml)を加え、 15時間培

養後、上清を採取し、 ELISAキット（Human

IFN gamma ELISA Ready-SET-Go！；アフィメト

リクス・ジャパン）でIFN-yを測定した。具

体的には、キット中のキャプチャー抗体を結合

したプレート上に検体を入れ、 4℃で一夜イン

キュベートした。補足されたIFN-i'に、 HRP

二次抗体を結合させた後TMB基質を加え反応

させた後 2M硫酸で反応を停止し、発色した

検波の吸光度（450nm）を測定した。キットに

付属する標品を用い検量線（4～500pg/ml) 

を作成し、吸光度を濃度に換算したo

統計処理

多群の平均値の比較は、 1元配置分散分析で

解析したo有意に差がある群がある場合は、

Dunnettの方法で対照群と有意差のある群を特

定した（有意水準p=0.05）。統計ソフトは、

SPSS (IBM）を用いた。

3.結果

NK細胞株KHYG・1による大腸癌細胞株

DLD-1の生存数低下に及ぼす食品成分の影響

培養プレート底面にDLD・1細胞を付着させ

た状態で、 KHYG・1細胞をウェルあたり 625

個または2500個を加えると同時に、各濃度の

食物成分を添加し、 24時間後に生存しプレー

ト底面に付着する DLD・1細胞数を、セルカウ

ンティングキットで評価した。 KHYG-1細胞

を加えてない場合は、食品成分単独の細胞生存
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に与える効果を示す。食品成分の波度は、単独

では細胞生存に有意な影響を与えない比較的低

濃度の範囲とした。図 1.A～Hに、 8種の食

品成分を添加したときの結果を示した。図 1.A

はクルクミンの影響を示す。クルクミンは、単

独で24時間作用させた時、 DLD・1生存細胞数

は、 lOmM以下では低下傾向ではあるが有意差

は認めなかった。 DLD・1とKHYG・1を共培養

したとき、クルクミンを添加しない場合、

DLD・1生存細胞数は、 Effector/Target (E/T) 

