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第 1 章 緒言 

 
1-1. がん 
 
がんは、世界の多くの地域で主要な疾患として問題になっている (1)。人口の増加と高

齢化、喫煙、肥満の発生率増加などが原因で、がんの発生率と死亡率は世界中で急速に増

加している。そのため、全世界で、2040 年には 1,640 万人ががんによって死亡すると予測

されている (2、3)。 
がんとは遺伝子変異による病気である。数十年に渡る遺伝子分析により、ヒトには約 1000

種類のがん関連遺伝子（約 250 種類のがん遺伝子、約 700 種類のがん抑制因子）が存在す

ることが明らかになった (4)。また、がんの発生には、異常な細胞増殖、アポトーシスの機

能不全などの要因が関係している (5）。これらの要因によって、がん細胞は無制限に増殖す

るようになり、悪性腫瘍を形成して周りの健康な組織に浸潤する（6）。 
がん患者に現在利用可能な治療選択肢は、手術、化学療法及び放射線療法である(5）。腫
瘍が限局している場合、外科的な手術で切除することにより治癒できるが、転移性腫瘍に対

しては手術ができない。その場合、化学療法と放射線療法などが転移性腫瘍に対して行われ

ているが、正常細胞を傷つけることなく、がん細胞を選択的に殺すことは難しく、様々な強

い副作用を生じている (7)。従って、副作用を最少にしてがん細胞だけを選択的に死滅させ

る治療方法が求められている。 
 
1-2. 細胞周期 
 
放射線療法やほとんどの化学療法などのがん治療は、がん細胞の DNA に損傷を与えるこ

とが明らかになった (8、9)。DNA が損傷すると、細胞は細胞周期チェックポイントで増殖

を停止し、DNA 修復の時間が提供される (9)。細胞周期とは DNA 複製や細胞成長に必要

なタンパク質を合成準備する期間(G1 期)を経て、DNA の合成(S 期)を行い、DNA構造の再

構成を行う期間(G2 期)を経て、分裂期(M 期)に入る一連の過程である（10）。細胞は傷害を

受けると細胞周期制御系を活性化させ、さまざまなチェックポイントで細胞周期を止めて

いる。例えば、G1 期での DNA 損傷および抗増殖シグナルは、S 期に入る前に G1 期の停

止を引き起こす。 S 期中の DNA 損傷または DNA 複製の不具合は、S 期での停止を引き

起こす。G2 期中の DNA 損傷または染色体の完全な構築の失敗は、G2 期停止を引き起こ

す。M 期中の有糸分裂紡錘体機能の異常は、M 期停止を引き起こす (図 1)(8-10)。一方で、

DNAへの傷害があまりに大きく、修復が不可能な場合はアポトーシスを引き起こす（11）。 
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図 1. 細胞周期チェックポイント  

細胞周期チェックポイントは、DNA 損傷および抗増殖シグナルにより、G1 期での停止を生じ、 DNA 損傷

または DNA 複製の不具合により、S 期での停止を生じ、DNA 損傷または染色体の完全な構築の失敗

により、G2 での停止を生じ、有糸分裂紡錘体機能の異常により、M 期での停止を生じる。 

 
1-3. アポトーシス 
 
通常生命体では、恒常性を維持するため、必要なくなった細胞（老化した細胞、ウイルス

に感染した細胞、がん化した細胞）を自ら消滅させている。このように生命体で毎日のよう

に起きている、個体をよりよい状態に保つために引き起こされるプログラムされた細胞死

は、アポトーシスと呼ばれている (12)。 
Vogt は 1842 年カエル脊索および隣接軟骨の細胞死を観察し、初めて細胞死を発見した

（13）。Flemming は 1885 年にラットの卵胞に、染色体の凝縮、分断した死細胞を観察し、

初めてアポトーシスの現象を報告した (14)。「アポトーシス」という言葉は、古代ギリシャ

語に由来し、「apo-」（から離れて）、「ptosis」（たれさがる）より、「apoptosis」は秋の花か

ら花びらが落ちる」または「秋の木から葉が落ちる」ことを意味している。1972 年に Kerr
によって最初に提唱され、細胞からの「アポトーシス体」形成の形態的特徴を指している

（15）。 
多くの病気がアポトーシスと密接に関係していることが報告されている。アポトーシス

が多く引き起こされた場合、神経変性疾患、パーキンソン病、アルツハイマー病、脊髄性筋

萎縮症、エイズなどの疾患を発症する。また、アポトーシスが抑制された場合、ウイルス感

染または DNA の突然変異によるがん及び自己免疫疾患（I型糖尿病、脳脊髄炎）などの疾

患を発症する (16)。  
アポトーシスの形態学的な特徴としては、細胞が丸くなって収縮し、そして隣接する細胞

M 期

紡錘体異常

G1 期

S 期

G2 期

DNA損傷と抗増殖DNA損傷と複製障害

DNA損傷とクロ
マチンの異常
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との剥離、クロマチンの凝縮、核の変形からの核膜崩壊、DNA の断片化、細胞膜のくびれ

の形成や、アポトーシス小体と呼ばれる、細胞質ゾルと、凝縮したクロマチンおよびオルガ

ネラを含むコンパクトな膜密閉構造に断片化することなどが確認されている。一方で、細胞

死の一つであるネクローシスは、形態学的特徴からアポトーシスとは異なることが明らか

になっている。ネクローシスはアポトーシスとは対照的に細胞膜の完全性の喪失、細胞の膨

張及び破壊をもたらし、細胞内の炎症性物質などが放出し、周囲の細胞の炎症を誘導する

(図 2) （15、17）。 
 

 
 

図 2. アポトーシスおよびネクローシス細胞死の形態学的特徴  

アポトーシスは、細胞収縮及びクロマチン凝縮を行い、オルガネラ、細胞質ゾルおよびクロマチンの断片を

含むアポトーシス小体の最終的な形成を伴い、炎症反応を引き起こさずに貪食される。ネクローシス細

胞は膨潤し、炎症性物質を含む内容物を周囲に放出し、炎症反応を引き起こす。 

 
 

正常な細胞

アポトーシス ネクローシス

細胞の縮小・
クロマチンの凝縮

細胞・
オルガネラの膨潤

細胞膜の完全
性の喪失・
オルガネラの破
裂・細胞内容物
の流出

Buddingから
アポトーシス
小体の形成
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カスパーゼ(Cysteine ASPartic acid protASE; caspase)はシステインプロテアーゼのファ

ミリーであり、その機能はアポトーシスのプロセスと密接に関連している。現在は 14 種が

同定されており、このうちカスパーゼ-13 はウシでのみ同定されている(18)。また、ヒトで

同定されたカスパーゼ-1, -4, -5 及びマウスのみで同定されたカスパーゼ-11 は炎症誘導に関

わっている (19)。ヒトで同定されたカスパーゼ-14 は皮膚の防御機構に関わっていること

が示された (20)。アポトーシスを誘導するカスパーゼはイニシエーターカスパーゼ (開始
カスパーゼ: casapae-2, -8, -9, -10)とエフェクターカスパーゼ (実行カスパーゼ:カスパーゼ

-3, -6, -7) に分けられている(19)。 
プロカスパーゼは、不活性な前駆体として細胞内に存在している (19)。図 3 で示しよう

に、プロカスパーゼには活性化を抑制している N 末端側のプロドメインがあり、大サブユ

ニット、小サブユニットおよびサブユニットを接続するリンカーで構成されている。カスパ

ーゼが活性化する時、プロドメイン及びリンカーが切断され、大サブユニット 2 つと小サ

ブユニットの 2 つからなるヘテロ四量体を形成する。開裂したカスパーゼは基質を分解し

アポトーシスを進行させる (19、21)。イニシエーターカスパーゼの開裂によってエフェク

ターカスパーゼを開裂する一連の反応、すなわちカスパーゼカスケードを引き起こし、アポ

トーシスが進行する（22）。 
 

 
 

図 3. エフェクターカスパーゼの活性化機構 

不活性型プロカスパーゼは刺激により、プロドメイン及び大サブユニットと小サブユニット間のリンカーが切断

され、ヘテロ四量体となって活性化型カスパーゼになる。 

 
アポトーシスのシグナル伝達経路には、外因性経路(デスレセプター依存経路)及び内因性 
経路（ミトコンドリア経路）がある（23）。アポトーシスの外因性経路には、細胞膜に局在

する細胞死受容体の Fas 及び TNFR1 に可溶性または膜結合デスリガンドの FasL 及び 
TNF-α が結合して活性化され、Fas 結合デスドメインタンパク質（FADD）および/または

TNFR 結合デスドメインタンパク質（TRADD）を含むデス誘導シグナル伝達複合体（DISC）

プロ

N C

大サブユニット

プロカスパーゼ

活性化型カスパーゼ

プロドメイン
の切断

小サブユニット

サブユニット間
リンカーの切断

活性部位

N

C

N

C
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を介して、カスパーゼ-8 を開裂させ、カスパーゼ-3 及び-7 を開裂される(図 4)（24-26）。 
 

 
 

図 4. Fas を介した外因性経路のシグナル伝達機構  

Fas は FasL によって刺激され、デスドメイン（DD）間の相互作用を介して Fas に FADD が結合する。そし

て、デスエフェクタードメイン（DED）の相互作用を介してプロカスパーゼ-8 は FADD に結合する。Fas-

FADD-プロカスパーゼ-8 の複合体はデス誘導シグナル伝達複合体（DISC）と呼ばれる。これにより、プロ

カスパーゼ-8 が切断され、活性化することで、カスパーゼ-3 及び-7 を開裂する。 

 
アポトーシスの内因性経路はミトコンドリア経路とも呼ばれている。細胞の損傷または

ストレスなどにより、ミトコンドリア透過性移行(Mitochondrial membrane Permeability 
Transition, MPT)細孔の開口が起こり、ミトコンドリア膜電位の低下及びアポトーシス促

進タンパク質であるシトクロム c を放出し、アポトーシスプロテアーゼ活性化因子-1 
(apoptotic protease activating factor 1 ; Apaf-1) と結合し、多量体化してアポトソーム

FasL

F

s

a
細胞膜

D
D D
D

D
D

D
E
D

D
D

D
E
D

D
E
D

D
E
D

procaspase-8

caspase-8

caspase-3/7

DISC
FADD
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（apoptosome）と呼ばれる複合体を形成する。アポトソームはカスパーゼ-9 を開裂させ、

カスパーゼ-3 及び -7 を開裂することで、アポトーシスを進行させる (図 5) (27-30)。Bcl-
2 family はミトコンドリアの透過性を調節することによってアポトーシスを制御している 
(31)。Bcl-2 family にはアポトーシスを誘導するタンパク質(Bax, Bid, Bad, Bak)とアポト

ーシスを抑制するタンパク質(Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1)がある(32)。抗アポトーシスタンパク質

の Bcl-2 はミトコンドリアの外膜に存在し、シトクロム c の放出を阻害してアポトーシスを

防止する (30)。細胞質に存在する Bid は、カスパーゼ-8 の開裂により、活性型フラグメン

ト となった tBid がミトコンドリアへ移動し、シトクロム c の放出を促進する (33)。 
 

 
 

図 5. シトクロム c が誘導するカスパーゼ活性化経路  

アポトーシス誘導の刺激により、ミトコンドリアから、シトクロム c が放出され、通常は不活性型前駆体とし

て存在する Apaf-1 に結合し、ATP 依存的に Apaf-1 の構造を変化させ、Apaf-1–シトクロム c 複合

体としてアポトソームを形成し、プロカスパーゼ-9 を切断する。 プロカスパーゼ-9 とアポプトソームの結合

は、カスパーゼ-9 の開裂を介してカスパーゼ-3 及び-7 を開裂する。 

シトクロム c

ATP

C
A
R
D

C
A
R
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C
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R
D

C
A
R
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caspase-9
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アポトーシスの実行因子であるエフェクターカスパーゼとして、カスパーゼ-3 とカスパ

ーゼ-7 は、触媒ドメイン全体で 57％の配列相同性を有している（34）。プロカスパーゼ-3 と

プロカスパーゼ-7 は細胞質中に存在している。カスパーゼ-3 は細胞質で活性化するが、カ

スパーゼ-7 は活性化時ミクロソームに局在している（35、36）。 
カスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 は DEVD（Asp-Glu-Val-Asp）というアミノ酸配列を特異

的に認識して、最後のアスパラギン酸(D)の部分に共に切断する。蛍光基質 Ac-DEVD-Afc に

対して、カスパーゼ-7 の触媒特異性定数（kcat / KM）は 1.1×105 s-1・M-1であり、カスパー

ゼ-3 の触媒特異性定数（kcat / KM）は 5.9×105 s-1・M-1であり、カスパーゼ-3 はカスパーゼ 
-7 よりも効率的に DEVD を切断する。また、蛍光発生基質 Ac-PEVD-Afc に対して、カス

パーゼ-7 の触媒特異性定数（kcat / KM）は 3.9 s-1・M-1であり、カスパーゼ-3 の触媒特異性

定数（kcat / KM）は 1.9×105 s-1・M-1であり、カスパーゼ-3 は PEVD (Ac-PEVD-Afc)に対し

てカスパーゼ-7 の約 50000倍効率的に PEVD を切断する（34）。また、活性化される時の

切断部分も異なっている(図 6)。ただし、イニシエーターカスパーゼによる、プロカスパー

ゼ-7 の切断によって、大きなサブユニット（p20）と小さなサブユニット（p10）が生成さ

れ、活性化されたヘテロ四量体が形成されるが、カスパーゼ-7 p20p10 にも酵素活性がある

ことが報告された（37、38）。 
カスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 は Rho GDP 解離阻害剤である RhoGDI, スペクトリンの

神経型である α-fodrin 及びタンパク質リン酸化酵素である ROCK1 活性型キナーゼなどの

特定の基質を共に切断する。カスパーゼ-7 の N 末端ドメインには、DNA 修復関連タンパ

ク質である Poly ( ADP-ribose) polymerase 1（PARP-1）切断を促進する。PARP-1 に対し

て、カスパーゼ-7 の触媒特異性定数（kcat / KM）は 6.2×105 s-1・M-1であり、カスパーゼ-3
の触媒特異性定数（kcat / KM）は 0.8×105 s-1・M-1であり、カスパーゼ-7 はカスパーゼ-3 よ

り PARP-1 を効率的に切断する（34）。 
しかし、カスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 が機能的に同じプロテアーゼではなく、カスパー

ゼ-3 とカスパーゼ-7 は他の多くの基質を切断する種類は関して大きく異なっている。カス

パーゼ-3 は Bid、シトクロム c の放出を阻害するゲルゾリン、がん抑制タンパク質である網

膜芽細胞腫タンパク質 (Rb)、細胞骨格タンパク質であるビメンチン、2 本鎖 DNA の一方

または両方を切断し再結合する酵素であるトポイソメラーゼ I、セリン/スレオニンタンパ

ク質キナーゼ (RIP)、シグナル伝達兼転写活性化因子である STAT1、およびアポトーシス

タンパク質の X 連鎖阻害タンパク質である（XIAP）のタンパク質を分解にする (39、40)。
カスパーゼ-7 はレチキュロンタンパク質 Nogo-B を切断し、アタキシン-7 のタンパク質を

切断し、Hsp90 Co-chaperone p23（P23）を切断する（34、40）。特に、カスパーゼ-3 は、

Inhibitor of caspase-activated DNase (ICAD)または DNA fragmentation factor-45
（DFF45）を切断し、caspase-activated DNase (CAD)または DNA fragmentation factor-
40（DFF40）を放出することにより、アポトーシスの特徴であるヌクレオソーム間の DNA 
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断片化を誘導する（39, 41）。ただし、カスパーゼ-7 は ICAD/DFF45 を切断せず、ヌクレ

オソーム間の DNA 断片化は誘導しないことが示された (39)。また、カルシウム依存的非

リソソームシステインプロテアーゼファミリーに属するタンパク質であるカルパイン及び

イニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ-1 の活性化はカスパーゼ-7 の開裂を誘導する

が、カスパーゼ-3 の開裂を誘導しない（38、42）。そして、カスパーゼ-7欠損マウスはエン

ドトキシン血症に耐性があるが、カスパーゼ-3 ノックアウトマウスは感受性がある (38)。
つまり、カスパーゼ-3 は主要なアポトーシス関連エフェクターカスパーゼであり、カスパ

ーゼ-7 もアポトーシスの誘導に係わるエフェクターカスパーゼであるが、カスパーゼ-3 と

カスパーゼ-7 は機能的に異なるプロテアーゼである。 
 

 

 

 

 
図 6. カスパーゼ-3 及びカスパーゼ-7 の構造及び切断したカスパーゼ-3 及びカスパーゼ-7 の構造  

A: カスパーゼ-3 はプロドメイン、大サブユニット(p17)、小サブユニット(p12)から構成されている。イニシエー

ターカスパーゼによって Asp175 の C 末端側がまず切断され、Asp9 または Asp28 の C 末端側を次に切

断されることにより、カスパーゼ-3 p20、p19 及び p17 を形成する。B: カスパーゼ-7 はプロドメイン、大

サブユニット(p20)、リンカー、小サブユニット(p10)から構成されている。イニシエーターカスパーゼによって

Asp23 の C 末端側のプロドメインが切断され、Asp198 と Asp206 の C 末端側のリンカーが切断され、 

カスパーゼ-7 p20p10及びカスパーゼ-7 p20 を形成する。 

 

プロドメイン 大サブユニットp17

Procaspase-3

小サブユニットp12

D28 D175

プロドメイン

Procaspase-7

D23 D178

リンカー

D193

大サブユニットp20 小サブユニットp10

D9

プロドメイン 大サブユニットp17

D28D9

caspase-3 p20

プロドメイン 大サブユニットp17

D28D9

caspase-3 p19

大サブユニットp17
caspase-3 p17

D178

リンカー

D193

大サブユニットp20 小サブユニットp10

caspase-7 p20p10

大サブユニットp20

caspase-7 p20

BA

プロドメイン

Procaspase-7

D23 D198

リンカー

D207

大サブユニットp20 小サブユニットp10

D198

リンカー

D207

大サブユニットp20 小サブユニットp10

caspase-7 p20p10

大サブユニットp20

caspase-7 p20

B



12 
 

1-4. 中薬 
 
古くから中国では、中薬は様々な種類のがんを含む病気の治療に適用されてきた。生薬を

組み合わせて作製した中薬では、主に中国で始まり、伝統的な中国医学の理論による病気の

予防、診断、治療及び身体機能の調節を持つ薬であり、数千年にわたって改良を行われて開

発された。アジア(特に中国)の人々の健康維持に重要な役割を果たしており、近年では欧米

諸国でも頻繁に使用されるようになっている (43)。 
「黄帝内経」は、おそらく戦国時代に中薬を記録した最初の本であり、すべての中医者が

読む本と見なされる。漢王朝には二冊の重要な本があり、植物、ミネラル及び動物の部分を

扱った最初の本である神農氏の「本草経」、及び伝染性の病気に対する治療法が中心となっ

ている張仲景の「傷寒論」である。晋時代では、皇甫謐によって編纂された「鍼灸甲乙経」

が具体的な鍼灸の臨床について記述されており、王叔和によって編纂された「脈経」が脈の

理論と方法の説明について記述されている。唐王朝において「新修本草」が正式に神農氏の

「本草経」に取って代わった。明王朝の 1578 年、李時珍の「本草綱目」は、中国の本草学

史上において、植物、ミネラル及び動物の部分を全部記載した薬学著作を完成させた。「太

平惠民和劑局方」は宋王朝の政府機関によって世界初の局方品の標準がまとめられた。また、

屠呦呦氏は多くの命を救った抗マラリア薬であるアルテミシニン（青蒿素）の発見者として

知られ、2015 年にノーベル生理学・医学賞を受賞した。このことから、伝統的な中薬には

疾患に対して非常に効果的であることが証明された(図 7)（43、44）。 
 

 
 

図 7. 中医の歴史と代表的な薬学書  
 
中医では、人体の健康は平衡状態になっていると考えられている。中医治療の最終目標で

は、複雑な人体システムの気（エネルギー）と陰陽（バランス）状態を回復することである 
(43)。この理念に基づいて、腫瘍の形成は体内のエネルギーまたは体内の気および血液の欠

乏（気血不足）に起因し、外的な悪の侵入、感情的な異常、過食などのいくつかの病原因子

と組み合わされ、気の停滞、うっ血（血瘀）、熱および湿気（熱湿）により引き起こされた

体内の毒性ブロッキング、間塊を形成する (45)。このような問題は、中医において四種類

の方法で対応する。ⅰ) 免疫機能の改善（扶正培本法）は免疫機能を調節し、抗がん機能、

マクロファージの食作用機能、リンパ球の活性化及び NK 細胞の機能が改善でき、例えば、
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人参、黄耆、党参、茯苓など（46、47）。ⅱ) 血液の強化（活血化瘀法）は腫瘍細胞の転移

