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第一章 緒言 

 

第一節 研究の背景について 

 

第一項 発癌と予防に関する取り組み 

 2013 年のがんの統計によると、がんは本邦における死亡原因の第 1 位であ

る。なかでも大腸癌は食生活の欧米化などにより 1980 年代以降その罹患率は

増加傾向にあり、部位別の死亡数は男性では肺癌、胃癌に続いて第 3位、女性

では第 1位である（1）。そしてがんの発症は、年齢との相関性が高いことも統

計データで示されており、高齢化社会の到来により今後もがん罹患者が増加す

ることが予想される。 

がんは、ウイルスや放射線、化学物質などの外的環境因子や細胞内に発生し

た過剰な活性酸素などが染色体 DNA を損傷することに端を発し、一般的には

変異遺伝子の蓄積やメチル化異常などのエピジェネティックな異常が、正常細

胞に異常増殖を引き起こすことで正常組織から前癌性病変、早期癌そして進行

性の癌へと進展していく疾病である(2)。 

一方、がんの発症は、食生活などの生活習慣も大きな危険因子になることが

易学研究で示され、1980年代の米国では、発がん危険因子の摂取を避け、予防

効果のある食品を積極的に摂取することで、がん罹患リスクを低減しようとす

るがん化学予防（cancer chemoprevention）の考えが生まれた(3)。そして、が

んの発生を抑制したり、発症や発育を遅らせたりすることができる食品につい

て多数報告されるようになり、1992年にはアメリカ国立がん研究所（NCI）で、

野菜や果物が、がん予防にどのような効果を示すかを科学的に検証するデザイ

ナーフーズプログラムが実施された(4)。その結果、発癌予防効果が期待される
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多くの食品が示され、そのなかでニンニクは、がん予防が最も期待される食材

として示されており、デザイナーフーズとして注目されている素材でもある

（Figure 1-1）(4)。 

そして本邦においても、1984年より「対がん 10ヵ年総合戦略」を策定する

など国策としてがん対策に取り組んでいる。また、平成 24 年に閣議決定され

たがん対策推進基本計画(5)では、がんによる死亡者の減少などが目標として掲

げられ、さらに個別目標としてがん医療の充実と共にがんの予防も含まれてい

る。がんの予防に関する取り組みとして、肺癌と相関の高い喫煙率を低下させ

るための啓蒙活動や、野菜や果物の摂取量を増加させるための啓蒙活動が行わ

れている。さらに、国立がん研究センターでも科学的根拠に基づいたがん予防

効果の研究を推進している(6)。このように国民の 2人に 1人が、がんを発症す

る現在では、日常生活において、がんの発症や発育を予防・抑制することが、

これからの社会に求められていることの一つであると言える。 
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Figure 1-1 デザイナーフーズピラミッド 

Caragay A. B.: Cancer-preventive foods and ingredients. Food Technol., 4, 65-68, 1992より
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第二項 1,2 Dimethylhydrazine によるラット大腸発癌モデル 

がんの化学予防効果を検証するには、疾患モデル動物を用いる場合が多い。

例えば、1,2 Dimethylhydrazine（DMH）は、げっ歯類の大腸発癌剤として広

く利用されており、その発癌メカニズムについても解明されている(7,8,9)。例

えば、皮下注射された DMH は肝臓で酸化還元酵素であるシトクロム P450

（CYP450）1A1によって Azoxymethane（AOM）に代謝され、さらに CYP450 

2E1によって中間体であるmethylazoxymethanol (MAM)に変換される。そし

て、最終的に高反応性の代謝産物である methyldiazonium イオンに代謝され

る（Figure 1-2）。MAM は胆汁に排出され大腸に移送されるか、血流から直

接大腸上皮に到達する。また、別の報告では in vitroの実験で大腸粘膜細胞も

しくは大腸バクテリアが直接、DMH を MAM に代謝することも確認されてい

る(10,11)。そして、MAM は大腸上皮細胞 DNA のグアニン塩基（G）をメチ

ル化して O6-メチルグアニンに変化させる。通常、グアニン塩基はシトシン（C）

塩基と 3 箇所の水素結合で会合するが、O6-メチルグアニンでは水素結合部位

が 2 箇所となり、チミン（T）塩基とミスペアリングする。そしてミスペアリ

ングしたチミン塩基は DNA 複製時にアデニン（A）塩基と会合する（Figure 

1-3）。つまり、DMH は、その代謝産物が染色体 DNA に付加体を形成させ、

DNA複製過程で G:C塩基対を A:T塩基対に変異させることで遺伝子変異を引

き起こし、癌化に関与している。 

事実、DMHによる大腸発癌誘導ラットの腫瘍では腺腫組織の 16 %、そして

腺癌組織の 53 %で KRAS遺伝子（コドン 12や、コドン 13、59）の Gは Aに

変異している（12,13）。そしてラット APC遺伝子についても 33 %の腫瘍で G

から A に変異している(14,15,16)。さらにβ-catenin 遺伝子についても DMH
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誘発腫瘍の 77 %で G から A への変異が確認されている(17,18,19)。このよう