比 1:16では約29%の減少、 E/T比 1:4では

約74%の減少を認めた。 E/T比 1:16の系でク

ルクミンを添加したとき、 DLD・1生存細胞数

は、 lOmM以下では増加傾向ではあるが有意差

は認めなかった。しかし、 E/T比 1:4の系で

クルクミンを添加したとき、 DLD・1生存細胞

数は、 SμMおよびlOmMで、有意に増加したo

この結果は、クルクミンによって、 DLD・1に

対する KHYG・1の殺傷効果が抑制されたこと

を示唆する。

エピガロカテキンガレート（EGCG；図

lB）、ケルセチン（図 lC）、レスベラトロー

ル（図 lD）、アスタキサンチン（図 lE）、ビ

タミンc（図 lF）、 DHA（図 lG）、 EPA（図
lH）については、食品成分単独の場合も、

DLD・1とKHYG・1をE/T比 1:16あるいは

1:4で共培養したときのいずれの系において

も、添加した食品成分によるDLD・1生存細胞

数の有意な変化は認めなかった。

クルクミンによる KHYG・1細胞のIFN-y分泌

能に与える影響

上記実験結果より、クルクミンによって

KHYG・1のDLD・1に対する殺傷効果が抑制さ

れた可能性が示唆されたため、 KHYG・1培養

上清のIFN-y濃度をELISAで定量した。図 2

に示すように、 KHYG・1単独では、培養上消

中13pg/mlであるが、 DLD-1との共培養15時

間の培養上清には135pg/mlと、 DLD・1に刺

激されてIFN-yを分泌したと考えられる。こ

の系に、クルクミンを添加したとき、濃度依存

的に培養上清中のIFN-yが低下した。なお

DLD-1細胞のみの培養上清中のIFN-gは、検

出限界以下であった。

4. 考察

痛の予防における食品成分の役割は広く知ら

れており、特に野菜や果物に含まれるポリフエ

ノールなどが注目されている。今回の研究で使

用した 8種の食品成分を、表にまとめた。ク

ルクミン、エピガロカテキンガレート（EGCG）、

レスベラトロール、ケルセチンはポリフェノー

ルであり、共通して抗酸化作用を有するほか、

癌細胞に対する効果が、細胞レベルあるいは動

物実験で数多く報告されている。

クルクミンはインド原産のウコン（ターメリ

ック）の黄色色素で、抗炎症作用、抗菌作用な

どが認められている。タルクミンの大腸癌に対

する効果については、細胞レベルで、細胞周期

における G2/Mアレスト、アポトーシス誘導

作用など示されている九ただし大腸癌患者に

対する経口投与の臨床試験では、血中濃度がin

vitroの実験で使用する濃度に及ばなかったと

される九一方で、次のような臨床試験の成果

が報告されている。 1日500mg、3か月間の

投与で勝脱痛の組織像が2例中 1例で改善へ

また 1日8g、1か月の投与で、勝癌21例中、

進行停止および縮小を各 1例認めたというに

エピガロカテキンガレート（EGCG）は、緑

茶カテキンのなかで最も含量が高い主要なポリ

フェノール成分である。広範な研究により、細

胞増殖抑制効果、遺伝子変異抑制効果、抗菌、

抗ウイルス効果、発癌抑制効果などが明らかに

されているo癌細胞を用いた実験では、 JAKI
STAT、MAPK、PI3K/AKT、Wnt、Notch、

NF-K B、AP・1等の細胞内情報伝達経路を阻害

することが示されている九また近年、発痛に

おける遺伝子変異によらないメカニズムとし

て、癌の発生、進行に関わる遺伝子がプロモー
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G2/Mアレスト、アポ トーシス誘導作用が認

められている lヘ 家朕性大腸ポリポーシスの忠

者に対する臨床試験では、クルクミン480mg、

ケルセチン20mgを 1日3回投与したところ、

半年後、 5例全例でポリープの減少および紛小

を認めたと報告されている 問。

レスベラトロールは、ブドウの皮などに含ま

れる赤紫色のポリフェノールで、抗酸化作用を

はじめ種々の健康効栄が示唆されている。フラ

ンス人は動物性脂肪の娯取が多いにもかかわら

ず心疾忠が比較的少ない事実があり、フレンチ

パラ ドックスといわれているが、その一因とし

て赤ワインの摂取が多いので、赤ワインに含ま

れるレスベラ トロールが動脈硬化を抑制するの

ではないかという説がある。またレスベラトロ

ールには長寿遺伝子とされるサーチュインを活

性化する働きも見いだされているが、ヒトでの

長寿効果は明らかでないへ 抗栴効果に関して

は、 invitroでは多種類の捕で増殖抑制、アポ

トーシス誘導、浸潤・！｜伝移の抑制、 発癌予防な

どが示されている 19）。 ただし、経口摂取による

レスベラ トロールのIfiLi11i"濃度は0.1mMから l

mMとの報告があり、 invitroでの細胞傷害濃

度には達しにくいとの問題がある 則。 大！貼絹忠

者における臨床試験では、レスベラトロールの

投与により正常大腸粘版制胞におけるWnt経

路の阻害を認めた 2九 これは摘網II胞への直接効

果ではないが、発縮予防効栄をJUJ待させる結栄

である。また大腸痢忠者においてレスベラトロ

ールの投与により肝臓に転移した嫡細胞のアポ

トーシスの増加が報告されている m。

アスタキサンチンは、叩殻類や鮭、鱒に含ま

れる赤色のキサントフィルである。強力な抗隈

化能を有するため、それを活用した健康効果が

JUJ待されている。さらに以近、納細胞に対する

WIM抑制、アポトーシス誘噂効来が発見され、

JAK/STAT-3、NF-,c B、ERK、AKT、JNK、

p38、PPARy、Nrf2などの分子標的が明らか

にされているがお｝、繍に対する応用は緒につい

たばかりである。

j行1~ナチュラルキラー調Hlfl!系における食品成分の抗大腸蛸作川にl則する検H

図D+K

10 
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共培養した。
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ター領域の高メチル化等により不活性化するメ

カニズムがエピジェネティクス機構として注目

されている叫10）。 そしてEGCGはDNAメチル

基転移酵素を抑制すること等によりエピジェネ

テイクス機構に関与することが示された川。ま

たマイクロ RNAの発現を促進することによっ

て痴細胞のアポトーシスを誘導するメカニズム

も報告された凶。 臨床試験も活発に行われてい

る。前立腺上皮肉痛の忠者における二重盲検試

験で、 1日600mgの緑茶カテキンを 11FU日摂

取させたところ、摘が進行した患者の比率が、

対照群 30%に対し以］似洋は 3%であったへ

そのほか緑茶摂取により、前立腺痢や口l昨焔の

進行抑制や、食道弘前、大Jl品縮、目撃痛の予防効米
などが示唆されている 川。

ケルセチンは、橋麦、りんご、玉ねぎなどに

含まれるフラポノイドで、活性酸素消去作月］な

どによる種々の他政効よI!が期待されている。動

物実験では、肥満の改普、脂質代謝の改普、日

j血圧など心J(11tl'・系病変のリスク軽減など抗動脈

硬化作用が示されている へ 活性酸素はDNA

を悔害し発織をもたらすことから、ケルセチン

による活性酸素の消去は発錨抑制につながると

考えられている。細胞レベルでは、大）J詰摘はじ

め種々の痛細胞に対して、調II胞周期における
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表使用した食品成分