を抑制し、血液レオロジーを改善し、血液粘度を低下させ、抗凝固作用を発揮し、血小板活

性を抑制し、線維素溶解を促進し、抗血栓症を引き起こし、例えば、当帰、郁金（48、49）。
ⅲ) 解熱解毒（清熱解毒法）は抗菌、抗がん、解熱、抗炎症効果があり、例えば、白花蛇舌

草、半枝蓮、冬凌草など（48）。ⅳ）以毒攻毒はがん細胞を直接抑制して死滅させ、またマ

クロファージを活性化し、例えば、ムカデ、サソリ、砒霜などである（50、51）。 
中医のがんの治療には独自の理論体系と用語があるが、自然科学の理論と異なっていて、

抗がん作用メカニズムと抗がん有効成分は不明ため、人々が理解し、治療薬として用いるこ

とが困難であった (52)。中薬は技術的進歩により、中薬から抽出された粗抽出物または有

効成分を用いて、in vivoまたは in vitro での抗がん研究を行い、抗がん作用メカニズムと

その有効成分が解明されてきた (53)。このことより、中薬は抗がん効果を持つことが科学

的な根拠として証明された。例として、オウレンは、キンポウゲ科オウレン属の多年草で、

根茎は中薬としても使われている。オウレンは神農氏の「本草経」に始めて記録された (54、 
55)。オウレンは，「性寒、味苦、入心、脾、胃、肝、胆、大腸経」の性質を持ち、「清熱燥

湿、泻火解毒、止瀉、消炎」の効果があり、胸苦しさ、不眠、口内炎、出血、下痢、赤痢、

眼病、胃病、急性結膜炎、急性細菌性赤痢、急性胃腸炎、黄疸、歯痛、のどの渇き、湿疹な

どの治療薬として用いられる (56)。近年の研究より、オウレンは抗菌、免疫増強、抗潰瘍、

血糖降下、解毒、抗腫瘍、およびその他の薬理効果を有することが報告されている（56, 57）。
また、オウレンの水抽出物はヒト表皮がん、ヒト胃がん、ヒト鼻咽頭がん及びヒト乳がんに

対して抗がん効果があると報告された (58-60)。オウレンでは berberine, palmatine, 
coptisine, jatrorrhizine, worenine, columbamine, cedarone, obakunone, obakulactone, 
magnoflorine 及び ferulic acid などの有効成分が検出されている。その中で、berberine は

オウレンの主要な抗がん成分であり、5.20〜7.69％の含有量で存在し、乳がん、肺がん、卵

巣がん、前立腺がん、肝がん、子宮頸がんなどのさまざまながんに対して抗がん効果がある

ことが明らかになった (61)。 
現在の研究より、中薬は、複数のシグナル伝達経路とがんに関連する分子に影響を与える

能力を持つことが明らかになっている  (図 8) (5)。これまでに抗がん作用があると報告さ

れている中薬はおよそ 300 種類以上存在する。その中には、大蒜、牡蠣、海藻、ショウガな

ど無毒な物やリーチ、サソリ、カンタリジン、砒素など有毒な物も含まれている（62）。ま
た、中薬から抽出された特定の成分はがん細胞に対して細胞周期停止及びアポトーシスを

誘導し、正常細胞に対する細胞毒性を持たないことが報告された(63)。以上、中薬はがん細

胞に対して新しい治療方法になる可能性が高いと考えられる。 
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図 8. 中薬の様々な機能  

中薬は免疫機能を強化し、薬剤耐性を打破し、アポトーシスを誘導し、活力を高め、分化を進める。ま

た、中薬はがん幹細胞の形成、血管の新生、リンパ血管の新生、増殖及び転移を抑制する 

 
1-5. Ranunculus ternatus 
 
本研究では中薬の原料として用いられるキンポウゲ科キンポウゲ属の多年草、

Ranunculus ternatus に着目した (64)。 
キンポウゲ科には、約 50属と 2,000 を超える種類があり、主に北半球の温帯と寒帯に分

布している。表 1 に示したように、キンポウゲ科の植物の特徴に対し、分類した (54、55)。
キンポウゲ科の植物には、さまざまな化学成分が含まれており、その多くは薬用植物である。

中国で 42属の約 720 種類のキンポウゲ科の中に、30属の約 220 種類が薬用として利用で

きる。例えば、有名なキンポウゲ科の中薬として、オウレン、トリカブト、ボタンピ、サラ

シナショウマなどがある。キンポウゲ科には他の科により、最も多い有毒植物を含有してい

る。例えば、トリカブト属、デルフィニウム属、イチリンソウ属、オウレン属、サラシナシ

ョウマ属、オキナグサ属、センニンソウ属、キンポウゲ属、クロタネソウ属、カラマツソウ

属などがある (54、55)。また、トリカブト、オダマキ、サラシナショウマ、オウレン、デ

ルフィニウム、オキナグサ、キンポウゲ、クロタネソウなど、土壌農薬としての使用もでき

る (65)。 
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キンポウゲ科の植物の特徴的な成分として、magnoflorine (C20H24NO4)や ranunculin 
(C11H16O8)、または両方が含まれている。magnoflorine は抗炎症作用を持っていて、

ranunculin は in vitro で抗がん作用を持っている (54、55、66、67)。現在の研究によ

り、図 9 を示したように、＊を付けた属は抗がん効果があると報告されている。これらの

キンポウゲ科の植物には、アルカロイド、テルペノイド、サポニン及び多糖類が含まれて

おり、in vitro および in vivo で抗がん活性を示している。例えば、Clematis の
saponins、Pulsatilla koreana の saponin D、raddeanin A、23-hydroxy-betulinic acid 
thymoquinone、berberine、lappaconitine などがある (67)。従って、キンポウゲ科の植

物は抗がん剤としての有用性が期待される。 
 

表 １. キンポウゲ科の分類 

 
 

キンポウゲ属は世界に約 600 種あり、キンポウゲ科中で最大の属である（54、55）。キン

ポウゲ属は花、茎、葉、果物が薬として使用されていて、多くの薬用植物があり、毒性も持

っている (67)。よく薬用として使用されている田芥子、小狐牡丹及び金鳳花には、マラリ

ア、喘息、慢性関節リウマチ、歯痛、黄疸、リンパ結核などに対して治療効果を示している。

Family Subfam Trib Genus Reference
Ranunculaceae Helleboroideae Cimicifugeae Actaea

Beesia
Cimicifuga* 54, 56
Souliea

Delphineae Aconitum* 54,56
Consolida
Delphinium

Helleboreae Eranthis
Helleborus
Nigella* 67

Trollieae Caltha
Calathodes
Trollius

Thalictroideae Isopyreae Aquilegia
Dichocarpum
Enemion
Isopyrum
Leptopyrum
Paraquilegia
Semiaquilegia
Urophysa

Coptideae Asteropyrum
Coptis* 61

Thalictreae Thalictrum* 54, 56
Ranunculoideae Anemoneae Anemoclema

Anemone* 60
Archiclematis
Circaeaster
Clematis* 54, 56
Hepatica

Metanemone
Naravelia
Pulsatilla* 54, 56
Kingdonia

Ranunculeae Adonis
Batrachium

Callianthemum
Ceratocephalus
Halerpestes
Oxygraphis
Ranunculus* 67

＊ Indicates anticancer
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一般的な治療方法として、新鮮な田芥子、小狐牡丹及び金鳳花をすり潰して、患部に塗り、

毒性があるため、あまり内服されない。キンポウゲ属の植物の特徴的な成分として、

magnoflorine は含まれていない。一方で、抗がん効果がある ranunculin の含量が最も多

い (54-56)。ranunculin はキンポウゲ属の植物の茎と葉に存在していて、刺激によって分

解され、グルコースと protoanemonin (C5H4O2)という有毒物質となる(67)。また、キンポ

ウゲ属の植物から、apigenin, scopolamine, artemisinin 及び luteolin などが同定され、が

ん細胞の増殖を抑えることが報告した。これらのことから、キンポウゲ属の植物は抗がん効

果があることが示された。 
Ranunculus ternatus は元々無名の野草であり、17 世紀から、民間療法としてリンパ結

核と流行性耳下腺炎を治療するために使用されてきた。1954 年に河南省信陽特殊病院の従

業員である周樹綿は、治療薬として用いるため、その用量などを定義した。1977 年に出版

された《中薬材ハンドブック》と《中華人民共和国薬局方》で初めて記録された。根の形と

スクロフラ（鼠疮）の治療に用いられることから、中国では「猫爪草」と呼ばれている (68)。
カエル（蛙）の傘に見立てていることから、日本で「ヒキノカサ」を呼ばれている。ヒキノ

カサは水辺など湿った所に生育しており、中国（河南省、浙江省、江蘇省、安徽省、湖北省、

湖南省、四川省、雲南省、貴州省、広西チワン族自治区と台湾）・日本（関東地方以西の本

州と四国、九州）に分布している（68-70） (図 9)。 
 

 
図 9. 中国のヒキノカサの分布 

ヒキノカサは主要に中国の河南省、浙江省、江蘇省、安徽省、湖北省、湖南省、四川省、雲南省、貴

州省、広西チワン族自治区と台湾に分布している （68-70）。 

 
 
図 10 を示したように、ヒキノカサの根は 3~5 mm の塊茎(地下茎が肥大し、養分を貯え、

塊状になるもの)があり、卵形または紡錘状である。 茎は 5~18 cm、微軟毛が少ないかまた

は無毛で、分岐している。基底葉は 5~10 cm であり、 葉柄は 2~6 cm あり、葉身は三つ複
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葉、五角形または輪郭が広く卵形、0.6~1.5 × 1.0~2.4 cm、薄い紙のような、背軸に微軟毛

がある (54、55)。  
ヒキノカサは「性温、味甘、辛，入肝、肺経」の性質を持ち、「清熱解毒、軟堅化痰、散

結消腫」の効果がある。頸部リンパ節結核、リンパ節炎、肺結核、マラリア、咽頭炎、癤（せ

つ）、スネークバイト (Snake bite)、歯痛及び様々な腫瘍の治療に使用されている (56、71)。
他のキンポウゲ属の植物の同じのように、癤に対し、新鮮なヒキノカサの茎と葉をすりつぶ

して患部に塗る。しかし、ヒキノカサは他のキンポウゲ属の植物より、卵形または紡錘状の

ような塊茎があるという特徴がある (54)。また、他のキンポウゲ属とは違い、薬用部分は

茎と葉だけではなく、根の塊茎も最も重要な薬用部分である (56)。本研究では、ヒキノカ

サ根の塊茎の部分だけを使用しているため、以降より、ヒキノカサ根の塊茎をヒキノカサと

省略する。ヒキノカサの使用方法として、頸部リンパ節結核に対し、ヒキノカサとウツボグ

サを黄酒と水で煮て、濾過して、摂取または頸部に塗る。または、ヒキノカサとウツボグサ

のチンキ剤 (生薬やハーブの成分をエタノール、または 30 %以上のエタノールに浸すこと

で作られる液状の製剤である)を作成し、濾過して、摂取または頸部に塗る。また、悪性リ

ンパ腫瘍、甲状腺腫瘍及び乳腫瘍に対し、各 30 g のヒキノカサ、スネークベリー、カキ及

びウツボグサを水で煮て得た抽出物は、治療効果を示すことが明らかになった (56)。 
古くから中国では、薬膳を食用するという文化があり、薬膳とは中医学理論に基づいて食

材と薬材を組み合わせた料理である。現在ヒキノカサは薬膳の材料として使用されていて、

「清熱解毒、軟堅化痰、散結消腫」の効果がある。近年臨床応用の拡大及び薬膳の普及に対

し、ヒキノカサの使用量は増加しており、ヒキノカサの人工栽培が広く行われている (71)。 
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図 10. ヒキノカサ (54) 

Flora Reipublicae Popularis Sinicae 28: 301, pl. 93. 1980.- Zhang Taili 
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図 11. ヒキノカサの根 

A: 紡錘形の根、猫の爪のような形、長さ 3〜10 mm、直径 2〜3 mm、黄褐色の茎と繊維状の根が残っ

ている。 表面は黄褐色で、長期間保存すると色が濃くなる。非常に硬く、切断面は白色または黄色で

あり、香りがなく、甘い味がある (69)。B：ヒキノカサの粉末。 

 
ヒキノカサの化学組成は非常に複雑であり、フラボノイド、サポニン、グリコシド、アル

カロイド、揮発油、有機酸、ステロール、エステル、アミノ酸、多量元素及び微量元素が含

まれていることが確認されている（72）。 
ヒキノカサの水抽出物からは、11-O-β-D-glucopyranosyl rutaecarpine (ternatoside C)、

11-O-α-L-rhamnosyl-(1→6)-β-D-glucopyranosyl (ternatoside D)を同定している(73)。石油

A

B
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エーテル抽出物から、ethyl palmitate、myristic acid、palmitic acid、β-sitosterol、
stigmasterol、campesterol を同定している  (73)。クロロホルム抽出物からは、1,2-
benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester、glycerol β-palmitate、glycerol β-steariate、 5-
hydroxymethyl furaldehyde、 5-hydroxymethyl foroic acid を同定している (74)。n-ブタ
ノール抽出物からは、4-oxo-5-(O-β-D-glucopyranosyl) pentanoate n-butyl、4-oxo-5-(O-β-
D-glucopyranosyl)valerate methyl、benzyl alcohol-O-β-D-glucopyranoside を同定してい

る (75) 。 酢 酸 エ チ ル 抽 出 物 か ら は 、 sternbin 、 methylparaben, 3-(4-(β-D-
glucopyranosyloxy)phenyl)-2-propenoic acid、 linocaffein、β-D-glucose、robustaflavone-
4'-methylether 、 kayaflavone 、  podocarpusflavone A 、 bilobetin 、 isoginkgetin 、

amentoflavone、4-carbonyl-(O-β-D-glucopyranosyl)petanoate 1-O-buty、(R)-3-[3-hydroxy-
4-(-O-β-D-glucopyranosyl)phenyl] 2-hydroxypropanoate butyl、4-O-D-glucopyranosyl-p-
coumaric acid を同定している（75-77）。 

Zhang は揮発性油成分に対して GC-MS 分析を行い、37 種類の成分を同定している。エ

ステルとして、diisobutyl succinate、di(sec-butyl) 2-methylsuccinate、（Z)-7-hexadecenal、 
methyl stearate などを同定している。酸として，hexanoic acid、hexadecanoic acid、
palmitic acid などを同定している。アルカンとして、hexadecane、heptadecane、
nonadecane、heneicosane、tetracosne、tetracontane などを同定している。芳香族として、

p-xylene、naphthalene などを同定した。アルデヒドとして、benzaldehyde などを同定し

た。また、glycerin、benzothiazole などを同定している(78)。 
Xiongは脂肪酸として、(R)-3-hydroxy- 11-methoxy-11-oxoundecanoic acid、palmitic acid、

linoleic acid、oleic acid、ethyl palmitate、adipic acid、stearic acid を同定している (79、
80)。また、Zhouもヒキノカサのエタノール抽出物から palmitic acidを同定している (81)。 
ヒキノカサの薬理学的活性は、免疫調節機能、抗酸性作用、抗菌作用、がんの転移抑制作

用、抗腫瘍作用があり、また人体に対して毒性と副作用がないとされる (70)。 
ヒキノカサに含まれる多糖類とサポニンには免疫調節効果がある。ヒキノカサ根の塊茎

の多糖類とサポニンが実験動物の免疫機能に及ぼす影響により、マクロファージの食作用

能が大幅に増加した (82)。 また、Hu はシクロホスファミドによって誘導される免疫抑制

により、多糖類がマウスの免疫機能を改善できることを確認している (83)。サポニンと多

糖類が正常なマウスの免疫機能を改善し、NK 細胞の活性を増加し、サポニンは多糖類より

も大きな効果があることを示した (84)。また、Han はヒキノカサの多糖類は抗肝損傷効果

を有し、そのメカニズムは抗酸化に関連している可能性が示された (85)。 
ヒキノカサの石油エーテル抽出物は、多剤耐性結核株の細胞外及び細胞内の増殖を著し

く阻害し、感染したマクロファージ細胞の TNF-αの発現レベルを増加させることができる 
(86)。 
ヒキノカサは、中枢神経系、心臓、呼吸器系、腸壁の機能を調整することで、血圧を下げ

ることができるが、血管に明らかな拡張効果がないことから、体力の改善及び疾患の抵抗力



21 
 

を高めると推測された (87)。 
ヒキノカサに含まれる多糖類とサポニンはマウス肉腫瘍 S-180 細胞、エールリッヒ腹水

腫瘍 EAC 細胞、ヒト乳がん細胞株 MCF-7 及びヒト胃がん BGC-823 細胞に対して、細胞

の増殖を阻害した (83、88、89)。また、ヒキノカサ根の塊茎に含まれるサポニンは、ヒト

非小細胞肺がん A549 細胞、NCI-H460 細胞、ヒト大腸がん LoVo 細胞及びヒト乳がん MCF-
7 細胞の増殖を抑制し、アポトーシスと細胞周期の G0 / G1 期停止を誘導することを示した 
(90-93)。また、ヒキノカサ根の塊茎の 70％エタノール抽出物は、TNF を誘発する可能性

があることを示唆した（81）。Wang は水抽出物、石油エーテル抽出物、クロロホルム抽出

物、酢酸エチル抽出物及び N-ブタノール抽出物において肝がん H22 を移転したマウスに対

して、抗腫瘍作用を評価した。この研究から、石油エーテル抽出物には抗腫瘍効果がないこ

とが明らかになった。これに対して、クロロホルム抽出物及び酢酸エチル抽出物は、腫瘍の

体積を減らすことから、明らかな抗腫瘍効果があることが明らかになった。水抽出物の抗腫

瘍効果及び n-ブタノール抽出物にも抗腫瘍効果はあるが、酢酸エチル抽出物及びクロロホ

ルム抽出物より効果が弱く、水抽出物、クロロホルム抽出物及び酢酸エチル抽出物はマウス

の体重を増加し、正常細胞に対する細胞毒性がないことが明らかになった。石油エーテル抽

出物及び n-ブタノール抽出物はマウスの体重を少し減少され、正常細胞に対する細胞毒性

が若干、確認された (94)。 
Nie は、水抽出物の毒性と副作用を評価した。急性毒性試験によってヒキノカサ根の塊茎

の水抽出物の最大耐量（MTD）が> 20.0 g / kg 〇body weight である。Ames試験として遺

伝子変異誘発能の検証、マウス赤血球小核の形成能、及びマウス精子異常の変化の結果は水

抽出物において陰性が確認された。 90 d の水抽出物の摂食実験では、マウスの体重が増加

し、食物利用率および白血球の総数、赤血球の総数及び血色素指標値に異常なく、生化学的

指標値は正常範囲内であり、主要臓器組織に有意な病理学的変化は観察されなかった。従っ

て、水抽出物には明らかな毒性と副作用はないことが示された (95)。 
臨床的使用と薬理学的分析から、ranunculin が存在しないヒキノカサにも抗腫瘍効果が

あることが明らかになった。また、ヒキノカサのクロロホルム抽出物と酢酸エチル抽出物は

水抽出物より、抗腫瘍性が強く、細胞毒性がないことから、化学療法剤に代わり、正常細胞

の傷害を引き起こさず、がんに対して効果的に治療でき、新しい治療方法になる可能性が高

い。しかしながら、ヒキノカサのクロロホルム抽出物と酢酸エチル抽出物の有効成分が不明

であり、アポトーシスの関係性と誘導メカニズムも未だ解明されていない。そして、現在、

ヒキノカサ以外の中薬の酢酸エチル抽出物には、豊富な抗がん作用を持つ物質が含まれて

いることが報告される。 
以上のことから、本研究はヒキノカサの酢酸エチル抽出物により、アポトーシスを研究す

るためのモデルとして広く使用されているヒト急性Ｔ細胞白血病細胞株 Jurkatに対するア

ポトーシスへの関与及び誘導メカニズムを解明することにより、ヒキノカサの酢酸エチル

抽出物は抗がん効果があるかどうかを検討した (96、97)。 
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第 2 章 カスパーゼ-7 に依存的な RTE 誘導アポトーシス細胞死 

 
2-1. 背景 
 

伝統的な中薬から抽出された特定の成分は、細胞周期を停止させ、がん細胞のアポトーシ

スを誘導することにより、悪性腫瘍の増殖を抑制することが報告されている（98）。 
細胞周期停止は、複製と分裂のプロセスを停止させ、 細胞 DNA の損傷が修復不可能な