名前と化学構造 属性

クJレクミン ポリフヱノール

〉クルクミノイド

9丈~γ»。c”＝ 
エピガロカテキンガレート ポリフェノール

(EGCG) 〉フラパノール

可C’~
ケルセチン ポリフェノール

〉フラボノール

市F
レスベラトロール ポリフヱノール

〉スチルベノイド

r 
アスタキサンチン カロテノイド

点Lムγ~
〉キサントフィル

しアスコルビン酸｛ビタミンC) 水溶性ビタミン

子大
ドコサヘキサエン酪（DHA) n-3系不飽和脂肪酸

崎ん叫ゲム～一、〈
(22: 6) 

エイコサペンタヱン酸（EPA) 作3系不飽和踊肪酸

ぱ
(20: 5) 

ビタミンCは、野菜、柑橘類に含まれる水

溶性ビタミンである。コラーゲンの合成におけ

る水酸化反応の補酵素として必須であり、不足

すると壊血病を発症する。一方で、還元剤とし

て活性酸素種の消去作用があるため、多様な健

康効果が示されている判。痛については、血清

含有食品等
抗描効果

＊臨床効果に関するもの

ターメリック｛ウコ 食也・周・大踊・肝・障・鴎脱・前立

ン） 臨・事L臨・子宮・卵巣・肺・口腔・悪
性保色血・脳・骨・血漉

＊閥抗・小踊典型性・子宮頚・騨・家

族性大踊ポリポーシス

録茶 食迦・同・大踊・肝・騨・蹟脱・前立

臨・脳・乳臨・子宮・卵巣・蹄・悪性

黒色阻・脂・骨・筋肉・頭頭部・甲状

臨・血液

* I進行抑制効果】前立腺・口腔【予
防】食逝・大踊・騨

寵妻、 リンゴ、玉 食泊・大踊・肝・障・前立臨・現且・

ねぎ 子宮・蹄・悪性鳳色盟・神経

＊京旗性大踊ポリポーシス

ブドウの皮、 ピー 食泊・回・大腸・肝・陣・鴎蹴・前立

ナッツの皮 臨・脳・乳臨・子宮・卵巣・蹄・悪性

県色腫・脳・骨・筋肉・顕頭部・甲状

臨・血液

＊大腸・大腸癌肝転移

甲強類｛エピ・カニ）、 大踊・肝・口腔・蹄・乳・蹄脱・血漉
鮭、鱒

野菜、柑橘額 結臨・肝・廓・肺・前立腺・卵巣・グ

リオブラストーマ・悪性中庭園

サンマ、イワシ、 食也・回・大踊・乳・前立臨・神経芽
ブリ 回

イワシ、サンマ、

ウナギ

ビタミンC濃度が高いほうが胃癌のリスクが

低いという中国での報告がある却。実験的には

マウスにおいて薬理量の血液内投与が有効であ

り、そのメカニズムはビタミンCがプロオキ

シダントとして癌組織で活性酸素を生じること

によることが示された制。この理論をヒトに応
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用し高用量ビタミン Cの点滴治療が開発され

たが、効果は不確実である。ただし、副作用が

少ないこともあり、日本では自由診療でおこな

っている施設が増えている。

ドコサヘキサエン酸（DHA）、エイコサベン

タエン酸（EPA）は共にn・3系多価不飽和脂肪

酸であり、青魚に豊富に含まれる。 DHAおよ

びEPAは同じく n・3系多価不飽和脂肪酸であ

る aリノレン酸からも変換されるが、 αリノ

レン酸はヒトでは合成できないため、いずれも

必須脂肪酸とみなされる。 DHAは網膜や神経

細施の発達、維持に重要であるほか、脂質代謝

の改善、血小板凝集抑制など抗動脈硬化作用が

知られている。 EPAにも、脂質代謝の改善、

血小板凝集抑制など抗動脈硬化作用が知られて

いる。近年の日本人の青魚摂取の低下と動脈硬

化性疾患など成人病の増加が関連付けられ、新

鮮な野菜の摂取とともに、 n-3/n・6脂肪酸摂取

比率のアップが、日本人の食生活改善の大きな

柱となっている。 DHAおよびEPAの抗癌効果

については、神経芽腫における細胞周期GO/

Gl期アレストによる増殖抑制効果のほかへ

食道、胃、大腸など消化器癌却や、乳癌割、

前立腺癌却の予防効果が示唆されている。

以上、食品成分の直接的抗癌効果は広く探索

されているが、概して、経口摂取により吸収さ

れたあとの血中濃度が、実験的に抗癌効果を示

す濃度に達していないとの指摘がされている。

よって血中に達しうる比較的低濃度で、ヒトに

本来備わる抗癌システムを介する効果を検証す

る意義は大きいと考えられる。ナチュラルキラ

ー（NK）細胞の機能を増強する成分の発見と

して、マウス牌臓由来NK細胞において、生薬

であるシソ科のヒキオコシ Osodonjaponicus ） 

のエ夕ノ一ル拍出液がIFN-yおよぴTNF－α

の分詑、を克進し抗癌作用を増強したとされる 31)

またマウスの実験で、わけぎ（bunchingonion) 

が分泌する粘液がNK細胞の機能を増強したと

の報告がみられる却。

本研究では、 NK細胞株KHYG・1細胞の大

腸癌殺傷モデルを用いて、一般的な食生活で摂

取される 8種の食品成分の影響を検討したo

用いた 8種の成分は、上記のように、細胞レ

ベルで単独で抗癌効果を持つことが知られてい

るが、本研究では、単独では有意な抗癌効果を

発御しない比較的低濃度を用いた。結果は、ク

ルクミンにおいて、 KHYG・1細胞による大腸

痛細胞の殺傷効果を抑制した可能性が示唆され

た。同時に、 KHYG-1細胞のIFN-y分泌能の

低下が観察された。クルクミンのNK機能に対

する影響については、充進、抑制両方の報告が

ある。乳癌において癌細胞が放出するエクソゾ

ームがNKを抑制するが、タルクミンはエクソ

ゾームのNK抑制作用を抑制することで、 NK

機能を回復させるというね｝。一方、 NKG2D受

容体はNK細施表面に発現し標的細胞上の対応

するリガンドと結合し細胞傷害を惹起する分子

であるが、この遺伝子がクルクミンによる低ア

セチル化で発現が低下し細胞傷害性が低減する

という報告もある。またメラノーマを標的とし

た実験で、クルクミンはNK細胞のIFN-y分

泌能を抑制している制。しかし、タルクミンア

ナログFLLL.32は、 NK細胞のIFN-y分泌能

を抑制しないという却。また勝癌細胞を標的と

した実験では、クルクミンにより NK細胞の

IFN-y分泌能は抑制されるが、 n・3系不飽和脂

肪酸と抗酸化剤、または脂質メデイエーター

resolvin Dlの併用により NK細胞機能が維持

される可能性が示唆されているお｝。

他の成分については、本研究の範囲では、

NK細胞に与える影響が明らかなものは認めな

かったが、添加濃度を上げればNK細胞に対し

抑制的に作用する可能性があり、成分そのもの

の抗摘作用が増強する一方で、 NK細胞を介す

る抗癌効果が減弱するおそれがある。ただし、

腫鋸細胞である KHYG・1細胞は、正常なNK

細胞と機能が同じとは限らないため、正常NK

細胞での実験が必要である。

一般的に天然の食品成分は安全性が高いとさ

れ、健康効果を期待して過量に摂取される可能
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性がある。しかし、生体のいろいろな機能のあ

る面に対してはマイナスに働くこともあり得る

ため、特定の食品成分を積極的に摂取する場合

は、広い視野で慎重に検討する姿勢が求められ

る。

5. 結び

ナチュラルキラー細胞株KHYG・1と大腸癌

細胞株OLD・1の共培養による NK細胞活性評

価系を利用して、クルクミンなど8種の食品

成分の影響を、単独では明らかな細胞傷害を及

ぼさない比較的低濃度を用いて検討した。クル

クミンを添加したとき、 KHYG-1細胞による

大腸癌細胞の死滅が抑制され、同時にKHYG-1

細胞のIFN-yの分泌が抑制された。クルクミ

ンは一般に抗痴作用を持つ食品成分として有用

と考えられているが、本研究ではNK細胞株

KHYG・1の癌細胞殺傷作用を抑制する可能性

が示唆された。タルクミンはじめ食品成分の抗

癌作用については、 NK細胞機能に与える影響

などさらなる検討が必要である。
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