場合、アポトーシスが発生する（11）。アポトーシスが誘導されると、ホスファチジルセリ

ン（PS）の露出、細胞質の収縮、クロマチン凝縮、DNA 断片化、原形質膜の完全性に影響

を与えないアポトーシス小体の形成などの識別可能な形態学的特徴がみられる（16）。また、

アポトーシスの誘導に関わるシステインプロテアーゼのファミリーであるカスパーゼが開

裂して活性化することにより、PS の露出と DNA の断片化など一連の過程に関与する（99、
100）。 
ヒキノカサは、第 1 章で説明したように、多くの抗がん効果を備えているため、伝統的な

中薬の抗がん剤として広く使用されている。ヒキノカサの酢酸エチル抽出物 (RTE)は、マ

ウスの肝臓がんの体積を減らすことが明らかになっているが、RTE が誘導するアポトーシ

スの分子機構やどのような構造的特徴がアポトーシスに関与しているのかは明らかになっ

ていない。そこで、ヒト T 細胞リンパ腫細胞株 Jurkat をがんモデルとして使用することに

より、RTE 誘導アポトーシスの潜在的なメカニズムを検討した。 
また、中薬から抽出した特定の成分はカスパーゼ開裂を介してアポトーシスを誘導する

ことも報告された (101)。汎カスパーゼ阻害剤は、細胞透過性の広域スペクトルカスパーゼ

阻害剤であり、多くのカスパーゼの開裂を有意的に阻害できる (37、102)。そこで、汎カス

パーゼ阻害剤を用い、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死におけるカスパーゼへの関与

を検討した。 
ヒト乳がんMCF-7細胞はカスパーゼ-3が欠損していることが明らかになっている (103)。

そこで、MCF-7 細胞を用い、RTE はカスパーゼ-3 開裂がなくでも、カスパーゼ-7 開裂の

みを介してアポトーシス様細胞死を誘導するかどうかを検討した。 
 
2-2. 実験方法 
 
2-2-1 細胞培養 
 
 ヒト急性白血病Ｔ細胞株 Jurkat は、国立成育医療センター研究所の宮下俊之先生より供

与された。Jurkat 細胞の培養には RPMI1640 培地[10.4 g/L RPMI1640 (Sigma-Aldrich, 
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St. Louis, USA)、5 mM HCl (Wako, Osaka, Japan)、3.5 µl/L 2-メルカプトエタノール

(Wako)、75 mg/L カナマイシン硫酸塩(Wako)、2 g/L NaHCO3(Wako)]を用い非働化済みの

ウシ胎児血清（FBS; Biofill, Victoria, Australia) が 10 %になるように添加し、0.22 µm フ

ィルターを通して滅菌したものを用いた。 また培養条件は、インキュベーター内で CO2 濃
度 5%、37°C で培養を行った。 
  ヒト乳がん MCF-7 細胞は東北大学生物医学研究センターから供与された。MCF-7 細胞

の培養には 10 g/L DMEM 培地(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium low glucose)(Sigma)、
5 mM HCl(Wako)、3.5 µM 2-メルカプトエタノール(Wako)、100mg/L ストレプトマイシ

ン(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)、100U/mL ペニシリン(Thermo Fisher 
Scientific)、2 g/L NaHCO3（Wako）を用い非働化済みの FBS を 10%になるように添加し、

0.22 µm フィルターを通して滅菌したものを用いた。また培養条件は、インキュベーター内

で CO2濃度 5%、37 ℃で培養を行った。 
 
2-2-2. Jurkat 細胞に対する薬剤の作用方法 
 
直径 100 mm 細胞培養ディッシュ(Corning, Durham, USA)を用い、RPMI1640 培地 

10 mL 中に 2×106 cells となるように播種し、汎カスパーゼ阻害剤 benzyloxycarbonyl-
Asp-2,6- dichlorobezoyloxymethylketone (Z-Asp-CH2-DCB) (Peptide Institute, Osaka, 
Japan)を 50 µM で 1 h 作用させた後、RTE を 0.2 mg/mL になるように作用させた。汎

カスパーゼ阻害剤及び RTE の作用は CO2 濃度 5 % のインキュベーター内で 37°C で作

用させた。 
 
2-2-3. ヒキノカサの有機層画分回収プロトコル 
 
粉末ヒキノカサ(根)50 g に 95% エタノール(Wako) 70 mL を加えて 3 h、100 ℃で還留抽

出した。エタノール溶液を回収し、ロータリーエバポレーター（東京理化器械株式会社、東

京、日本）によって、エタノールを除去した。Milli Q 40 mL に分散した後、80 mL酢酸エ

チル(Wako)と 50 mg塩化ナトリウム (Wako)を添加し、有機層を回収した。有機層は硫酸

マグネシウム(Wako)によって脱水し、遠心エバポレーター（Thermo Fisher Scientific）に

よって濃縮乾固した後、DMSO (Wako)に溶解し、100 mg/mL のヒキノカサの酢酸エチル

抽出物(RTE)を得た (94)。 
 
2-2-4. MTT assay 
 

2×105 cells/mL に調製した Jurkat 細胞は 96 穴プレート(BD falcon, Franklin Lakes, 
USA)に 0.1 mL/well 分注した。また、1×105 cells/mL に調製した MCF-7 細胞は 96穴プ
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レート(BD falcon)に 0.1 mL/well 分注し、一晩、37 ℃、5% CO2インキュベーター内で培

養し接着させた。さらに 37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で RTE を 24 h 作用させた。

作用終了の 1 h 前に 5 mg/mL の 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltet-razolium 
bromide 溶液（MTT）試薬（Wako）を各ウェルに 10 µL ずつ添加した。最後に、上清を

除去し、100 µL の DMSO を加えて生細胞の作用により生成した MTTホルマザンを溶解し

た。マイクロプレートリーダー(Awareness Technology, Palm City, USA)を用いて 570 nm
の吸光度を測定した。 
 
2-2-5. フローサイトメーター 
 
 細胞周期を測定する際は、2×106 cellsを10 mLに調製したJurkat細胞にRTEを37 ℃、

5 % CO2インキュベーターで 24 h 作用させた後、リン酸生理緩衝液(PBS)によって、5 min、
4 ℃、1200 rpm で 2 回遠心洗浄を行い上清を除去した。さらに 0.5 mL の 0.1% Triton-X 
100 (Wako)を含んだ PBS で懸濁した後、12.5 µL の 1 mg/mL ヨウ化プロピジウム(PI) 
(Wako)と 5 µL の 5 mg/mL RNase A (Wako)を加えて懸濁し、20 min室温暗所で静置し

た。その後、ナイロンメッシュ（Sigma）に通してフローサイトメーター（FACSCalibur, 
Becton Dickinson, Mountain View, CA）で PI の蛍光強度の測定をした。Cell Questソフ

トウェア（Becton Dickinson）を用い、結果を分析した。 
PS の露出を測定する際は、2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞に RTE を

37 ℃、5 % CO2インキュベーターで 24 h 作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、1200 
rpm で遠心洗浄を行い上清を除去した。さらに 197.5 µL の binding buffer（10 mM HEPES
（Dojindo, Tokyo, Japan）、 140 mM NaCl（Wako）、 2.5 mM CaCl2（Wako）、pH 7.4）
に懸濁した後、 2.5 µL の fluorescein isothiocyanate (FITC)-annexin V （ Alexis 
Biochemicals, San Diego, USA）を加えて懸濁し、10 min 室温暗所で静置した。300 µL 
binding buffer で遠心洗浄し、1 µL の 1 mg/mL PI を加え懸濁した後、ナイロンメッシュ

に通してフローサイトメーターで FITC の蛍光と PI の蛍光強度を測定した。Cell Questソ
フトウェアを用い、結果を分析した。 

DNA 断片化を測定する際は、Terminal deoxynucleotidyl transferase を介した dUTP ニ

ックエンドラベリング（TUNEL）アッセイを行い、MEBSTAIN Apoptosis TUNEL kit 
Direct（Medical＆Biological Laboratories, Nagoya, Japan）を使用した。2×106 cells を

10 mL に調製した Jurkat 細胞に RTE 0.2 mg/mL 24 hまたは positive control としてスタ

ウロスポリン 1 µM 4 h を 37 ℃、5 % CO2インキュベーターで作用させた後、0.2 %ウシ血

清アルブミン（BSA）を含む PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で遠心洗浄を行い上

清を除去した。4 %パラホルムアルデヒド（0.1 M NaH2PO4、pH 7.4）で 4°C で 30 min固
定した。 さらに 0.2 mL の 70 %エタノールを細胞ペレットに加え、-20℃で 30 min透過性

亢進処理した。細胞を 0.2 %BSA を含む PBS で洗浄した後、30µL の terminal 
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deoxynucleotidyl-transferase (TdT)溶液（TdT buffer II、FITC-dUTP、TdT を 18:1:1 の

割合で混合した）を加え、37 ℃で 1 h インキュベートした。 その後、細胞を 0.2％BSA を

含む PBS で洗浄し、フローサイトメトリーで分析した。Cell Quest ソフトウェアを用い、

結果を分析した。 
 
2-2-6. アガロースゲル電気泳動 
 

2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞に RTE を 24 hまたは positive control と
してスタウロスポリン 1 µM、 6 h を 37 ℃、5 % CO2インキュベーターで作用させた後、

PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で遠心洗浄を行い上清を除去した。さらに 500 µL
の Buffer A [10 mM Tris（Wako）、3 mM MgCl2 (Wako)、2 mM 2-メルカプトエタノール

(Wako)、pH 7.8]で遠心洗浄し、1 mg/mL Proteinase K in Lysis buffer [50 mM Tris、10 
mM EDTA・2Na、0.5 % sodium lauryl sarcocinate、pH 7.8]で懸濁した。30 min、50 ℃
でインキュベートし、5 mg/mL RNase A を添加して懸濁後、さらに 15 min、50 ℃でイン

キュベートした。さらに 30 µL の Application buffer [1× TBE buffer (10.8 g Tris、0.744 
g EDTA・2Na、5.5 g Boric acid（Wako）in dH2O)、0.025 % bromophenol blue（Wako）、
20 % glycerol（Wako）]を加え、Running buffer (0.5 µg/ml ethidium bromide-TBE（Wako）
に浸した 1.8 % アガロースゲルで電気泳動した。ゲルは、イメージアナライザー(GE 
Healthcare, Chicago, IL)を用い、紫外線下で臭化エチジウム染色を使用して視覚化した。 

 
2-2-7. 蛍光顕微鏡観察 
 
 Jurkat 細胞(2×105 cells/mL)を 96穴プレート(BD falcon, Franklin Lakes,  NJ)に 0.1 
mLずつ分注後、RTE を添加し、37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で 24 h 作用させた。

PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で遠心洗浄を行い上清を除去した。1 mg/mL PI お
よび 200µg/ mL Hoechst 33342（ImmunoChemistry Technologies, Bloomington, MN）を

含む PBS に 37℃で 10 min懸濁した。EVOS®FL Cell Imaging System（Thermo Fisher 
Scientific）を用い、400×で Hoechst 33342 の 461 nm の発光と PI の 620 nm 発光で蛍光

を観察した。 
 
2-2-8. Western Blot 法 
 

2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞は 10 mL を準備した。また、1×106 cells
を 10 mL に調製した MCF-7 細胞は 10 mL を準備し、一晩、37 ℃、5% CO2インキュベー

ター内で培養し接着させた。RTE 作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm
で遠心洗浄を行い上清を除去した。Lysis buffer (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10% 
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glycerol, 1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA（Dojindo）, 1% protease inhibitor 
cocktail（Sigma）、pH7.5) を加えて、20min氷冷した。氷冷後、4 ℃, 13000 rpm で 15 min
遠心し、上清を回収した。ビシンコニン酸（BCA） Protein Assay (Thermo Fisher Scientific)
にてタンパク量を 2.0 mg/ml に調製した 20 µL の Cell Lysate と 20 µL の Sample 
Application buffer [10 % SDS（Wako）, 125 mM Tris , 20 % glycerol, bromo phenol blue, 
5 % 2-mercaptoethanol, pH 6.8]を混合したサンプルを 100 ℃で 3 min インキュベートし

た。また分子量確認のために 20 µL Molecular Protein Standards (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA), 20 µL Lysis buffer, 40 µL Sample Application buffer を混合した分子量マ

ーカーを 100 ℃で 3 min 加熱処理した。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリル

アミド電気泳動法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離用ゲル

として 15 %アクリルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4 %を用いた。ゲルを泳動槽に固定

し、Electrode buffer [25 mM Tris, 186 mM Glycine, 3 mM SDS]を注いだ。ゲルのウェル

に各サンプルを 20 µLずつ入れ、50 V で 30 min、 その後 100 V で 90 min 泳動を行った。

泳動終了後、ゲルを取り出し、Blotting buffer [48 mM Tris, 39 mM Glycine, 1.3 mM SDS, 
20 % メタノール（Wako）]に浸した。また、親水処理はポリフッ化ビニリデン（PVDF）
メンブレン(Bio-Rad)をメタノールに 0.5 min、Milli Q水に 3 min、Blotting buffer に 3 min
の順に浸し、またろ紙 (Macherey-Nagel, Düren, Germany)を Blotting buffer に浸した。

転写装置(Bio Craft, Tokyo, Japan)にろ紙 2枚、ゲル、PVDF メンブレン、ろ紙 2枚の順に

積み重ね、30 min転写を行った。転写終了後、PVDF メンブレンをスキムミルク原液[3 % 
スキムミルク粉末(Yukijirushi, Tokyo, Japan), 0.1 % NaN3 (Wako)]に浸し、室温で 1 hブ
ロッキング操作を行った。その後、スキムミルク希釈液[1/10 スキムミルク原液, 0.1 % 
Tween-20 （Wako）, 0.1 % NaN3)に移し代え、PVDF メンブレンをビニール袋に移し、室

温で 30 minブロッキング操作を 2 回行った。PVDF メンブレンをビニール袋に移し、一次

抗体液を入れ、4 ℃で一晩抗体反応させた。使用した一次抗体は、カスパーゼ-3 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, USA)、-7 (Cell Signaling Technology, Danvers, USA)、-8 (Cell 
Signaling Technology) 、 -9 (Santa Cruz Biotechnology) 、 PARP-1 (Santa Cruz 
Biotechnology)、及び β-actin (Cell Signaling Technology) (すべての抗体は Tween-20-PBS
で 1：1000 に希釈された)。 反応後、一次抗体液を回収し、PVDF メンブレンを 0.1 % 
Tween-20-PBS で 5 min、3 回洗浄した。二次抗体HRP-labeled anti-rabbit IgG secondary 
antibody または HRP-labeled anti-mouse IgG secondary antibody (Cell Signaling 
Technology)を Tween-20-PBS で 1:2000 の割合で希釈し抗体反応させ、PBS で 5 回洗浄し

た。洗浄終了後、Pierce ECL Western Blotting Substrate（Thermo Fisher Scientific）を

1 min 作用させ、Image Quant LAS 4000(GE Healthcare Life Sciences)によってタンパク

質を検出した。 
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2-2-9. 統計解析 
  

GraphPad Prism7 (GraphPad, San Diego, CA)を用いて、Kolmgorov-SmirnnoV 法によ

りデータの正規分布を確認した。有意差検定には Student's t-test を用いて行い、検定の結

果が p<0.05 であるとき、統計的に有意であるとみなした。 
 

2-3. 結果 
 
2-3-1. MTT assay による RTE の細胞傷害検出 
 

RTE はどの程度細胞傷害性を有しているのかを MTT assay を用いて Jurkat 細胞の生存

率より検討した。MTT 法とは、MTT（黄色）をホルマザン色素（紫色）へ還元する生細胞

中のミトコンドリアのコハク酸デヒドロゲナーゼ活性を測定する比色定量法であり、生細

胞の生存率や毒物の細胞毒性を評価することにも用いられる(104)。結果、RTE は Jurkat
細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした (図 12）。また、IC50 (half maximal 
50 % inhibitory concentration)は細胞生存率が 50%の時の薬剤濃度であり、一般的に使用

される薬物感受性統計としてよく使用されている(105)。RTE の IC50値は 0.20 mg/mL で

あることが明らかになった。この結果から、RTE が Jurkat 細胞に対し、細胞傷害性を示す

ことが明らかになった。 
 

 
 

図 12. RTE は Jurkat細胞に対して細胞傷害性を示す 

Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸光度の

パーセンテージとして表示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。*p<0.05, 

***p<0.005 vs untreated cells. 
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2-3-2. フローサイトメトリーによる Sub-G1 期細胞の検出 
 

PI は生細胞の細胞膜を透過せず、細胞膜の完全性を失った細胞に入り、DNA にインター

カレートすることより、細胞 DNA の含有量をフローサイトメトリーによって測定できるこ

とが明らかになっている(106、017)。 
アポトーシスの特徴として DNA の断片化を引き起こすことにより、G1 期で観察される

DNA 含有量よりも低い DNA 含有量の細胞は、“Sub-G1 期”細胞と呼ばれ、Darzynkiewicz 
et al.と Newbold et al.は Sub-G1 期としてアポトーシス細胞数を推定できる可能性がある

と報告している(107、108)。 
RTE は Jurkat 細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした結果から、RTE によ

り細胞周期停止が起きた可能性がある。これを確認するために PI染色を用いて細胞周期の

解析を行った。RTE により、Sub-G1 細胞が 2.76％から 50.0％に増加した(図 13 A)。この

ことより RTE による Sub G1 期の蓄積はアポトーシスが生じていたことが示唆された。ま

た、G1、S、G2 期の細胞を分析した結果、RTE により、G1 期細胞が 47.1％から 28.4％に、

S 期細胞が 15.8％から 6.39％に、G2 期細胞が 29.2％から 12.1％に減少することが明らか

になった(図 13 B）。よって本実験から、RTE が細胞内で DNA 断片化を誘導する可能性が

あるが、細胞周期停止は誘導しないことが示唆された。 

 
 

図 13. RTE は Sub-G1 期細胞の増加を誘導したが、細胞周期停止は起こらなかった 

A：Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させた。その後、P I で DNA を染色しフローサイトメトリーによって各細

胞周期細胞を検出した。3 つの独立した測定値のいずれかの代表的なヒストグラムを示した。 B：各周

期における細胞の割合は、チャートグラフで示された。 データは、3 回の独立した実験の結果の平均値

±SD を示す。**p<0.01, ***p<0.005 vs. untreated cells. 
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2-3-3. フローサイトメトリーによる PS の検出 
 
 2-3-2 の結果より、RTE による Sub G1 期の増加が生じていたことは、DNA 断片化を引

き起こした可能性がある。そこで、RTE 誘導細胞死におけるアポトーシスの関与を検討し

た。 
健康な細胞の表面は、細胞膜の内側と外側のリーフレットに非対称に分布している脂質

で構成されている。しかし、アポトーシスが誘導されると脂質の非対称性が失われ、細胞膜

の構成成分であるリン脂質の一種、PS が細胞膜の内側から外側に露出することが明らかと

なっている (99)。蛍光標識されたカルシウム結合タンパク質である annexin-V はアポトー

シス細胞の外側に露出している PS を検出できるが、ネクローシス細胞も染色できる。PI は
ネクローシス細胞を染色できるが、アポトーシス細胞から除外されるため、annexin-V と
PI の二重染色をすることで、アポトーシス細胞とネクローシス細胞を区別することができ

る (図 14 A)。annexin-V と PI の二重染色により、フローサイトメトリーを用い、アポト

ーシス細胞およびネクローシス細胞の検出、定量することが可能である (図 14 B) (109)。 
Jurkat 細胞に、RTE を 24 h 作用させた。作用終了後、FITC-annexin-V 及び PI 染色

し、フローサイトメーターで FITC と PI の蛍光変化を測定した。結果として、RTE により

前期アポトーシス細胞の割合は 2.38%、2.00%、3.85% 及び 11.3%になった。後期アポトー

シス/ネクローシス細胞の割合は 2.68%、4.45%、8.61% 及び 19.1%になった。よって 24 h
作用させた RTE は PS の露出を濃度依存的に増加したことが示唆された (図 15 A)。 

さらに、RTE は後期アポトーシス/ネクローシス細胞の割合の有意的な増加を誘導したた

め、より短い作用時間で 0.2 mg/mL RTE の効果を検討した。結果として、RTE により前

期アポトーシス細胞の割合は 2.05 %、2.05%、6.79%、14.0%及び 9.50%になった。後期ア

ポトーシス/ネクローシス細胞の割合は 1.54%、2.40%、2.78%、4.09%及び 3.65%になった。

よって 0.2 mg/mL 作用させた RTE は PS の露出を時間依存的に増加させることが示唆さ

れた（図 15 B）。 
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図 14. annexin-V と PI の二重染色による細胞死の測定 

A：annexin-V と PI の二重染色プロセスである。 B：FACS Calibur を用いた解析では、annexin V と PI

のいずれにも染まらない生細胞は左下に表示される。annexin V のみに染まる前期アポトーシス細胞は

右下に表示される。annexin V および PI の両方に染まる後期アポトーシス細胞/ネクローシス細胞は右

上に表示される。 
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図 15. RTE は PS の露出を増加させた 

A：Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させた。その後、細胞を annexin-V と PI で染色し、フローサイトメトリ

ーによって分析した。3 つの独立した測定値のいずれかの代表的なドットプロットを表示した。白い棒グラ

フは、早期アポトーシス細胞の割合（annexin-V + / PI-）を表し、負方向のエラーバーのみを表した。黒

い棒グラフは、検出された後期アポトーシス細胞（annexin-V + / PI +）の割合を表し、正方向のエラー

バーのみを表した。 データは、3 回の独立した実験の結果の平均値±SD である。*p<0.05 vs 

untreated cells.  B：Jurkat細胞に RTE を 0.2 mg/mL 作用させた。その後、細胞を annexin-V と PI

で染色し、フローサイトメトリーによって分析した。3 つの独立した測定値のいずれかの代表的なドットプロ

ットを表示した。白い棒グラフは、早期アポトーシス細胞の割合（annexin-V + / PI-）を表し、負方向の

エラーバーのみを表した。黒い棒グラフは、検出された後期アポトーシス細胞（annexin-V + / PI +）の割

合を表し、正方向のエラーバーのみを表した。データは、3 回の独立した実験の結果の平均値±SD で

ある。*p<0.05, **p<0.01 vs. untreated cells. 
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2-3-4. 蛍光顕微鏡による細胞形態変化の観察 
 

アポトーシスの形態的特徴には、細胞膜の変性、細胞質の収縮、クロマチン凝縮、クロマ

チン断片化、複数の分離体の断片化、及びアポトーシス小体の形成が含まれる。RTE によ

り PS の露出を増加したことから、さらに細胞の形態を検討した。蛍光染色として、特に

DNA との特異的結合により、核の状態の確認に使用される Hoechst 33342（細胞膜透過性

青色色素）および PI（細胞膜非透過性赤色色素）で染色し、蛍光顕微鏡を用い、細胞核の

状態を観察した(110)。 RTE を 24 h 作用させたところ、蛍光顕微鏡検査により、細胞核全

体が青色に染色され、小さな青色蛍光を持っているバブルが観察されたことから、クロマチ

ン凝縮が発生したことが示唆された。 RTE を 0.2 mg/mL 作用させたところ、PI によって

核が赤く染色され、細胞の腫脹が発生した (図 16)。これは、膜の完全性が失われ、ネクロ

ーシス細胞死も発生したことを示唆している。 
 

 
 

図 16. RTE による細胞形態の変化 

Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させた。その後、PI と Hoechst 33342 で染色し、蛍光顕微鏡により核

の状態を観察した。矢印は、膜崩壊した PI 染色細胞を示している。 3つの独立した実験のいずれかの

代表的な図を示した。 
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2-3-5. DNA ladder 法による DNA 断片化の検出 
 

DNA 断片化はアポトーシスの重要な特徴の一つである。DNA ladder 法は、アポトーシ

ス中に発生するヌクレオソーム単位での DNA 断片化の「DNA ladder」パターンの存在を

使用している(111)。結果として、スタウロスポリンにより DNA のラダー状の断片化と比

べ、RTE による DNA のラダー状の断片化が起こらなかった (図 17)。 
 

 
 

図 17. RTE はラダー状の DNA 断片化を誘導しない 

Jurkat細胞に RTE 24 h またはスタウロスポリンを作用させた後、DNA を回収し、アガロースゲルで電気泳

動した。ゲルは、紫外線下で臭化エチジウム染色を使用して視覚化された。3 つの独立した実験のいず

れかの代表的な図を示した。 

 
 
2-3-6. TUNEL 法による DNA 断片化の検出 
 

TUNEL 法とは、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ（TdT）により、

切断されたDNA鎖の3'-OH末端にデオキシヌクレオチドアナログ（dUTP）を結合させて、

切断された DNA鎖を検出する方法である。TUNEL 法は最も感度が高く、切断された DNA
鎖を直接検出できる (112)。従って、TUNEL 法を実行して、RTE が DNA 断片化を誘導す

るかどうかを確認した。RTE により、dUTP陽性細胞がわずかに増加したことを示した (図 
18)。 

 

RTE (mg/mL)
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Staurosporine
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図 18. RTE は DNA 断片化をわずかに誘導する 

Jurkat細胞に 0.2 mg/mL RTE 24 h または 1µM スタウロスポリンで 4 h を作用させた後、DNA の断片

化は、TUNEL アッセイを用いてフローサイトメトリーによって分析した。 3 つの独立した測定値のいずれか

の代表的なヒストグラムを示した。 

 
2-3-7. Western Blot 法によるカスパーゼ及び PARP-1 開裂の検出 
 
エフェクターカスパーゼの開裂もアポトーシスの重要な特徴の一つである。Western 

Blot を用い、エフェクターカスパーゼの開裂および核の修復酵素である PARP-1 の開裂を

確認した（113）。図 19 より、RTE を 24 h 作用させた後、Jurkat 細胞に対し、カスパーゼ

-7開裂とPARP-1開裂が観察されたが、カスパーゼ-3の開裂は観察されなかったことから、

RTE がカスパーゼ-7 を介したアポトーシスを誘導することが推察された。 
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図 19. RTE によるカスパーゼ-7 及び PARP-1 の開裂 

Jurkat 細胞に RTE を 24 h 作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western 

Blot によってカスパーゼ-3、-7、及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3 つの独立した実験のいずれか

の代表的な図を示した。 

 

2-3-8. Western Blot 法によるカスパーゼ-3、-7 及び PARP-1 開裂の時間依存変化検出 
 

RTE はカスパーゼ-3、-7 をまず誘導するのかを検討するため、0.2 mg/mL RTE を用い、

0-12 h で Western blot を行った。 結果として、0.2 mg / mL RTE を 0-12 h 作用させると、

カスパーゼ-7 及び PARP-1 の開裂が 4 h から開裂し、カスパーゼ-3 の開裂が観察されなか

った (図 20)。これらの結果は、RTE はカスパーゼ-7 の開裂を介してアポトーシス様細胞

死を誘導することが推察された。 
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図 20. RTE によるカスパーゼ-7 の及び PARP-1 の開裂 

Jurkat細胞に RTE を 0-12 h作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western 

Blot によってカスパーゼ-3、-7、及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3 つの独立した実験のいずれか

の代表的な図を示した。 

 
2-3-9. Z-Asp-CH2-DCB は RTE によるカスパーゼ開裂を抑制した 
 

アポトーシスのシグナル伝達経路には外因性経路と内因性経路がある。外因性経路では、

イニシエーターカスパーゼカスパーゼ -8 が開裂することで、エフェクターカスパーゼカス

パーゼであるカスパーゼ -3 及び-7 が切断され活性化する。また、内因性経路では、イニシ

エーターカスパーゼカスパーゼ -9 が開裂することで、エフェクターカスパーゼカスパーゼ

であるカスパーゼ -3 及び-7 が切断され開裂する（18）。 
図 20 の結果から、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死にカスパーゼが関与している

ことを示したことから、汎カスパーゼ阻害剤 Z-Asp-CH2-DCB を用い、RTE が誘導するカ

スパーゼ開裂の変化を検討した。RTE を 24 h 作用させると、カスパーゼ-7 p20p10、カス

パーゼ-8 p41、カスパーゼ-9 p35 の開裂は Z-Asp-CH2-DCB によって有意に抑制され、

PARP-1 の切断は部分的に抑制された（図 21）。 
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図 21. Z-Asp-CH2-DCBは RTE によるカスパーゼの開裂を抑制した 

Jurkat細胞に 50 µM Z-Asp-CH2-DCB を 1 h作用させた後、0.2 mg/mL RTE を 24 h作用させた。

その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western Blot によってカスパーゼ-3、-7、-8、-9、

及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3つの独立した実験のいずれかの代表的な図を示した。 

 
2-3-10. Z-Asp-CH2-DCB は RTE による Sub-G1 期の増加を抑制した 
 

RTE によるカスパーゼ開裂と Sub-G1 期の増加の関与を検討するため、Z-Asp-CH2-DCB
を用いて Sub-G1 期の解析を行った。結果として、Z-Asp-CH2-DCB は RTE による Sub-G1
期の増加を抑制し、50.0 ％から 14.1 ％に減少した (図 22)。 
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図 22. Z-Asp-CH2-DCBは RTE による Sub-G1 期の増加を抑制した 

Jurkat細胞に 50 µM Z-Asp-CH2-DCB を 1 h作用させた後、0.2 mg/mL RTE を 24 h作用させた。

その後、P I で DNA を染色しフローサイトメトリーによって Sub-G1 期を検出した。Sub-G1 期の割合

は、チャートグラフで示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。 

 

2-3-11. Z-Asp-CH2-DCB は RTE による PS の露出増加を抑制した 
 

RTE によるカスパーゼ開裂と PS の露出増加の関与を検討するため、Z-Asp-CH2-DCB を

用いて PS の変化を解析した。 
Z-Asp-CH2-DCB は RTE による PS の露出の増加を抑制し、早期アポトーシス細胞率は

20.8％から 10.6％に減少し、後期アポトーシス細胞率/ネクローシス細胞率は 8.20％から

5.30％に減少した(図 23)。 
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図 23. Z-Asp-CH2-DCBは RTE による PS の露出増加を抑制した 

Jurkat細胞に 50 µM Z-Asp-CH2-DCB を 1 h作用させた後、0.2 mg/mL RTE を 24 h作用させた。

その後、細胞を annexin-V と PI で染色し、フローサイトメトリーによって分析した。白い棒グラフは、早期

アポトーシス細胞の割合（annexin-V + / PI-）を表し、負方向のエラーバーのみを表した。黒い棒グラフ

は、検出された後期アポトーシス細胞（annexin-V + / PI +）の割合を表し、正方向のエラーバーのみを

表した。データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。 

 
2-3-12. MCF-7 細胞に対する RTE の細胞傷害検討 
 
  カスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 はアポトーシスの実行段階に活性化する。 カスパーゼ-3 と

カスパーゼ-7 は、触媒ドメイン全体で 57％の配列相同性を有しているが、機能的には異な

ることが報告されている（34）。 RTE はカスパーゼ-7 の開裂を誘導し、カスパーゼ-3 の開

裂を誘導しないことから、RTE 誘導アポトーシス様細胞死がカスパーゼ-3 に依存しないの

かを検討するため、カスパーゼ-3欠損したヒト乳がん MCF-7 細胞を用い、MTT assay を

行った。結果として、RTE は MCF-7 細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした

（図 24）。 MCF-7 細胞に対し、RTE の IC50値は 0.32 mg/mL であった。この結果から、

RTE は MCF-7 細胞に対し、細胞傷害性を示すことが明らかになった。 
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図 24. RTE は MCF-7 細胞に対して細胞傷害性を示す 

MCF-7 細胞に RTE を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸光度の

パーセンテージとして表示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。*P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001 vs. untreated cells. 

 
2-3-13. MCF-7 細胞に対する RTE のカスパーゼ開裂の検出 
 

RTE は MCF-7 細胞に対してカスパーゼの開裂を誘導するかどうかを検討するため、

Western Blot を用い、カスパーゼおよび PARP-1 の切断を確認した。図 25 より、RTE を

24 h 作用させた後、MCF-7 細胞に対し、カスパーゼ-7、-8、及び-9 と PARP-1 開裂が観察

された。 
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図 25. RTE は MCF-7 細胞に対してカスパーゼ及び PARP-1 の開裂を誘導する 

MCF-7 細胞に RTE を 24 h 作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western 

Blot によってカスパーゼ-3、-7、及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3 つの独立した実験のいずれか

の代表的な図を示した。 

 
2.4. 考察 
 

RTE を作用させると Jurkat 細胞に対してカスパーゼ-3 非依存的アポトーシス様細胞死

を誘導する。本実験の結果、RTE は Jurkat 細胞に対し、有意的な細胞傷害性を持っている

ことが示唆された。 
さらに、RTE は細胞周期の停止を誘導しなかったことから、アポトーシスの関与を確認

するため、アポトーシスの特徴として PS の露出、DNA の断片化及びカスパーゼの開裂を

検討した。図 15 を示したように、RTE は PS の露出を時間依存的に増加させ、アポトーシ

スを誘導する可能性が示された。 
図 13 および図 16 に示したように、RTE は Sub-G1 細胞の増加とクロマチン凝縮を誘発

したが、アポトーシス小体を検出したが、数が多くなかった。さらに、アガロースゲル電気

泳動を用い、ヌクレオソーム単位での DNA 断片化を確認した結果、RTE によりヌクレオ

ソーム単位での DNA 断片化は確認されなかった。TUNEL 法を用い、DNA のラダー状を
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形成する前の DNA 鎖の切断を確認した結果、RTE は、スタウロスポリンのように多数の

DNA鎖を切断せず、DNA鎖を切断していることが明らかになった。これらの結果は、RTE
は細胞の収縮と核の凝縮を誘発するが、ヌクレオソーム単位での DNA の断片化は誘発せ

ず、高分子での DNA 断片化を誘導する可能性があることから、RTE は典型的なアポトー

シスを誘発せず、アポトーシス様細胞死を誘発する能力を持つことが示された。“Sub-G1 期”

細胞とは、G1 期細胞の DNA 含有量よりも低い DNA 含有量の細胞であり、アポトーシス

細胞数を推定できる可能性があると報告しているが、Sub-G1 期の増加だけでアポトーシス

を誘導していることを証明するには不十分であり、DNA ladder や TUNEL 法による確認

が必要である。また、Mattes は、Sub-G1 期の測定ではアポトーシス細胞とネクローシス

細胞を区別できないことを報告している (114)。RTE はヌクレオソーム単位での DNA の

断片化は誘発せず、少数の DNA鎖の切断を誘導することにより、Sub-G1 期の増加を引き

起こすことで、典型的なアポトーシスとは異なるアポトーシス様細胞死を誘導することが

示された。 
図 19 及び図 20 に示したように、RTE はカスパーゼ-3 を開裂させず、カスパーゼ-7 のみ

を開裂させ、PARP-1 の開裂を誘導した。主要なアポトーシス誘導エフェクターカスパーゼ

であるカスパーゼ-3 はヌクレオソーム単位での DNA 断片化を誘導する。また、図 17 及に

示したように、RTE は DNA のラダー状の断片化を起こさなかった。これは、RTE はカス

パーゼ-3 を開裂させないため、ICAD を開裂させず、DNA のラダー状の断片化が起こらな

かったと考えられる。Leicht は、カスパーゼ-7 の開裂を検出したが、カスパーゼ-3 は開裂

せず、DNA のラダー状の断片化は起こらず、アポトーシスとネクローシスを同時に誘導し

ていたことを報告した (115)。これらの報告は、本研究の結果に似ている。また、PARP-1
は DNA の損傷に伴って開裂するため、RTE は DNA損傷を行うことが示された。 
以上の結果より、RTE はカスパーゼ-7 を開裂させ、高分子での DNA 断片化と DNA 損

傷を誘導したことが示された。また、RTE は典型的なアポトーシスを誘導せず、ヌクレオ

ソーム単位での DNA の断片化を誘発しないため、カスパーゼ-3 非依存的アポトーシス様

細胞死を誘導していると推測される。 
汎カスパーゼ阻害剤 Z-Asp-CH2-DCB を用い、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死に

おけるカスパーゼへの関与を検討した。汎カスパーゼ阻害剤 Z-Asp-CH2-DCB は RTE が誘

導するカスパーゼ-7 p20p10、-8 p41、-9 p35 及び PARP-1 の開裂を抑制したことを示した。

RTE が誘導するカスパーゼの開裂部位は Edelmann と Sawai が発見したカスパーゼの開

裂部位が一致していて、及び汎カスパーゼ阻害剤はカスパーゼ-7 p20p10、カスパーゼ-8 p41、
カスパーゼ-9 p35 開裂を抑制できることも一致している (39、116)。ただし、汎カスパーゼ

阻害剤 Z-Asp-CH2-DCB は PARP-1 の開裂を完全に抑制できないことから、RTE はカスパ

ーゼ-7 を介して PARP-1 の開裂を誘導することを示したが、他の PARP-1 の開裂誘導因子

としてアポトーシス誘導因子（AIF）が PARP-1 の切断を誘導している可能性がある(113、 
117) 。汎カスパーゼ阻害剤は RTE が誘導する Sub-G1 期の増加を抑制したことから、RTE
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はカスパーゼ-7 を開裂させ、DNA鎖の切断を介し、Sub-G1 期の増加を誘導することが明

らかになった。そして、汎カスパーゼ阻害剤は RTE が誘導する PS 露出の増加を抑制した

ことから、RTE はカスパーゼ-7 の開裂を介し、PS 露出を誘導することが明らかになった。

これらの結果から、汎カスパーゼ阻害剤 Z-Asp-CH2-DCB は RTE が誘導するアポトーシス

様細胞死を抑制し、このカスパーゼ開裂が RTE 誘導アポトーシス様細胞死に重要な役割を

果していることが示唆された。 
MCF-7 細胞はカスパーゼ-3 が欠損している接着細胞であり、アポトーシス誘導シグナル

に敏感ではない傾向があるが、その IC50値は浮遊細胞の Jurkat 細胞の IC50値と有意な差

がないことから、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死にはカスパーゼ-3 が関与していな

いことが示された。従って、図 26 に示したように、RTE は Jurkat 細胞に対して、カスパ

ーゼ-7 依存的アポトーシス様細胞死を誘導することが示された。 
図 21 に示したように、カスパーゼ-8、-9 の開裂を検出した結果、RTE はアポトーシスの

外因性経路及び内因性経路に関与していることが示された。しかし、RTE によるアポトー

シス誘導経路が外因性か内因性のどちらが主流であるかを解明することが必要である。 
カスパーゼ-3 が主要なアポトーシス関連エフェクターカスパーゼであり、何か薬剤がカ

スパーゼ-3 を開裂させ、アポトーシスを誘導する報告が多い (41)。一方で、カスパーゼ-3
を開裂せず、カスパーゼ-7 を介してアポトーシスを誘導する研究が非常に珍しい。RTE は

カスパーゼ-3 を開裂させなかったため、RTE の成分の一つがカスパーゼ-3 開裂の阻害剤と

して作用する可能性があることを予想される。そして、RTE によるヌクレオソーム単位で

の DNA 断片化を誘導しないことは、RTE がカスパーゼ-3 を開裂させないため、DNA 断片

化が誘導されない、または RTE の成分の一つがヌクレオソーム単位での DNA 断片化を抑

制している可能性があると考えている。例えば、ショウガ科ショウガ属多年草であるウコン

の根茎より得たエタノール抽出物であるクルクミンはヌクレオソーム単位での DNA 断片

化を阻害することが報告されている (112)。また、RTE はどのような経路により、カスパー

ゼ-7 を介して、アポトーシス様細胞死を誘導したのかを検討することが必要である。例え

ば、中薬として使用されているセンシンレンの葉と茎から単離させたアンドログラフォラ

イド (Andrographolide)はカスパーゼ-3を開裂せずに、ROS-ERK-p53-カスパーゼ-7-PARP 
経路のような特別な経路により、アポトーシスを促進する (118)。 
従って、RTE はカスパーゼ-7 を介してアポトーシス様細胞死を誘導することが示された。 
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図 26. RTE は Jurkat細胞に対して、カスパーゼ-7 依存的アポトーシス様細胞死を誘導する 

RTE は Jurkat 細胞に対して、カスパーゼ-8 及びカスパーゼ-9 を開裂させ、カスパーゼ-7 を開裂させ、

PARP-1 の開裂を誘導する。 
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第 3 章 RTE 誘導アポトーシス様細胞死におけるミトコンドリアの

関与 

 
3-1. 背景 
 

アポトーシス誘導には 2 つの主要な経路として、外因性経路と内因性経路がある。ただ

し、これらの 2 つの経路は相互に関連しており、1 つの経路のシグナルが別の経路に影響を

与える可能性がある（119）。様々な非受容体媒介刺激によってミトコンドリアの膜透過性を

亢進させ、ミトコンドリアから細胞質にアポトーシス誘導タンパク質であるシトクロム c を

放出させた後、Apaf-1 と複合体を形成し、カスパーゼ-9 開裂を引き起こし、カスパーゼ-3
及び-7 などの下流のカスパーゼを切断し活性化させることが明らかになっている。Bcl-2 フ

ァミリータンパク質はミトコンドリアの膜透過性を制御することでシトクロム c の放出を

抑制し、アポトーシスを抑制する (120)。前章の結果から、RTE は外因性経路と内因性経

路の両方が関与している可能性があることが示された。そこで、RTE によるアポトーシス

誘導経路が外因性か内因性のどちらが主流であるか、Bcl-2過剰発現株 Jurkat (Bcl-2)を用

いて検討した。 
 

3-2. 方法 
 
3-2-1 細胞培養 
 
 実験に用いた Jurkat 細胞の培養は 2-2-1.項に詳述した。Jurkat (Bcl-2)細胞も Jurkat 細
胞と同様の方法で培養した。 
 
3-2-2 MTT assay 
 

2×105 cells/mL に調製した Jurkat 細胞及び Jurkat (Bcl-2)細胞を 96 穴プレート(BD 
falcon)に 0.1mLずつ分注後、RTE を添加し、37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で 24 h
作用させた。作用終了の1 h前に5 mg/m L の3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltet-
razolium bromide 溶液（MTT）試薬（Wako）を各ウェルに 10 µL ずつ添加した。最後に、

上清を除去し、100 µL の DMSO を加えて MTTホルマザンを溶解した。マイクロプレート

リーダー(Awareness Technology)を用いて 570 nm の吸光度を測定した。 
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3-2-3 フローサイトメーター 
 

ミトコンドリア膜電位を測定する際は、2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞及

び Jurkat (Bcl-2)細胞に RTE 0.2 mg/mLまたは positive control としてミトコンドリア脱

共役剤である 10 µM カルボニルシアニド-m-クロロフェニルヒドラゾン(CCCP、Carbonyl 
cyanide m-chlorophenyl hydrazone)を 37 ℃、5 % CO2インキュベーターで 30 min 作用さ

せた後、リン酸生理緩衝液(PBS)によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で 2 回遠心洗浄を行い

上清を除去した。作用終了の 15 min 前に、培地に 100 nM 3,3’-dihexyloxacarbocyanine 
iodide (DiOC6)(Molecular Probes, Eugene, USA)を添加した。ナイロンメッシュに通して

フローサイトメーターで DiOC6 の蛍光を測定した。Cell Questソフトウェアを用い、結果

を分析した。 
 
3-2-4 Western Blot 法 
 
 2×106 cells を 10mL に調製した Jurkat 細胞及び Jurkat (Bcl-2)細胞に RTE を 37 ℃、

5 % CO2インキュベーターで 24 h 作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm
で遠心洗浄を行い上清を除去した。Lysis buffer [50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10% 
glycerol, 1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA（Dojindo）, 1% protease inhibitor 
cocktail（Sigma）、pH7.5] を加えて、20min氷冷した。氷冷後、4 ℃, 13000 rpm で 15min
遠心し、上清を回収した。ビシンコニン酸（BCA） Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, Illinois)にてタンパク量を 2.0 mg/ml に調製した 20 µl Cell Lysate と 20 µl 
Sample Application buffer (10 % SDS（Wako）, 125 mM Tris , 20 % glycerol, bromo phenol 
blue, 5 % 2-mercaptoethanol, pH 6.8)を混合したサンプルを 100 ℃で 3 min 加熱処理した。

また分子量確認のために 20 µL Molecular Protein Standards (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA), 20 µL Lysis buffer, 40 µL Sample Application buffer を混合した分子量マ

ーカーを 100 ℃で 3 min インキュベートした。サンプルはドデシル硫酸ナトリウム-ポリア

クリルアミド電気泳動法(SDS-PAGE)によりタンパク質を分離した。SDS-PAGE には分離

用ゲルとして 15 %アクリルアミドゲルを用い、濃縮用ゲルは 4 %を用いた。ゲルを泳動槽

に固定し、Electrode buffer (25 mM  Tris, 186 mM Glycine, 3 mM SDS)を注いだ。ゲル

のウェルに各サンプルを 20 µLずつ入れ、50 V で 30 min、 その後 100 V で 90 min 泳動

を行った。泳動終了後、ゲルを取り出し、Blotting buffer [48 mM Tris, 39 mM Glycine, 1.3 
mM SDS, 20 % メタノール（Wako）]に浸した。また、親水処理はポリフッ化ビニリデン

（PVDF）メンブレン(Bio-Rad)をメタノールに 0.5 min、Milli Q水に 3 min、Blotting buffer
に 3 min の順に浸し、ろ紙 (Macherey-Nagel, Düren, Germany)を Blotting buffer に浸し

た。転写装置(Bio Craft, Tokyo, Japan)にろ紙 2枚、ゲル、PVDF メンブレン、ろ紙 2枚の

順に積み重ね、30 min転写を行った。転写終了後、PVDF メンブレンをスキムミルク原液
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[3 % スキムミルク粉末(Yukijirushi, Tokyo, Japan), 0.1 % NaN3 (Wako))に浸し、室温で 1 
hブロッキング操作を行った。その後、スキムミルク希釈液[1/10 スキムミルク原液, 0.1 % 
Tween-20 （Wako）, 0.1 % NaN3]に移し代え、PVDF メンブレンをビニール袋に移し、室

温で 30 minブロッキング操作を 2 回行った。PVDF メンブレンをビニール袋に移し、一次

抗体液を入れ、4 ℃で一晩抗体反応させた。使用した一次抗体は、カスパーゼ-7 (Cell 
Signaling Technology)、-8 (Cell Signaling Technology)、-9 (Santa Cruz Biotechnology)、
及び β-actin (Cell Signaling Technology) (すべての抗体は Tween-20-PBS で 1：1000 に希

釈された)。 反応後、一次抗体液を回収し、PVDF メンブレンを 0.1 % Tween-20-PBS で

5 min、3 回洗浄した。二次抗体 HRP-labeled anti-rabbit IgG secondary antibody または

HRP-labeled anti-mouse IgG secondary antibody (Cell Signaling Technology)を Tween-
20-PBS で 1:2000 の割合に希釈し抗体反応させ、PBS で 5 回洗浄した。洗浄終了後、Pierce 
ECL Western Blotting Substrate（Thermo Scientific）を 1 min 作用させ、Image Quant 
LAS 4000(GE Healthcare Life Sciences, Tokyo, Japan)によってタンパク質を検出した。 
 
3-2-5  統計解析 
  

GraphPad Prism7 (GraphPad, San Diego, CA)を用いて、Kolmgorov-SmirnnoV 法によ

りデータの正規分布を確認した。有意差検定には Student's t-test を用いて行い、検定の結

果が p<0.05 であるとき、統計的に有意であるとみなした。 
 

 
3-3. 結果 
 
3-3-1. Jurkat(Bcl-2)細胞に対する RTE の細胞傷害検討  
 
アポトーシスの内因性経路またはミトコンドリア経路では、ΔΨm が低下し、シトクロ

ム c が放出され、Apaf-1 に結合し、カスパーゼ-9 活性化を引き起こす。 活性化されたカ

スパーゼ-9 は、カスパーゼ-3 及び-7 などの下流のカスパーゼを切断し活性化させることが

知られている。 抗アポトーシス Bcl-2タンパク質はミトコンドリア外膜に存在し、アポト

ーシスを抑制する。 
RTE の細胞傷害におけるミトコンドリアの関与を検討するため、ミトコンドリア局在

Bcl-2 の過剰発現の Jurkat(Bcl-2)細胞を用い、MTT assay を行った。結果として、RTE
は Jurkat(Bcl-2)細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こし、細胞傷害性は有意に低

下しないことが示された（図 27）。Jurkat(Bcl-2)細胞に対し、RTE の IC50値は 0.18 
mg/mL である。この結果から、Bcl-2過剰発現は RTE の細胞毒性を抑制しないことが示

された。 
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図 27. RTE の細胞傷害は Bcl-2 によって抑制されない 

Jurkat(Bcl-2)細胞及び Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理

の培養における吸光度のパーセンテージとして表示した。 データは、3 回の独立した実験の結果の平均

値±SD である。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs untreated cells. 

 
3-3-2.  RTE が誘導するミトコンドリアの膜電位の変化の検出 
 
ΔΨm は、ミトコンドリア機能の重要な指標の一つである。ΔΨm低下は、アポトーシス

促進シグナルの開始を反映し、ミトコンドリア膜の完全性の喪失を示唆している。RTE は

ΔΨm 低下を誘導するかどうかを検討するため、ミトコンドリアに蓄積する DiOC6 及び

Jurkat (Bcl-2)細胞を用い、ΔΨm の変化をフローサイトメトリー分析で検討した (120)。結
果として、Jurkat 細胞および Jurkat（Bcl-2）細胞に対し、ΔΨm は 0.2 mg / mL で RTE
を 30 min 作用させたると、低下した (図 28)。この結果から、Bcl-2過剰発現は RTE が誘

導する ΔΨm低下を抑制しないことが示された。 
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図 28. RTE は Jurkat細胞及び Jurkat(Bcl-2)細胞に対してΔΨm低下を引き起こした 

Jurkat(Bcl-2)細胞及び Jurkat細胞に 0.2 mg/mL RTE または 10 µM CCCP で 30 min を作用させた

後、ΔΨm は、DiOC6 を用いてフローサイトメトリーによって分析した。データは、3 回の独立した実験の

結果の平均値±SD である。 *P<0.05, **P<0.01 vs untreated cells. 

 
3-3-3.  RTE が誘導するカスパーゼ-7 開裂の検出      
 

アポトーシスの内因性経路を介して活性化されたカスパーゼ-9 は、下流であるカスパー

ゼ-7 を切断し活性化させる。RTE が誘導するカスパーゼ-7 開裂の変化を検討するため、

Jurkat (Bcl-2)細胞を用い、Western blot を行った。 0.2 mg / mL RTE を 24 h 作用させる

と、Jurkat 細胞および Jurkat（Bcl-2）細胞に対してカスパーゼ-7 を開裂したことが示さ

れた (図 29)。 これらの結果は、Bcl-2過剰発現は RTE が誘導するカスパーゼ-7 の開裂を

抑制しないことが示された。 
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図 29. RTE は Jurkat(Bcl-2)細胞に対してカスパーゼ-7 の開裂を誘導した 

Jurkat(Bcl-2)細胞及び Jurkat細胞に RTE を 24 h作用させ、Western blot を行った。得られたサンプ

ルを SDS-PAGE で分離し、Western Blot によってカスパーゼ-7 開裂状態を解析した。3 つの独立した

実験のいずれかの代表的な図を示した。 

 
3-3-4.  RTE が誘導するカスパーゼ-8 及び-9 開裂の検出 
 

RTE はどのアポトーシス経路をまず誘導するのかを検討するため、0.2 mg/mL RTE を

用い、0-12 h で Western blot を行った。 結果として、0.2 mg / mL RTE を 0-12 h 作用さ

せると、カスパーゼ-8 が 4 h から開裂し、12 h まででカスパーゼ-9 の開裂は観察されなか

った (図 30)。しかし、図 21 からカスパーゼ-9 の開裂は 24 h で観察されたことから、RTE
はカスパーゼ-8 の開裂を介してカスパーゼ-9 の開裂を誘導していることが推察された。 
 

 
 

図 30. RTE は 0-12 h でカスパーゼ-8 の開裂を誘導した 

Jurkat細胞に 0.2 mg/mL RTE を 0-12 h作用させ、Western blot を行った。得られたサンプルを SDS-

PAGE で分離し、Western Blot によってカスパーゼ-8 及び-9 開裂状態を解析した。3 つの独立した実

験のいずれかの代表的な図を示した。 
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3-3-5. HepG2 細胞に対する RTE の細胞傷害検討 
 
  RTE は他のがん細胞に対して、カスパーゼ-3 ではなく、カスパーゼ-7 のみに依存し

て細胞死を誘導するかどうかを検討するため、ヒト肝がん細胞株である HepG2 を用い、

MTT assay を行った。結果として、RTE は HepG2 細胞に対して濃度依存的に細胞傷

害を引き起こした（図 31）。 HepG2 細胞に対し、RTE の IC50値は 0.30 mg/mL であ

った。この結果から、RTE は HepG2 細胞に対し、細胞傷害性を示すことが明らかにな

った。 
 

 

 
図 31. RTE は HepG2 細胞に対して細胞傷害性を示す 

HepG2 細胞に RTE を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸光

度のパーセンテージとして表示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD であ

る。*p<0.05, ***p<0.005 vs untreated cells. 

 
3-3-6. HepG2 細胞に対する RTE のカスパーゼと PARP-1 の開裂の検出 
 

RTE は HepG2 細胞に対してカスパーゼ-7 のみの開裂を誘導するかどうかを検討するた

め、Western Blot を用い、カスパーゼ-3、-7 活性を確認した。図 32 より、RTE を 24 h 作

用させた後、HepG2 細胞に対し、カスパーゼ-7 と PARP-1 の開裂が観察され、カスパーゼ

-3 の開裂は観察されなかった。 
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図 32. RTE は HepG2 細胞に対してカスパーゼ-7 と PARP-1 の開裂を誘導する 

HepG2 細胞に RTE を 24 h 作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western 

Blot によってカスパーゼ-3、-7、PARP-1 の状態を解析した。3 つの独立した実験のいずれかの代表的

な図を示した。 

 
3-4. 考察 
 
前章の結果から、RTE は外因性経路と内因性経路の両方が関与している可能性があるこ

とを示した。本章では、RTE による主流のアポトーシス誘導経路を明らかにするため、Bcl-
2過剰発現株 Jurkat (Bcl-2)を用いて検討した。Jurakt (Bcl-2)細胞の IC50値は、Jurkat 細
胞の IC50値と有意な差がないことから、RTE の細胞傷害性が Bcl-2 では抑制できないこと

が示された。RTE は Jurkat 細胞に対して ΔΨm低下を誘導したが、Jurakt (Bcl-2)細胞に

おいて RTE が誘導する ΔΨm 低下を抑制できなかった。また、RTE が誘導したカスパー

ゼ-7 の開裂が抑制できなかったことから、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死はミトコ

ンドリアを関与しているが、依存していないことが示された。 
内因性経路は、外因性経路のアポトーシスシグナル伝達の増幅によっても活性化される 

(121)。そして、Jiang はカスパーゼ-8 開裂を介してカスパーゼ-9 開裂を誘導できることを

報告した（121）。そこで、RTE は先にカスパーゼ-8 の開裂を誘導した後、カスパーゼ-9 の

開裂を誘導することから、RTE がカスパーゼ-8 開裂を介してカスパーゼ-9 開裂を誘導する

ことは Jiang から報告した結果に合っている可能性が高い。ただし、Bcl-2 の過剰発現は

RTE が誘導するカスパーゼ-9 開裂の変化を検討せず、カスパーゼ-9 の下流であるカスパー

ゼ-7 開裂を抑制していないことから、RTE が誘導するカスパーゼ-9 の開裂を抑制しないと

推測される。 
また、RTE は Jurkat に対して、カスパーゼ-7 の開裂に依存し、カスパーゼ-3非依存に

アポトーシスを誘導する。このことは他のがん細胞に対して、カスパーゼ-3 を開裂するか

どうかを検討することに至った。RTE はヒト肝がん細胞 HepG2 に対して、カスパーゼ-7
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を開裂させ、PARP-1 を開裂すること、カスパーゼ-3 を開裂しないことが示唆された。つま

り、他のがん細胞に対して、RTE はカスパーゼ-7 の開裂に依存し、カスパーゼ-3非依存に

アポトーシスを誘導することが示唆された。 
図 33 に示したように、RTE はミトコンドリア経路ではなく、外因性経路を介してアポ

トーシス様細胞死を誘導することが示された。 
 

 
 

図 33. RTE は Jurkat細胞に対して、外因性経路を介してアポトーシス様細胞死を誘導する 

RTE は Jurkat細胞に対して、カスパーゼ-8 を開裂させ、カスパーゼ-7 を開裂させ、PARP-1 の開裂を誘

導する。 
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第 4 章 RTE 成分の一つ、パルミチン酸の細胞死誘導メカニズム 

 
4-1. 背景 
 

RTE は外因性経路を介し、カスパーゼ-7 の開裂に依存するアポトーシス様細胞死を誘導

することが示唆された。ただし、RTE の有効成分は未だ不明である。第 1 章で説明したよ

うに、RTE には多く成分を含まれていることが報告された。RTE には何種類の有効成分を

含まれているのか、カスパーゼ-3 の開裂を抑制する成分があるのかを検討することが必要

である。そのため、本章は RTE の成分を分離し、分離した各フラクション成分の細胞死誘

導メカニズムの解明を行った。 
 
4-2. 方法 
 
4-2-1. RTE 成分の推定 
 

RTE 含有成分の同定を東京理科大学菅原研究室にて実施した。RTE を 288.8mg 測りと

り、展開用溶媒[ヘキサン（wako）：酢酸エチル（wako）=30:1]で溶かした。内径 2.4 cm の

カラムクロマトグラフィー管を用いて、シリカゲル(KANTO CHEMICAL, Tokyo, Japan)
の高さ 20 cmまで入れた。表 2 より溶媒を各比率、量で流し、それぞれのフラクション溶

液を集め、エバポレーターで溶媒を除去し、窒素によって乾燥させ、乾燥したフラクション

の重さを測った。各フラクションの化合物には、薄層クロマトグラフィー[TLC プレートシ

リカゲル 60F254; (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)]を用い、展開用溶媒[ヘキサン

（wako）：酢酸エチル（wako）=30:1]により展開した後、254 nm、365 nm の紫外線吸収

と表 3 によりアニスアルデヒドによる発色を行った。発色剤をスプレーしたのち、約 220 ℃
で TLC を加熱し、スポットを確認した。目的のフラクション中の物質について、エレクト

ロスプレーイオン法（ESI-MS）により、QSTAR 質量分析計（Applied Biosystem Abiqstar 
Pulsar, Thermo Fisher Scientific）を用いて質量電荷比が Negative mode と Positive mode
で検出された。そして、目的の化合物を NMR にかけた。NMR は Bruker Avance Drx-400 
(Bruker, Osaka, Japan)を用い、1H-NMR、13C-NMR を測定し、NMR の測定溶媒には、基

準物質の TMS入り重クロロホルム (CDCl3)を用いた。 
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表 2 展開溶媒の比率と使用量 

 
 

 
表 3 アニスアルデヒドによる発色実験 

 
 

4-2-2. 細胞培養 
 
 実験に用いた Jurkat 細胞及び MCF-7 細胞の培養は 2-2-1.項に詳述した。 
 
4-2-3. MTT assay 
 

2×105 cells/mL に調製した Jurkat 細胞は 96 穴プレート(BD falcon, Franklin Lakes, 
USA)に 0.1 mL/well 分注した。また、1×105 cells/mL に調製した MCF-7 細胞は 96穴プ

レート(BD falcon)に 0.1 mL/well 分注し、一晩、37 ℃、5% CO2インキュベーター内で培

養し接着させた。PA 及び各フラクションを添加し、37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で

24 h 作用させた。作用終了の 1 h 前に 5 mg/ml の 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltet razolium bromide 溶液（MTT）試薬（Wako）を各ウェルに 10 µL ずつ添

フラクション 溶媒 使用量

1 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1  250 mL

2 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1 250 mL

3 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1 250 mL

4 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1  250 mL

5 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1  260 mL

6 ヘキサン：酢酸エチル＝30：1 260 mL

7 ヘキサン：酢酸エチル＝25：1

8 ヘキサン：酢酸エチル＝25：1/20:1

9 ヘキサン：酢酸エチル＝20：1

10 酢酸エチル

11 酢酸エチル

12 酢酸エチル

13 メタノール

アニスアルデヒドによる発色実験

アニスアルデヒド 1.25 mL

エタノール 22.5 mL

濃硫酸 1.25 mL

醋酸 0.25 mL
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加した。最後に、上清を除去し、100µL の DMSO を加えて MTT ホルマザンを溶解した。

マイクロプレートリーダー(Awareness Technology)を用いて 570 nm の吸光度を測定した。 
 
4-2-4. フローサイトメーター 
 
 細胞周期を測定する際は、2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞に PA を 37 ℃、

5 % CO2インキュベーターで 24 h 作用させた後、リン酸生理緩衝液(PBS)によって、5 min、
4 ℃、1200 rpm で 2 回遠心洗浄を行い上清を除去した。さらに 0.5 mL の 0.1 % Triton-X 
100 (Wako)を含んだ PBS で懸濁した後、12.5 µL の 1 mg/mL ヨウ化プロピジウム(PI) 
(Wako)と 5 µL の 5 mg/mL RNase A (Wako)を加えて懸濁し、20 min室温暗所で静置し

た。その後、ナイロンメッシュ（Sigma）に通してフローサイトメーター（FACS Calibur）
で PI の蛍光強度の測定をした。Cell Questソフトウェア（Becton Dickinson）を用い、結

果を分析した。 
PSの露出を測定する際は、2×106 cellsを 10 mLに調製したJurkat細胞にPAを37 ℃、

5 % CO2インキュベーターで 24 h 作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm
で遠心洗浄を行い上清を除去した。さらに 197.5 µL binding buffer（10mM HEPES
（Dojindo, Tokyo, Japan）、 140 mM NaCl（Wako）、 2.5 mM CaCl2（半井化学薬品株式

会社）、pH 7.4）に懸濁した後、2.5 µL fluorescein isothiocyanate (FITC)-annexin V（Alexis 
Biochemicals, San Diego, USA）を加えて懸濁し、10 min 室温暗所で静置した。300 µL 
binding buffer で遠心洗浄し、1 µL の 1 mg/mL PI を加え懸濁した後、ナイロンメッシュ

に通してフローサイトメーターで FITC の蛍光と PI の蛍光強度を測定した。Cell Questソ
フトウェアを用い、結果を分析した。 
 
4-2-5. アガロースゲル電気泳動 
 

2×106 cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞に PA または RTE を 37 ℃、5 % CO2 イ

ンキュベーターで 24 h 作用させた後、PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で遠心洗浄

を行い上清を除去した。さらに Buffer A [10 mM Tris（Wako）、3 mM MgCl2(Wako)、2 mM 
2-メルカプトエタノール(Wako)、pH 7.8]で遠心洗浄し、1 mg/mL Proteinase K in Lysis 
buffer [50 mM Tris、10 mM EDTA・2Na、0.5 % sodium lauryl sarcocinate、pH 7.8]で懸
濁した。30 min、50 ℃でインキュベートし、5 mg/mL RNase A で懸濁後、さらに 15 min、
50 ℃でインキュベートした。さらに 30 µl の Application buffer [1× TBE buffer (10.8 g 
Tris、0.744 g EDTA・2Na、5.5 g Boric acid（Wako）in dH2O)、0.025 % bromophenol blue
（Wako）、20 % glycerol（Wako）]を加え、Running buffer (0.5 µg/ml ethidium bromide-
TBE（Wako）に浸した 1.8 % アガロースゲルで電気泳動した。ゲルは、イメージアナライ

ザー(GE Healthcare)を用い、紫外線下で臭化エチジウム染色を使用して視覚化された。 
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4-2-6. Western Blot 法 
 

Western Blot 法の実験方法は 2-2-8.項に詳述した。 
 
4-2-7. カラムクロマトグラフィーによる RTE の分離 

 
RTE を 405 mg 測り、展開用溶媒[ヘキサン（wako）：酢酸エチル（wako）=30:1]で溶か

した。内径 3.5 cm のカラムクロマトグラフィー管(Asahi, Saitama, Japan)の下の部分に脱

脂綿を詰め、展開用溶媒（ヘキサン：酢酸エチル=30:1）で混ぜたシリカゲル(KANTO 
CHEMICAL, Tokyo, Japan)を高さ 20 cmまでに入れた。RTE は 1.52 L の展開用溶媒（ヘ

キサン：酢酸エチル=30:1）を展開し、365 nm の紫外線 UVA照射により、発色によるフラ

クションを回収した。1.52 L の展開溶媒を流した後、100 mL のエタノールによって残りの

フラクションを全て回収した。ロータリーエバポレーターにより、濃縮し、各フラクション

の重さを測った。 
 

4-2-8. Ac-DEVD-pNA によるカスパーゼ-3/-7 活性の測定 
 

2×106  cells を 10 mL に調製した Jurkat 細胞に、RTE と RTE 9’ -12’ を 24 h 作用さ

せた後 PBS によって、5 min、4 ℃、1200 rpm で遠心洗浄を行い上清を除去した。40 µM 
の RIPA buffer (25 mM Tris, 150 mM KCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40 (Igepal CA-
630), 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, pH7.4) を加えて、溶解した後、4 ℃, 14000 
rpm で 5 min遠心し、上清を回収した。ビシンコニン酸（BCA） Protein Assay (Thermo 
Fisher Scientific)にてタンパク量を 0.3 mg/ml に調製した 15 µL の Cell Lysate と 120 µL
の カスパーゼ buffer [100 mM HEPES, 20% glycerol, 0.5 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7.5]
を混合したサンプルを 37 ℃で 30 min インキュベートした。Substrate solution [1 mM Ac-
DEVD-pNA (Cayman Chemical, Michigan, USA)in DMSO]を添加して、37 ℃で 4 h イン

キュベートした。96 穴プレートにそれぞれのサンプルを 150 µL 加えて、マイクロプレー

トリーダーで 405nm での吸光度を測定した。100mM の pNA (Wako)より調製した 0, 0.5, 
1, 2, 4 mM ストック溶液は 96穴プレートの場合マイクロプレートリーダーで 405nm での

吸光度を測定して、各濃度の pNA の吸光度による標準曲線を作成し、カスパーゼ-3/-7 の活

性を測定した。 
 
4-2-9. RTE から分離した各フラクション中の PA 含有量の測定 
 
各フラクション中の PA 含有量の測定は、山口東京理科大学の吉見研究室にて実施した。
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質量分析は AccuTOF LC-plus 4G（JEOL）にエレクトロスプレーイオン源（ESI）を取り

付けた ESI-TOF-MS装置を用いて行った。ラインの洗浄は試料が変わるごとに試料の溶解

に用いたメタノール（Wako）を用いて行われた。装置のキャリブレーションはNegative	mode
ではメタノールに溶解したトリフルオロ酢酸ナトリウム（Wako）を用いて、Positive	mode
ではメタノールに溶解した PEG200（Wako）を用いて行った。各試料はシリンジポンプに

より流速 50 µL/min で装置に導入された。なお、パルミチン酸の測定は Negative	modeに
おいて行った。各試料は特級メタノール（Wako）あるいは LC/MS 用メタノール（Wako）
に溶解された。RTE から分離したフラクション中の PA の含有量を Negative	mode におい

て測定した。装置固有の設定に関する情報は表 4 に示した。 
 

表 4. ESI-TOF-MS装置固有の設定に関する情報 

Needle [V] 2000 V 

Desolvating Chamber [℃] 250℃ 

Orifice 1 [℃] 80℃ 

Nebulizing Gas   ON 

Drying Gas ON 

Orifice 1 [V] 80 V 

Orifice 2 [V] 5 V 

Ring Lens [V] 15 V 

Ion Gide RF [V] 2500 V 

 
 
4-2-10. 統計解析 
  

GraphPad Prism7 (GraphPad, San Diego, CA)を用いて、Kolmgorov-SmirnnoV 法によ

りデータの正規分布を確認した。有意差検定には Student's t-test を用いて行い、検定の結

果が p<0.05 であるとき、統計的に有意であるとみなした。 
 

 
4-3. 結果 
 
4-3-1. PA の推定 
 

RTE のアポトーシス様細胞死誘導メカニズムを詳細に解明するため、RTE 含有成分の精

製及び同定を東京理科大学菅原研究室にて実施した。 
 カラムクロマトグラフィーを用いて RTE 原液を展開溶液の比率により分離し、13 フラ
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クションを集めた。エバポレーターにより、溶媒を除去し、フラクションの重さを測った（表 
5）。TLC を用いて回収したフラクションを展開し、アニスアルデヒドの発色により、スポ

ットを確認した（図 34）。RTE 3 は収量が一番大きく、単一発色していることから、分子

質量と分子構造の分析を行った。 
 

表 5. 展開溶媒の比率によるフラクションの収量 

 

 

 

 
図 34. 13個のフラクションの展開 

左から右まで、フラクション RTE 1 番から 13 番まで展開された。アニスアルデヒドの発色により、スポットを

確認した 

 

フラクション 収量 (mg)

1 29.6

2 10.2

3 50.0

4 27.5

5 9.7

6 25.0

7 2.0

8 0.1

9 3.2

10 13.6

11 10.8

12 6.5

13 59.4

総量 247.6

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10
11
12
13
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最後に、RTE 3 はエレクトロスプレーイオン化質量分析（ESI-MS）により、分子質量を

確認した。その結果、RTE 3 は複数の化合物を含まれていることが示された。RTE 3 の中

の化合物の候補の一つは Negative	modeによる質量電荷比 m/z が 255 [M－H]－であり、核

磁気共鳴(NMR)より、分子式が推定された。 
核磁気共鳴（NMR）による C16H32O2の分子構造を確認した。1H NMR (600 MHz，CDCl3)

の結果は、δ 0.88 (3H, t, J = 4.6 Hz, H-1), 1.26~1.35 (24H, m, H-2~13)，1.63 (2H, dt, J = 
9.8, 5 Hz H-14)，2.34 (2H, t, J = 5 Hz, H-15)を確認した。13C NMR (150 MHz, CDCl3)の
結果は、δ 14.0 (C-1), 22.6 (C-2)，31.9 (C-3), 28.9~29.7 (C-4~13), 24.8 (C-14), 34.1 (C-15), 
178.6 (C-16)を確認した。ESI-MS と NMR の結果から、パルミチン酸（palmitic acid；PA、

図 35）を推定した。 
 

 
 

図 35. PA 

 
以前の報告により、Zhou のヒキノカサのエタノール抽出物の同定、Zhang の揮発性油成

分の同定、Xiong の脂肪酸化合物の同定及び Yue の脂肪酸化合物の同定の結果から、ヒキ

ノカサには PA が含まれていることが明らかになった。また、菅原研究室から検出した PA
の NMR の結果は、Xiong は脂肪酸化合物の同定した PA の 1H NMR と 13C NMR を似て

いるため、RTE は PA を含まれていることが考えた。そこで、PA は RTE の抗がん有効成

分なのかを検討するため、PA の細胞死誘導メカニズムを検討した。 
 
4-3-2. MTT assay による PA の細胞傷害検出 
 

PA はどの程度細胞傷害性を有しているのかを MTT assay を用いて Jurkat 細胞の生存

率より検討した。結果、PA は Jurkat 細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした

（図 36）。PA の IC50値は 0.12 mM であることが明らかになった。この結果から、PA が

Jurkat 細胞に対し、細胞傷害性を示すことが明らかになった。 
 

O

OH
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図 36. PA は Jurkat細胞に対して細胞傷害性を示す 

Jurkat細胞に PA を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸光度の

パーセンテージとして表示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。

**p<0.01, ***p<0.005 vs untreated cells. 

 
4-3-3. フローサイトメトリーによる Sub-G1 期細胞の検出 
 

PA は Jurkat 細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした結果から、PA により

Sub-G1 期の変化を確認するために PI染色を用いて細胞周期の解析を行った。PA により、

Sub-G1 細胞が 2.04 ％から 53.2 ％に増加した(図 37)。PA は細胞内で DNA 断片化を誘導

したことが示唆された。  
  

 
 

図 37. PA は Sub-G1 期細胞の増加を誘導した 

Sub-G1 期における細胞の割合は、チャートグラフで示された。 データは、3 回の独立した実験の結果の

平均値±SD である 。*p<0.05, ***p<0.005 vs. untreated cells. 
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4-3-4. フローサイトメトリーによる PS の検出 
 

Jurkat 細胞に、PA を 24 h 作用させた。作用終了後、FITC-annexin-V 及び PI で染色

し、フローサイトメーターで FITC と PI の蛍光変化を測定した。結果として、PA により

前期アポトーシス細胞の割合は 1.80 %、11.1 %及び 34.6 %になった。後期アポトーシス/ネ
クローシス細胞の割合は 0.60 %、1.70 %及び 9.89 %になった。よって 24 h 作用させた PA
は PS の露出を濃度依存的に増加したことが示唆された (図 38)。 
 

 

 
図 38. PA は PS の露出を増加させた 

Jurkat細胞に PA を 24 h作用させた。その後、細胞を annexin-V と PI で染色し、フローサイトメトリーに

よって分析した。3 つの独立した測定値のいずれかの代表的なドットプロットを表示した。白い棒グラフは、

早期アポトーシス細胞の割合（annexin-V + / PI-）を表し、負方向のエラーバーのみを表した。黒い棒

グラフは、検出された後期アポトーシス細胞（annexin-V + / PI +）の割合を表し、正方向のエラーバーの

みを表した。データは、3 回の独立した実験の結果の平均値±SD である。*p<0.05, **p<0.05 and 

***p<0.005 vs untreated cells.   

 
4-3-5. DNA ladder 法による DNA 断片化の検出 
 

RTE はラダー状の DNA 断片化を起こさないことから、PA は同じくラダー状の DNA 断

片化を起こさないのかを検討するため、アガロースゲル電気泳動を行った。RTE の結果と

比べ、PA はラダー状の DNA 断片化を引き起こしたことが明らかになった (図 39)。 
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図 39. PA はラダー状の DNA 断片化を引き起こした 

Jurkat細胞に RTE を 24 h または PA を 24 h を作用させた後、DNA を回収し、アガロースゲルで電気

泳動した。ゲルは、紫外線下で臭化エチジウム染色を使用して視覚化された。3 つの独立した実験のい

ずれかの代表的な図を示した。 

 
4-3-6. Western Blot 法によるカスパーゼ及び PARP-1 開裂の検出 
 

PA はカスパーゼを開裂するかどうかを確認するため、Western blot を行った。図 40 よ

り、PA を 24 h 作用させると、Jurkat 細胞に対し、カスパーゼ-3、カスパーゼ-7、カスパ

ーゼ-8、カスパーゼ-9 と PARP-1切断が観察されたことから、PA がカスパーゼを介したア

ポトーシスを誘導することが推察された。 
  
 
 
 
 
 

RTE (mg/mL)

0 0.1 0.2

PA (mM)

0.05 0.1 0.2
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図 40. PA によるカスパーゼ及び PARP-1 の開裂 

Jurkat細胞に PA を 24 h作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western Blot

によってカスパーゼ-3、-7、-8、-9、及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3 つの独立した実験のいず

れかの代表的な図を示した。 

 
4-3-7. Western Blot 法によるカスパーゼ-3、-7、-8、-9 及び PARP-1 の時間依存的な開

裂の検出 
 

PA はカスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 に対してどちらを先に開裂するかどうかを確認する

ため、Western blot を行った。図 41 より、0.2 mM PA を 0-8 h 作用させた後、Jurkat 細
胞に対し、カスパーゼ-8、カスパーゼ-7 と PARP-1 の開裂が 4 h から観察され、カスパー

ゼ-9、カスパーゼ-3 の開裂は 8 hまでに観察されないことが示された。 
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図 41. PA によるカスパーゼ及び PARP-1 の開裂 

Jurkat細胞に PA を 0.2 mM 作用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western 

Blot によってカスパーゼ-3、-7、-8、-9、及び PARP-1 の開裂状態を解析した。3 つの独立した実験の

いずれかの代表的な図を示した。 

 
4-3-8. MCF-7 細胞にする PA の細胞傷害検討 
 

RTE はカスパーゼ-3欠損したヒト乳がん MCF-7 細胞に対する細胞傷害性は、Jurkat 細
胞と同じであり、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死はカスパーゼ-3 に依存しないこと

が明らかになった。では、PA は RTE の効果を同じなのかを検討するため、MTT assay を

行った。結果として、PA は MCF-7 細胞に対して濃度依存的に細胞傷害を引き起こした（図 
42）。 MCF-7 細胞に対する、PA の 0.2 mM から 0.25 mM の数値の線形関係を分析する

と、PA の IC50値は 0.54 mM になることが推測された。 
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図 42. PA は MCF-7 細胞に対して細胞傷害性を示す 

MCF-7 細胞に PA を 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸光度の

パーセンテージとして表示した。 データは、3 回の独立した実験の結果の平均値±SD である。

**P<0.01, ***P<0.001 vs. untreated cells. 

 
4-3-9. MCF-7 細胞に対する RTE のカスパーゼ、PARP-1 の開裂の検出 
 

4-3-8 の結果から、PA は MCF-7 細胞に対してカスパーゼ-7 の開裂を誘導するかどうか

を検討するため、Western Blot を用い、カスパーゼ-7 の開裂を確認した。図 43 より、PA
を 24 h 作用させた後、MCF-7 細胞に対し、カスパーゼ-7 の開裂が観察されていて、PARP-
1 の開裂が観察された。 
 

 
 

図 43. PA は MCF-7 細胞に対してカスパーゼ-7 の開裂を誘導する 

MCF-7 細胞に 0.6 mM PA 及び 0.6 mM PA の同量の溶媒を 24 h作用させた。その後、得られたサンプ

ルを SDS-PAGE で分離し、Western Blot によってカスパーゼ-7、及び PARP-1 の開裂状態を解析し

た。3 つの独立した実験のいずれかの代表的な図を示した。 
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4-3-10. カラムクロマトグラフィーによる RTE の分離 
 
菅原研究室の結果から、RTE 3 中から、PA の含まれていることが推定したが、PA以外

に複数の物質が検出された。そこで、RTE 中の P A の含有量を確認するため、カラムクロ

マトグラフィーを用いて、展開溶媒（ヘキサン：酢酸エチル＝30 : 1）により、RTE 原液を

展開した。365 nm の紫外線 UVA照射を用いて、発色によるフラクションを回収した。12
フラクションを集めた。エバポレーターにより、溶媒を除去し、フラクションの重さを測っ

た（表 6）。 
 

表 6. 365 nmの紫外線 UVA照射により、12 フラクションを回収した 

 

 
カラムクロマトグラフィーを用いて、RTE原液を展開した。365 nmの紫外線UVA照射を用いて、発色によ

るフラクションを回収した。 
 
4-3-11. MTT assay による各フラクションの細胞傷害検出 
 
回収した各フラクションはどの程度細胞傷害性を有しているのかを検討するため、各フ

ラクションを DMSO で 100 mg/mL に調製し、MTT assay を用いて細胞傷害性を確認し

た。表 7 に各フラクションを作用させたときの細胞生存率が 50%となるときの濃度を示す

IC50値を算出してまとめた。結果、RTE 9’ -12’ は Jurkat 細胞に対して細胞傷害を引き起

こしたことが示された。PA は RTE 9’ -12’の中に含まれている可能性があると考えた。 
 

 

 

 

 

 

フラクション 紫外線吸収による発色 収量 (mg) 使用量 展開溶媒

1' 色なし 9.7

1.52 L

ヘキサン：酢酸エチル

2' 薄く青い 11.5

3' 色なし 10.1

4' 薄く白い 9.5

5' 色なし 18.5

6' 深く黄色 12.3

7' 深く青い 11.3

30 : 1
8' 色なし 14.2

9' 大量、深く青い 58.8

10' 薄く黄色 80.3

11' 青い 26.0

12' 106.2 100 mL メタノール
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表 7. 各フラクションの細胞傷害性 

 

 

 

Jurkat細胞に各フラクションを 24 h作用させ、MTT assay を行った。結果は、未処理の培養における吸

光度のパーセンテージとして表示した。 データは、3回の独立した実験の結果の平均値±SD である。 

 

4-3-12. Ac-DEVD-pNA によるカスパーゼ-3/-7 活性の検出 
 
カスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 は DEVD を認識して切断することが明らかになっている。

図 40 に示したように、PA はカスパーゼ-3 とカスパーゼ-7 を活性化するため、Ac-DEVD-
pNA を切断する。このことより、細胞傷害性を持っている RTE 9’ -12’はどの程度カスパ

ーゼ-3/-7 の活性を有しているのかを検討するため、Jurkat 細胞に RTE 9’ -12’の IC50値を

24 h 作用させ、比色定量法を用いて、カスパーゼ-3/-7 の活性を測定した。図 44 で示した

ように、RTE 9’ -12’はカスパーゼ-3/-7 の活性を有していることが明らかになった。この結

果から、PA は RTE 9’ -12’の中に含まれている可能性があると考えた。 
 

fraction IC50 (mg/mL)

1' なし

2' なし
3' なし

4' なし
5' なし

6' なし
7' なし

8' なし
9' 0.2

10' 0.15

11' 0.28
12' 0.16
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図 44. RTE 9’ -12’は Jurkat細胞に対してカスパーゼ-3/-7 の活性化を引き起こした 

Jurkat 細胞に 0.2 mg/mL RTE または IC50値の RTE 9’ -12’で 24 h を作用させた後、Ac-DEVD-

pNA を用いてマイクロプレートリーダーによって吸光度を測定した。データは、3 回の独立した実験の結果

の平均値±SD である。 

 

4-3-13. RTE 9’ -12’の Jurkat 細胞に対する PARP-1 開裂の検出 
 

4-3-12 では、カスパーゼ-3/-7 の活性評価を行ったため、RTE 9’ -12’による PARP-1 の開

裂を Western Blot を用いて確認した。図 45 より、RTE 9’ -12’は、Jurkat 細胞に対し PARP-
1 を開裂することが観察した。この結果から、PA は RTE 9’ -12’の中に含まれている可能性

があると考えた。 
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図 45. RTE 9’ -12’は Jurkat細胞に対する PARP-1 の開裂を誘導する 

Jurkat細胞に 0.2 mg/mL の RTE、 IC50値の RTE 9’ -12’及び 0.4 µM のスタウロスポリンを 24 h作

用させた。その後、得られたサンプルを SDS-PAGE で分離し、Western Blot による PARP-1 の開裂状

態を解析した。3つの独立した実験のいずれかの代表的な図を示した。 

 

4-3-14. ESI-MS による PA の質量電荷比のピークの検出と検量線の作成 
 

RTE 9’ -12’中の PA 含有量を測定した。まず PA の質量電荷比のピークを検出した。この

実験は山口東京理科大学の吉見研究室で ESI-MS を用いて、実施した。 
ESI-MS のネガティブモードを用いて、PA である質量電荷比 m/z 255 [M－H]－のピーク

を検出した。PA の 0、0.62、1.25、2.5 µg/mL におけるピーク強度は 0、2700、4200、7200
であり、PA の検量線を作成した。図 46 に示したように、PA の濃度が 0-2.5 µg/mL におけ

る検量線を作成し、y = 2781.4x + 486.35, R² = 0.9782 であった。 
   

0

RTE (mg/mL)

0.2 9’ 10’ 11’ 12’
STS 4h
0.4 uM

←45 kDβ-actin

PARP-1 ←116 kD←89 kD



71 
 

 

図 46. PA の質量分析と検量線 

A : ESI-MS による PA の質量分析を行った。B : ESI-MS を用いて、PA の 0, 0.62, 1.25, 2.5 µg/mL に

おけるピーク強度を測定した。  

 

4-3-15. RTE から分離した各フラクション中の PA の検出 
 

RTE 9’ -12’は Jurkat 細胞に対して細胞傷害性を示し、カスパーゼ-3/7 の活性及び PARP-
1 の開裂を誘導したことから、PA がどのフラクションの中に含まれているかを検討した。 

ESI-MS の Negative	modeにより、RTE 9’ -12’を分析した。図 47 に示したように、RTE 
9’、11’、12’の中に、255 [M－H]－のピークが検出されたことから、PA が含まれていること

が示唆された。また、RTE 10’の中において 255 [M－H]－のピークが検出されなかったた
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め、PA が含まれていないことが示唆された。 
 

 
図 47. ESI-MS による RTE 9’ー12’の質量分析 

ESI-MS を用いて、Negative mode による 1 µg /mL の RTE 9’ -12’のスペクトルを分析した。A : RTE 

9’の質量分析結果 B : RTE 10’の質量分析結果。C : RTE 11’の質量分析結果。D : E RTE 12’の

質量分析結果。 

 
4-4. 考察 

 
前章では、RTE は外因性経路を介し、カスパーゼ-7 の開裂に依存するアポトーシス様細

胞死を誘導することが示唆されたが、RTE の有効成分及び有効成分のアポトーシス誘発メ

カニズムは未だ不明のままである。さらにヒキノカサを抗がん作用があるかどうかを評価

するためにも、科学的な根拠を提供する必要がある。その場合、RTE の有効成分の分離及

び有効成分のアポトーシス誘発メカニズムを解明することが必要である。 
本章では、RTE 含有成分の分析を東京理科大学菅原研究室にて実施した結果、RTE 3 の

成分の候補の一つは PA が推定された。これは以前のヒキノカサ成分の分析研究により、

Zhou のヒキノカサのエタノール抽出物の同定、Zhang の揮発性油成分の同定、Xiong の脂

肪酸化合物の同定及び Yue の脂肪酸化合物の同定の結果から、ヒキノカサには PA が含ま

れているため、RTE は PA を含まれていることが考えた (78-81)。 
脂肪酸は、トリグリセリド（TAG）として保存される細胞エネルギーの重要な供給源であ
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り、またエイコサノイドやリン脂質などの生体分子の成分として重要な役割を果たす (122)。
脂肪酸 (Fatty acid、FA)は一般的に飽和 FA と不飽和 FA を区別される。長鎖の飽和 FA で

ある PA は、ヘキサデカン酸(hexadecanoic acid)とも呼ばれていて、動物、植物、微生物に

見られる最も一般的な飽和脂肪酸である。PA は細胞膜を作り、皮脂として分泌し、栄養の

体内循環に必須で、人体において最も豊富な脂肪であり、脂肪酸全体の 20-30%を占める

（123）。PA はパーム油の主要成分（総脂肪の 44％）であり、肉や乳製品（総脂肪の 50-
60％）、ココアバター（総脂肪の 26 %）、オリーブオイル（8-20％）、及び母乳 (総脂肪の 20
〜30％)である（124、125）。また、パルミチン酸はバリア機能の改善に役立つことが明ら

かになっている (126)。 
人体は、脂肪組織から脂肪消費組織へ 24 h で輸送されるために約 0.3 mol 遊離 FA を必

要とする。遊離 FA は、TAG やリン脂質などの大きな分子にエステル化されていないもの

である (122）。血漿中の約 0.3 mM の遊離 FA の濃度が必要であるが、遊離 FA は水溶液よ

りもはるかに低い溶解度を持っている。血漿中の濃度を必要なレベルまで上昇させるため

に、遊離 FA は 2 つの方法でリンパ管と血液を介して体中に輸送される。第一では、カイロ

ミクロンおよび非常に低密度のリポタンパク質に関連する TG として可溶になる。第二で

は、血液および間質液の主要な脂肪酸結合タンパク質（FABP）であるアルブミン (Albumin)
は遊離 FA に非共有結合し、遊離 FA の濃度を数桁的に増加させる (122)。 
細胞外遊離 FA が細胞にシグナル伝達または代謝の結果を及ぼすためには、まず細胞によ

って認識及び取り込まれる必要がある。遊離 FA の T 細胞膜表面受容体には、FA トランス

ロカーゼである CD36、FA 結合タンパク質（Fatty Acid-Binding Proteins、FABP）、およ

び FA輸送タンパク質（Fatty acid transport proteins、FATP）が含まれている。この結合

により、T 細胞への遊離 FA の拡散と安定化を促進する (127、128)。 
図 48 に示したように、遊離 FA は血漿アルブミンから解離した後、CD36、FA輸送タン

パク質（FATP）、および細胞膜 FA 結合タンパク質（FABP）を含むさまざまな遊離 FA ト

ランスポーターによって細胞に取り込まれる。 細胞に取り込また遊離 FA は、TAG として

保存するか、脂肪アシル CoA シンターゼ（Fatty-acyl-CoA synthase、FACS）により脂肪

アシル CoA に変換する。 FA-CoA は、カルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ

（Carnitine palmitoyltransferase、CPT）1 を介してカルニチン (Carnitine）に転移でき

る。アシルカルニチンは、カルニチントランスロカーゼ（Carnitine translocase、CT）に

よるミトコンドリアに浸透し、そこで β-酸化を受け、トリカルボン酸（The tricarboxylic 
acid、TCA）サイクルを用い、アデノシン三リン酸（Adenosine triphosphate ATP）を生成

する (127、128)。 
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図 48. FA代謝の概要 

遊離 FA は血漿アルブミンから解離した後、CD36、FATP、および FABP を含むさまざまな遊離 FA トラン

スポーターによって細胞に取り込まれる。 細胞に取り込また遊離 FA は、FACS による脂肪アシル CoA

に変換する。 FA-CoA は、CPT1 を介して Carnitine に転移できる。アシルカルニチンは、CT によるミト

コンドリアに浸透し、そこでβ-酸化を受け、TCA サイクルを用い、ATP を生成する 

 

PA は、ヒト血漿に存在する最も一般的な長鎖飽和遊離 FA である (129)。PA濃度の恒常

性は厳密に制御されている。PA 濃度の恒常性バランスが崩れると、高濃度の遊離 FA は、

脂肪毒性を形成し、細胞機能の障害、炎症とアポトーシスを引き起こす可能性がある。現在、

高濃度の PA は肥満、2型糖尿病、異所性脂肪の蓄積、脂質媒介血管細胞機能不全、神経変

性疾患、心血管疾患、敗血症、非アルコール性脂肪性肝炎及び Toll-like receptor 4 を介し

た炎症が促進されることが報告した (126、130-136)。 
ここで、PA は RTE の主要な有効成分であるかどうかを検討するため、RTE が誘導する

アポトーシス様細胞死のメカニズムと、PA が誘導するアポトーシスの関連性及び誘導メカ

ニズムの差異を検討した。PA は Jurkat 細胞に対して、Sub-G1 期の増加、PS の露出、ラ

ダー状の DNA 断片化、カスパーゼ-3、-7、-8、-9 の開裂、PAPR-1 の開裂を誘導し、アポ

トーシスを誘導することが明らかになった。これらの結果から、PA はアポトーシス外因性

経路と内因性経路を両方介してアポトーシスを誘導する可能性があると考えた。以上の結

果から、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死は、PA が誘導するアポトーシスによるもの
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ではないことが考えられる。 
Takahashi は PA が Jurkat 細胞に対し、PKC-δをリン酸化させ、ROS を生成し、グル

コース含量の消耗、TAG の形成を引き起こしたことが報告した (137）。この報告の結果か

ら、PA により ROS の生成と TAG の形成が非常に重要だと考えた。ROS には O2の逐次 1
電子還元産物である O2-，H2O2，-OH などが含まれ，生体内に存在するスーパーオキシド

ジスムターゼやカタラーゼ，ペルオキシダ-ゼなどの抗酸化酵素がその代謝に関与する。ROS
は、ミトコンドリアの酸化的リン酸化系に過剰な負荷をかけることにより、または NADPH
オキシダーゼ（Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase、NOX）により生成

される (138)。また、グリセロールは過剰な遊離 FA をエステル結合し、TAG を形成するこ

とより、遊離 FA の細胞毒性を抑制することが明らかになった (139)。 
過剰な遊離 FA がまずグリセロールとエステル結合し、TAG 形成に伴い、NOX を介して

ROS を生成させ、NF-kB経路を誘導する。その後、TAG を加水分解し、過剰な遊離 FA に

よるミトコンドリアの ROS を生成することが報告した (139)。この報告から、異なる遊離

FA が誘導するメカニズムに基づいて、ROS の生成部位が異なっている。そこで、図 40 と

図 41 に示された結果より、24 h の PA によるカスパーゼ-8 とカスパーゼ-9 の開裂を観察

された。または、0.2 mM の PA により、カスパーゼ-8 の開裂が 4 h から観察され、カス

パーゼ-9 の開裂は 8 hまで観察されなかった。この結果により、PA はまずカスパーゼ-8 を

開裂した後、カスパーゼ-9 を開裂することが示された。以上の結果より、PA はまず外因性

経路を活性化した後、内因性経路を活性化することから、まず細胞質内で ROS を生成した

後、ミトコンドリアで ROS を生成することが考えられる。また、過剰な PA により、腫瘍

壊死因子 α (Tumor Necrosis Factor-α、TNF-α)の発現量を増加し、炎症を促進することも

報告された (140)。従って、PA が誘導する ROS の生成の経路を図 49 に示した。まず、PA
はグルコースを消費し、細胞内でジアシルグリセロール (diacylglycerol、DAG）を主要に

形成し、少量の TAG を形成し、ミトコンドリアの酸化的リン酸化系を維持する。そして、

PA は Toll 様受容体 4 (Toll-like receptor 4、TLR4)を介し、及び DAG の形成することを介

し、PKC-δのリン酸化により、NOX を活性化させ、ROS を生成し、NF-kB をリン酸化さ

せ、細胞核へ移動し、TNF-αの発現量を増加し、炎症を引き起こす。さらに、TNF-αによ

り、アポトーシス外因性経路を介してアポトーシスを誘導する。しかし、グルコースを完全

に消耗したから、TAG 及び DAG から分解し、遊離 PA の含量を増加させ、ミトコンドリア

の酸化的リン酸化系の機能障害を引き起こし、β-酸化と ATP 生成を減少し、ROS の生成を

増加させ、さらにアポトーシス内因性経路を介してアポトーシスを誘導する (139、140)。
従って、PA はまず TNF-α を介してアポトーシス外因性経路を活性化させたと、ミトコン

ドリア内因性経路を活性化することを明らかになった。以上の結果から、PA が誘導するア

ポトーシスは RTE が誘導するアポトーシス様細胞死により、まずアポトーシス外因性経路

を活性化させたと、ミトコンドリア内因性経路を活性化することが一致していると示され

た。 
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図 49. PA は Jurkat細胞に対して、ROS の生成と中性脂肪の形成に関するメカニズム 

A : PA はグルコースを消耗し、細胞内で DAG を主要に形成し、少量の TAG を形成し、ミトコンドリアの

酸化的リン酸化系を維持する。そして、PA は TLR4 を介し、及び DAG の形成することを介し、PKC-δ

のリン酸化により、NOXを活性化させ、ROS を生成し、NF-kBをリン酸化させ、細胞核へ移動し、TNF-

α の発現量を増加し、炎症を引き起こす。さらに、TNF-α により、アポトーシス外因性経路を介してア

ポトーシスを誘導する。B : グルコースを完全に消耗したから、TAG 及び DAG から分解し、遊離 PA の

含量を増加させ、ミトコンドリアの酸化的リン酸化系の機能障害を引き起こし、β-酸化と ATP 生成を

減少し、ROS の生成を増加させ、さらにアポトーシス内因性経路を介してアポトーシスを誘導する。   
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TNF-αは、サイトカインの TNF スーパーファミリーに属し、 炎症、分化、細胞増殖の

制御、アポトーシスの開始など、さまざまな細胞プロセスに関与している。 TNF-αは、TNF
受容体 (TNF-receptor、TNF-R)スーパーファミリーの 2 つの受容体、TNF-R1 および TNF-
R2 に結合する。 TNF-R1 は、TNF-α刺激に応答してアポトーシスを媒介する唯一の受容

体である。TNF-α は TNF-R1 への結合し、アポトーシスシグナル伝達経路を誘導できる。 
まず、TNF-R1 の DD に TRADD を結合させ、さらにプロカスパーゼ-8 と結合し、DISC を

形成し、アポトーシスを誘導する。しかし、Edelmann は他の TNF-α-TNF-R1 のモデルを

報告した(116、141)。図 50 を示したように、TNF-αが TNF-R1へ結合し、クラスリンを介

してエンドサイトーシスを行い、エンドソームを形成する。前期 TNF 受容体 (TNF 
receptosomes)エンドソームは TRADD、FADD 及びプロカスパーゼ-8 を補充し、DISC を

形成する。 エンドサイトーシス経路に沿って、前期 TNF 受容体エンドソームは、プロ酸

スフィンゴミエリナーゼ（pro-A-SMase）及びプレプロカテプシン D（pre-pro-CTSD）を

含むトランスゴルジ小胞と融合して、後期 TNF受容体エンドソームを形成する。 後期 TNF
受容体エンドソームの中に、カスパーゼ-8 によるカスパーゼ-7 を開裂させ、pro-A-SMas を

開裂して活性化させる。 活性化された A-SMase は pre-pro-CTSD を開裂し、CTSD を活

性化する。CTSD は後期 TNF受容体エンドソームから細胞質へ放出する。CTSD は Bid を

開裂し、tBid を活性化し、ミトコンドリアへ移動し、シトクロム c の放出を促進する。そ

して、後期 TNF受容体エンドソームにはプロカスパーゼ-3 とカスパーゼ-3 は後期 TNF受
容体エンドソーム中に局在していないことが明らかになった (116)。以上の報告により、

TNF-αが誘発するアポトーシスはカスパーゼ-8 とカスパーゼ-7 を介して行ったことが示さ

れた。図 41 に示したように、0.2 mM の PA により、カスパーゼ-8 と caspse-7 の開裂が 4 
h 作用で観察され、カスパーゼ-9 とカスパーゼ-3 の開裂が観察されないため、PA が TNF-
αを介して外因性経路はまず TNF受容体エンドソームを形成し、カスパーゼ-8 を開裂させ、

カスパーゼ-7 を開裂し、アポトーシスを誘導する。PA は TNF-α を介して外因性経路を誘

導する時に、カスパーゼ-3 の開裂を関与していないことが明らかになった。また、Takahashi
は 24 h 作用の PA が Jurkat 細胞に対し、ROS の生成を増加させ、ΔΨm を低下し、シト

クロム c を放出し、カスパーゼ-9 を開裂させ、カスパーゼ-3 を開裂し、ミトコンドリア内

因性経路を関与してアポトーシスを誘導することも報告した (137)。図 40 に示したように、

24 h 作用の PA により、カスパーゼ-9 の開裂が観察されていて、Takahashi の報告と一致

している。 
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図 50. TNF-α を介してアポトーシス外因性経路 

TNF-α が TNF-R1 への結合し、クラスリンを介してエンドサイトーシスを行い、エンドソームを形成する。

前期 TNF受容体エンドソームは TRADD、FADD 及びプロカスパーゼ-8 を補充し、DISC を形成する。 

エンドサイトーシス経路に沿って、前期 TNF受容体エンドソームは、pro-A-Smaseと pre-pro-CTSD を

含むトランスゴルジ小胞と融合して、後期 TNF受容体エンドソームを形成する。 後期 TNF受容体エン

ドソームの中に、カスパーゼ-8 によるカスパーゼ-7 を開裂させ、PARP-1 と pro-A-SMas を開裂して開

裂させる。 開裂された A-SMase は pre-pro-CTSD を開裂し、CTSD を活性化する。CTSD は後期

TNF受容体エンドソームから細胞質へ放出する。CTSD は Bid を開裂し、tBid を活性化し、ミトコンドリ

アへ移動する。 
 

また、前章の結果から、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死にはカスパーゼ-3 が関与

していないことが示された。そこで、PA は MCF-7 細胞に対するアポトーシスを誘導する

か、カスパーゼ-3 の開裂に依存するのかを検討した。PA は MCF-7 細胞に対する細胞傷害

性があり、カスパーゼ-7 の開裂を観察したことが示された。この結果から、PA は TNF-αを
介してアポトーシス外因性経路により、カスパーゼ-7 を開裂させ、アポトーシスを誘導す

ることが推察された。しかし、0.25 mM の PA では、約 60%の細胞が生きていて、PA は

MCF-7 細胞における IC50値が Jurkat 細胞における IC50値の 4.5倍になることが推定され

る。このことから、PA はカスパーゼ-3 の開裂に関与している可能性があることが推測され

た。以上の結果から、PA が MCF-7 細胞の増殖を抑制能力は PA が Jurkat 細胞の増殖を抑

制する能力より弱いため、RTE 中 PA以外の成分が MCF-7 細胞に対する細胞毒性がある。 
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従って、PA は ROS の生成、中性脂肪の形成、TNF-αの発現及びアポトーシスを誘導す

る経路をまとめ、図 51 を示した。 
 

 
 

 
 

図 51. PA が誘導するアポトーシスのメカニズム 

PA は TLR4 を介し、PKC-δ のリン酸化により、NOX を活性化させ、ROS を生成し、NF-kB をリン酸化

させ、細胞核へ移動し、TNF-α の発現量を増加し、炎症を引き起こす。さらに、TNF-α が TNF-R1

への結合し、クラスリンを介してエンドサイトーシスを行い、エンドソームを形成する。前期 TNF 受容体エ

ンドソームは TRADD、FADD 及びプロカスパーゼ-8 を補充し、DISC を形成する。 エンドサイトーシス経

路に沿って、前期 TNF 受容体エンドソームは、pro-A-Smase と pre-pro-CTSD を含むトランスゴルジ

小胞と融合して、後期 TNF受容体エンドソームを形成する。 後期 TNF受容体エンドソームの中に、カ

スパーゼ-8 によるカスパーゼ-7 を開裂させ、PARP-1 を開裂し、及び pro-A-SMas を開裂して開裂さ

せる。 活性化された A-SMase は pre-pro-CTSD を開裂し、CTSD を活性化する。CTSD は後期

TNF受容体エンドソームから細胞質へ放出する。CTSD は Bid を開裂し、tBid を活性化し、ミトコンドリ

アへ移動する。TAG 及び DAG から分解しすることを伴い、遊離 PA の含量を増加させ、ミトコンドリアの

酸化的リン酸化系の機能障害を引き起こし、β-酸化とATP生成を減少し、ROSの生成を増加させ、

ΔΨm を低下し、シトクロム c を放出し、カスパーゼ-9 を開裂させ、カスパーゼ-3 を開裂し、PARP-1

を開裂させる。 
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菅原研究室で行われた実験では、RTE から分離した RTE 3 から PA の含有を推定した。

しかし、菅原研究室の実験方法により、アニスアルデヒドの発色を用い、PA が発色されな

いことが発見した。また、ESI-MS の結果より、Negative mode と Positive mode を用い、

Negative	modeにより、m/z が 281 [M－H]－も検出された。一方で、Positive	modeにより、

m/z が 279 [M－H]＋と 305 [M－H]＋なども検出された。この結果より、RTE 3 にはいくつ

の物質が含まれていて、RTE 3 の収量から RTE 中の PA 含有量を定量しないと、RTE 中

の PA の作用メカニズムと RTE の全体の抗がんメカニズムの解明ができない。そのため、

RTE 中の PA 含有量を確認することが必要である。 
そこで、RTE 中の PA 含有量を検討するため、菅原研究室の実験方法の一部を参考に、

UVA 照射の発色によって、RTE を分離し、フラクションとして回収した。RTE から分離

された RTE 9’ -12’は Jurkat 細胞に対して細胞傷害性を持っていて、カスパーゼ-3/-7 の活

性を引き起こし、PARP-1 の開裂も観察されたことから、RTE 9’ -12’の中に、PAもしくは

他の抗がん成分が含まれていることが示された。さらに、PA は 0-2.5 µg/mL における検量

線を作成し、ESI-MS を用いて、PA は Negative	modeにより、m/z が 255 [M－H]－が検出

された。	
この結果から、RTE 9’ -12’を ESI-MS を用いて分析し、RTE 9’、11’、12’は Negative	mode

による m/z において、255 [M－H]－が検出されたため、PA が含まれていることが示唆され

た。RTE 10’ の中に、255 [M－H]－のピークが検出されなかったことから、PA が含まれて

いないことが示された。RTE 9’の結果から、255 [M－H]－のピック強度が 4500 と 281 [M
－H]－のピック強度が 2200 であったことから、RTE 9’の中に PA が 66.7 %あると推測され

た。また、RTE 11’の結果から、255 [M－H]－のピック強度が 1400 と 283 [M－H]－のピ

ック強度が 350 であったことから、RTE 11’の中には PA が 80 %あり、RTE 12’の結果か

ら、255 [M－H]－のピック強度が 900 と 279 [M－H]－のピック強度が 1550 であったこと

から、RTE 12’の中に PA は 35 %あることが推測された。以上の結果から、RTE 中には PA
以外の成分が存在することになる。つまり、PA を含有している RTE はカスパーゼ-3 の開

裂を誘導できるはずだが、RTE 添加によるカスパーゼ-3 の開裂を観察できなかったため、

RTE の他の成分が PA により誘導されるカスパーゼ-3 の開裂を阻害していることが考え

られた。 
図 47 の A に示されたことより、RTE 9’には、Negative mode により、m/z が約 281 [M
－H]－が検出され、オレイン酸	 [Oleic acid、OA、C18H34O2、数値表現	 18:1(n-9)]ではない

かと考えられた。Yue の脂肪酸化合物の同定の結果から、ヒキノカサには OA が含まれてい

て、RTE 中に OA を含まれている可能性が高い (80)。また、今回の極性が高いシリカゲル

により、極性が弱い展開溶媒を用い、極性が低い物質がまず分離する (142)。つまり、PA、

OA を順番に分離することより、RTE 9’中に OA が含まれている可能性が高い。 
OA は動物性脂肪や植物油に多く含まれている脂肪酸であり、オリーブオイルの主要成分

である。炭素原子間の二重結合を介して結合している一価の不飽和脂肪酸である 。非脂肪
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細胞（膵島ベータ細胞、肝細胞、T リンパ細胞など）は遊離飽和 FA を飽和 FA 誘発性の脂

肪毒性から保護する TAG にエステル結合する能力が制限され、DAG に多く合成する。DAG
は PKC-δをリン酸化し、ROS を生成する。OA は Dgat2 の発現を増加し、DAG から TAG
への合成を促進することにより、PA 誘発性の DAG の蓄積を減少させる。これにより、OA
は PA が誘導するカスパーゼ-3 の開裂、ladder 状の DNA 断片化を抑制し、さらにアポト

ーシスを抑制することが明らかになった (139)。一方で、過剰な PA により、OA は DAG か

ら TAGへの合成を促進するが、TAG貯蔵の細胞能力を超えた場合、TAG を加水分解され、

細胞の遊離 FA レベルが増加し、ROS を生成し、アポトーシスを誘導することも報告した 
(139)。 

OA は正常細胞に対する毒性はなく、細胞保護に関与している (143)。Fischer は腫瘍細

胞に致死的なヒト α-ラクトアルブミン（Human α-Lactalbumin Made Lethal to Tumor 
Cells、HAMLET）が α-ラクトアルブミンとオレイン酸の分子複合体である。α-ラクトアル

ブミンは強く結合した Ca2+イオンを放出し、OA の添加により、HAMLET を形成する。

HAMLET はがん細胞に対するアポトーシスを誘導し、正常細胞に対する毒性はないことが

報告した (144)。OA は HepG2 細胞対する毒性があり、ROS を生成させ、TNF-αの発現を

増加させることが報告した (145)。特に、OA は Jurkat 細胞に対し、sub-G1 期の増加、

PKC-δのリン酸化、ROS の生成、クロマチンの凝縮、ΔΨm の低下、カスパーゼ-3/-7 の開

裂、及び TNF-α の発現の増加を誘導することも報告した (146)。ただし、Hallgren は

HAMLET が Jurakt 細胞に対する誘導するアポトーシスが Bcl-2 及び p53 に依存せず、カ

スパーゼの開裂を依存する。また、HAMLET はカスパーゼの開裂を非依存的な細胞死誘導

していることも報告した (147)。以上のことから、OA は α-ラクトアルブミンに結合させ、

HAMLET を形成するから、PKC-δのリン酸化により、ROS を生成し、TNF-αの発現量を

増加し、カスパーゼ依存的なアポトーシスを誘導する。また、HAMLET はネクローシスな

どの非カスパーゼ依存的な細胞死を誘導すると推測した。 
PA と OA の共作用による、Jurkat 細胞に対するアポトーシス誘導メカニズムを図 51 に

示した。OA は Dgat2 の発現を増加し、PA 誘発性の DAG を TAGへの合成を促進するこ

とにより、ミトコンドリアの酸化的リン酸化を維持し、PA がミトコンドリア内因性経路を

介してアポトーシスを抑制する。一方で、PA と OA は TLR4 を介し、PKC-δのリン酸化に

より、ROS を生成し、TNF-αの発現量を増加した。さらに、TNF受容体エンドソームを形

成し、カスパーゼ-8 によるカスパーゼ-7 を開裂させ、アポトーシスを誘導することが推察

された。図 52 に示したように、PA と OA のアポトーシス誘導メカニズムは、RTE は外因

性経路を介し、カスパーゼ-7 依存的なアポトーシス様細胞死を誘導することと似ているこ

とが示された。 
RTE 9’に、OA が含まれている可能性があるが、定量ができないため、今後の実験で、

RTA 中の OA の含量を測定すれば、RTE のアポトーシス様細胞死のメカニズムがさらに予

測できると考える。そして、RTE 9’ -12’には抗がん作用があり、PAや OA が含まれていな
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いことから、他の抗がん物質を含んでいる可能性が非常に高く、同定することが必要である。 
 

 
 

 
図 52. PA と OA が誘導するアポトーシスのメカニズム 

OA は Dgat2 の発現を増加し、PA 誘発性の DAG を TAG への合成を促進することにより、ミトコンドリ

アの酸化的リン酸化を維持し、PA がミトコンドリア内因性経路を介してアポトーシスを抑制する。一方で、

PA と OA は TLR4 を介し、PKC-δ のリン酸化により、ROS を生成し、TNF-αの発現量を増加した。

さらに、TNF-α が TNF-R1 への結合し、クラスリンを介してエンドサイトーシスを行い、エンドソームを形

成する。前期 TNF受容体エンドソームは TRADD、FADD 及びプロカスパーゼ-8 を補充し、DISC を形

成する。 エンドサイトーシス経路に沿って、前期 TNF 受容体エンドソームは、pro-A-Smase と pre-

pro-CTSD を含むトランスゴルジ小胞と融合して、後期 TNF 受容体エンドソームを形成する。 後期

TNF 受容体エンドソームの中に、カスパーゼ-8 によるカスパーゼ-7 を開裂させ、PARP-1 を開裂し、及

びpro-A-SMasを開裂して開裂させる。 活性化されたA-SMaseはpre-pro-CTSD を開裂し、CTSD

を活性化する。CTSD は後期 TNF 受容体エンドソームから細胞質へ放出する。CTSD は Bid を開裂

し、tBid を活性化し、ミトコンドリアへ移動し、シトクロム c を放出し、カスパーゼ-9 を開裂させ、カスパー

ゼ-3 を開裂し、PARP-1 を開裂させる。 
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第 5 章 総合討論 
 
がんは、世界の多くの地域で主要な疾患として問題になっている(1)、全世界で、2040 年

には 1,640 万人ががんによって死亡すると予測されている (2、3)。現在の治療方法には

局限性があり、強い副作用を伴っていることが明らかになっている(7)。この問題を解決す

るため、抗がん性を持ち、正常細胞に対して毒性がなく、人体に対して副作用がない中薬に

着目した（53）。RTE は抗腫瘍性が強いことから、化学療法剤に代わり、正常細胞に傷害を

引き起こさず、がんに対して効果的に作用し、新しい治療方法になる可能性が高いが、成分

が不明であり、アポトーシスと誘導メカニズムも未だ解明されていない。本研究では、in 
vitro で Jurkat 細胞における RTE の抗がん性及び抗がんメカニズムを検討した。 
研究の結果から、RTE は Jurkat 細胞の増殖を有意に抑制したことから、RTE は抗がん

性を持っていることが示された。中薬から抽出された特定の成分はがん細胞に対して細胞

周期停止を誘導することが報告されている (83)。RTE と細胞周期停止の関係性を検討した

結果から、RTE は細胞周期を停止しないことが明らかになった。 
アポトーシスの形態学的な特徴として、細胞が丸くなって収縮すること、及び隣接する細

胞との剥離、クロマチンの凝縮、核の変形からの核膜崩壊、DNA の断片化、膜ブレブの形

成、アポトーシス小体と呼ばれる細胞質ゾル、凝縮したクロマチンおよびオルガネラを含む

コンパクトな膜密閉構造に断片化することが確認されている。ネクローシスはアポトーシ

スとは対照的に細胞膜の完全性の喪失、細胞の膨張及び破壊をもたらし、細胞内の炎症性物

質などが放出し、周囲の細胞の炎症を誘導する (15、17）。また、その他の特徴として、カ

スパーゼ-3 及び-7 の開裂、ヌクレオソーム単位の DNA 断片化及び PARP-1 の切断がある

（34、41）。また、中薬から抽出された特定の成分はがん細胞に対してアポトーシスを誘導

することが報告されている (63)。 
RTE は細胞周期の停止を誘導しなかったことから、アポトーシスの関与を確認した。RTE

は細胞の収縮と核の凝縮を誘発するが、ヌクレオソーム単位での DNA の断片化は誘発せ

ず、高分子での DNA 断片化を誘導する可能性がある。したがって、RTE は典型的なアポ

トーシスではなく、アポトーシス様細胞死を誘発する能力を持つことが示された。 
RTE は Sub-G1 細胞を増加したため、ヌクレオソーム単位での DNA 断片化を誘導でき

ると考えているが、ヌクレオソーム単位での DNA 断片化を誘導しないことが観察した。

Mattes よりネクローシス細胞はアポトーシス細胞のように Sub-G1 期の増加を引き起こす

ことから、Sub-G1 期の増加は単純にアポトーシス細胞の増加ではなく、ネクローシス細胞

の増加も検出できる（114）。Sub-G1 期の測定だけではなく、カスパーゼの活性評価をする

ことで、アポトーシスが誘導されているのかを正確に判断する必要があると考えられる。 
RTE が誘導するアポトーシス様細胞死はカスパーゼ依存性があるかどうかを汎カスパー

ゼ阻害剤を用いて検討した(39、87、116)。汎カスパーゼ阻害剤により、RTE が誘導するア

ポトーシス様細胞死はカスパーゼに依存していることが示されたが、Z-Asp-CH2-DCB は
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PARP-1 の開裂を完全に抑制できなかったことから、非カスパーゼ依存的な AIF など、カ

スパーゼ以外の影響があると予想される (113、117) 。そして、汎カスパーゼ阻害剤 Z-Asp-
CH2-DCB は RTE が誘導するアポトーシス様細胞死を抑制したことから、RTE がカスパー

ゼ-3 の開裂に依存せず、カスパーゼ-7 の開裂を介して PS の露出と Sub-G1 期細胞の増加

を誘導することが示された。カスパーゼ-3 が欠損した MCF-7 細胞は、薬剤によって誘導さ

れるアポトーシスとカスパーゼ-3 の関係性を検討するためによく使用されている（86）。
RTE が誘導するアポトーシス様細胞死はカスパーゼ-3 の開裂に依存せず、カスパーゼ-7 の

開裂に依存していることが示された。これらの結果は、Yang よりアンドログラフォライド

が C6 グリオーマ細胞に対してカスパーゼ-7 を介してアポトーシスを誘導するという報告

と一致している (118)。 
カスパーゼ-3 が主要なアポトーシス関連エフェクターカスパーゼであり、様々な薬剤が

カスパーゼ-3 を開裂させ、アポトーシスを誘導する報告が多い (41)。一方で、カスパーゼ

-3 を開裂せず、カスパーゼ-7 を介してアポトーシスを誘導する研究は非常に珍しい。RTE
はカスパーゼ-3 を開裂させなかったため、RTE の含有成分がカスパーゼ-3 開裂の阻害剤と

して作用する可能性があることを予想される。そして、RTE によるヌクレオソーム単位で

の DNA 断片化を誘導しないことは、RTE がカスパーゼ-3 を開裂させないため、DNA 断片

化が誘導されない、または RTE の成分の一つがヌクレオソーム単位での DNA 断片化を抑

制している可能性があると考えている。例えば、ショウガ科ショウガ属多年草であるウコン

の根茎より得たエタノール抽出物であるクルクミンはヌクレオソーム単位での DNA 断片

化を阻害することが報告されている (118)。 
アポトーシスのシグナル伝達経路には、外因性経路及びミトコンドリア経路がある（25）。
外因性経路には、細胞死受容体にデスリガンドが結合して活性化され、DISC を介して、カ

スパーゼ-8 を開裂させる （26-28）。ミトコンドリア経路は、ΔΨm低下及びシトクロム c
を放出し、カスパーゼ-9 を開裂させる (29-31)。カスパーゼ-8 及び-9 の活性化はカスパー

ゼ-3 及び -7 を開裂することで、アポトーシスを進行させる。抗アポトーシスタンパク質

の Bcl-2 はミトコンドリアの外膜に存在し、シトクロム c の放出を阻害する (30)。Bcl-2 の

過剰発現は抗がん剤とミトコンドリア経路の関連性を検討するためによく使用されている

（30）。Bcl-2過剰発現を用い、RTE によるミトコンドリア経路への関与性を検討した。Bcl-
2 の過剰発現は RTE が誘導するアポトーシス様細胞死を抑制しなかったことから、RTE が

誘導するアポトーシス様細胞死はミトコンドリア経路に依存しないことが示された。これ

らの結果は、Jiang よりカスパーゼ-8 開裂を介してカスパーゼ-9 開裂を誘導できるという

報告と一致している（121）。また、カスパーゼ-8 が開裂すると、tBid がミトコンドリアへ

移動し、Bcl-2 を阻害するため、シトクロム c の放出を促進することから、RTEもこのメカ

ニズムを誘発する可能性がある (35)。 
ヒキノカサの化学組成は非常に複雑であり、栽培技術、収穫時期、土壌、加工などによっ

て品質に影響を与えるため、有効成分が多少異なることがある。ヒキノカサが抗がん治療に
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利用できる科学的な根拠を提供するため、RTE の有効成分の同定及び有効成分のアポトー

シス誘発メカニズムを解明することが必要である。本研究では、菅原研究室の結果から、PA
は RTE の構成成分の一つであると推定した。これらの結果は、Zhang の揮発性油成分の分

析、Xiong の脂肪酸化合物の分析、Yue の脂肪酸化合物の分析、Zhou の 70 %のエタノール

抽出物の分析から、PA を推定したことと一致している。また、吉見研究室の結果から、PA
は RTE の構成成分の一つであることが明らかになった。PA は、最も一般的な飽和脂肪酸

であり、細胞膜を作り、皮脂として分泌され、栄養の体内循環に必須である（123、124）。
人体組織の PA 濃度の恒常性は厳密に制御されている。PA濃度の恒常性バランスが崩れる

と、高濃度の遊離 FA は、脂肪毒性を形成し、細胞機能の障害、炎症とアポトーシスを引き

起こす可能性がある (130-136)。以上のことより、PA が RTE の主要な有効成分であるかど

うかを検討するため、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死のメカニズムと、PA が誘導す

るアポトーシスの関連性及び誘導メカニズムの差異を検討した。その結果、PA は Jurkat
細胞に対してアポトーシスを誘導することが明らかになった。これらの結果は Takahashi
が発見した結果と一致している (137)。また、PA は ROS を生成することにより、TNF-α
の発現の増加とミトコンドリアの酸化的リン酸化系の機能障害を引き起こし、カスパーゼ-
3 依存的なミトコンドリア内因性経路や外因性経路を介して、アポトーシスを誘導すること

が推察された (140)。つまり、PA が誘導するアポトーシスメカニズムはカスパーゼ-3 を開

裂させるため、RTE が、カスパーゼ-7 のみを介したアポトーシス様細胞死誘導メカニズム

と異なっていることが示された。 
菅原研究室の結果から、RTE 3 中から、PA が含まれていると推定された。キンポウゲ科

に所属する Nigella sativa 中 PA の含有量 8.51 %、キンポウゲ科に所属するトリカブト中

PA の含有量 14.24 %により、PA の含有量が高い可能性が高く、これはヒキノカサが他のキ

ンポウゲ属を持っていない塊茎を持っていることが重要な原因だと考えている (148、149)。 
さらに、0.2 mg/mL の RTE はカスパーゼ-3 の開裂が誘導できるが、RTE はカスパーゼ-

3 の開裂を誘導しないため、RTE に含まれる他の成分によって、PA が誘導するカスパーゼ

-3 の開裂を阻害していることが考えられた。また、吉見研究室の結果から、OA が含まれて

いることが示唆された。Yue の脂肪酸化合物の分析により、ヒキノカサには OA を含んでい

ることが明らかになっている (80)。OA は動物性脂肪や植物油に多く含まれている不飽和

FA である（139)。α-ラクトアルブミンは強く結合した Ca2+イオンを放出し、OA の添加に

より、HAMLET を形成し、がん細胞に対してアポトーシスを誘導し、正常細胞に対する毒

性はないことが報告された (144)。特に、OA は α-ラクトアルブミンに結合し、HAMLET
を形成するため、Jurkat 細胞に対して PKC-δをリン酸化させることで、ROS を生成し、

TNF-αの発現量が増加し、カスパーゼ依存的なアポトーシスを誘導する。また、HAMLET
はネクローシスなどの非カスパーゼ依存的な細胞死を誘導すると推測した (147)。そして、

OA は DAG を TAGへの合成を促進させ、ミトコンドリアの酸化的リン酸化系の機能障害

を抑制し、ミトコンドリアの酸化的リン酸化を維持することから、トコンドリア内因性経路
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を介したアポトーシスを抑制する。一方で、OA は PA が誘導する TNF-α の発現の増加を

促進し、カスパーゼ-7 の開裂に依存的な外因性アポトーシスを誘導することが推察された。

つまり、OA と PA を共作用させることにより、カスパーゼ-3 を開裂せず、ミトコンドリア

内因性経路非依存的に、TNF-αの発現を増加させ、外因性経路を介したカスパーゼ-7 によ

るアポトーシスを誘導することが推察される。このアポトーシス誘導メカニズムは RTE が

誘導するアポトーシス様細胞死と似ていることが示された。Zhou はヒキノカサの 70 %の

エタノール抽出物は TNF を誘発することから、抽出物の有効成分の PA は TNF を誘発す

る。同様に RTE は PA を含んでいるので、TNF-αの発現を増加できると考えている。つま

り、PA と OA を組み合わせることで、RTE の抗がん作用になっていることが考えられる。 
ただし、今回 RTE 中の OA 含量を測定していない。RTA 中の OA の含量を測定すれば、

RTE のアポトーシス様細胞死のメカニズムがさらに予測できると考える。そして、RTE 10’ 
-12’には抗がん作用があり、PA や OA が含まれていないことから、他の抗がん物質を含ん

でいる可能性が非常に高く、同定することが必要であり、さらに、RTE のアポトーシス様

細胞死のメカニズムを解明させると考えた。また、ヒキノカサ中に他の不飽和 FA を含まれ

ていること明らかになったため、RTE 10’ -12’の中に PA の作用メカニズムを抑制している

可能性があり、カスパーゼ-3 の開裂を阻害する可能性もある。 
図 53 に示したように、RTE が誘導するアポトーシス様細胞死メカニズムを予測した。

RTE は外因性経路を介して、カスパーゼ-7 の活性依存的なアポトーシス様細胞死を誘導す

ることが示された。また、RTE の成分は一部同定され、PA が含まれていることが明らかに

なった。また、RTE 中に OA が含まれていることが推測された。従って、RTE は抗がん効

果があり、複数の有効成分を含む可能性があることが示された。 
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図 53. RTE が誘導するアポトーシス様細胞死のメカニズム 

RTE はカスパーゼ-8 を開裂させ、カスパーゼ-7 に依存的なアポトーシス様細胞死を誘導する。 
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