に DMHによる発癌誘導は K-rasや APC、β-cateninといった細胞増殖に関わ

る遺伝子に変異を生じさせた結果、細胞の異常増殖を引き起こし、腺腫や腺癌

へ進行させる。 

一方、フォーゲルシュタインらはヒト大腸癌の研究から多段階発癌モデルを

提唱している(2)。これは異なる遺伝子が連続的な変異によって、本来制御され

た細胞増殖機構を破綻させ、細胞の異常増殖を引き起こすことで、正常粘膜が

腺腫、早期癌そして進行性の癌へと進展していくというモデルである。大腸癌

以外でも乳癌など複数の癌種で確認された現在広く支持されているがんの進行

モデルである。例えば、1 cm以上のヒト大腸腫瘍性病変では、50 %の病変で

KRAS遺伝子に Gから A変異が確認されている(20)。 

このように DMHによるげっ歯類の大腸化学発癌モデルは、ヒト大腸癌と類

似した遺伝的および組織的変化を示すため、DMH による大腸発癌を、多段階

発癌モデルに当てはめたて考えることができる。DMH 代謝物である MAM に

よって DNA が損傷（変異）されるイニシエーション過程と、自律的な細胞増

殖能を獲得したプロモーション過程、そして遺伝子異常が増加し悪性化したプ

ログレッション過程として捉えることができ、環境因子や食品、薬剤が大腸癌

の発症・発育にどのように影響するかを研究する際、広く用いられている発癌

モデルである。 
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Figure 1-2 Scheme of DMH metabolism. 

Figure 1-3 Scheme of DMH-induced DNA mutation. 
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第二節 熟成ニンニク抽出液（AGE）について 

第一項 ニンニクについて 

 ニンニクはアスパラガス目のネギ科、アリウム属（Allium）に分類され、滋

養強壮や様々な疾患に対して効果があるとされる古くからアジアを中心に世界

中で栽培されている機能性の食品である。1999年の統計データでは全世界で約

900 万トンが生産され、国別では中国が 599 万トン（70 ％）、韓国が 48 万ト

ン（5 %）、インドが 45万トン（5 %）、アメリカが 22万トン（2 %）の順で、

日本の生産量は約 4万トンである。 

 Table 1-1にニンニク鱗茎の栄養学的な組成を示す(21)。水溶性多糖類のフル

クタンが乾燥重量比で 8割を占めるが、他の食品にないニンニクの特徴として

アルギニン含量が特に高い点が挙げられ、総イオウ含量は 0.3 %に相当する。 

生ニンニクの主要な特徴成分は、アリイン（alliin：(+)-S-allyl-L-cyctein 

sulfoxide）であるが（Table 1-2）(22)、ニンニクの細胞が破砕されると無臭の

アリインはアリイナーゼによる酵素反応で強い抗菌性を有するアリシンへ変換

される。アリシンは血液中ではヘモグロビン中の 2価鉄を 3価鉄に酸化しメト

ヘモグロビンを生じ、生体に対して貧血などを引き起こし(23)、また胃粘膜傷

害を引き起こすことが報告されているため(24)、生ニンニクの過剰な摂取は健

康障害につながる恐れがある。ただ、アリシンは不安定な化合物であり、20 ℃、

20 時間でほぼ完全にニンニク特有の臭いを発するジアリルスルフィド類に分

解され(25)、さらに温度や溶媒などの諸条件でジアリルスルフィド類、ビニル

ジチイン類、アホエン、S-アリルシステイン、S-アリルメルカプトシステイン

などの多様な化合物に変化する(Figure 1-4)。Table 1-3に、生ニンニクを乾燥

して粉末化したガーリックパウダー、生ニンニク破砕物を水蒸気蒸留したガー
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リックオイル、生ニンニク破砕物を植物オイルで抽出したオイルマセレート、

そして熟成ニンニク抽出液に含まれる主要な化学成分の含量をまとめた(22)。 

 ニンニクは古くから滋養強壮のための食材だけでなく、様々な疾患に効果が

あるとされているが、その主な薬理的作用として、抗菌活性による感染症予防

効果、コレステロール低下作用による循環器疾患の予防効果、抗酸化作用によ

る発癌予防効果などが科学的に示されている。 

ニンニクの感染症予防効果として、Jezpwa らは生ニンニクと乾燥粉末ニン

ニク調製品が、黄色ブドウ球菌、ブドウ球菌属細菌、肺炎桿菌、プロテウス属

細菌、大腸菌、腸炎菌、真菌の鵞ロ瘡カンジダに対して効果的であると報告し

ている(26)。 

また、ニンニクの循環器疾患予防効果として、ニンニクやニンニク由来のイ

オウ化合物であるアホエン、ジチイン類、S-アリルシステインはコレステロー

ル合成の主要酵素であるβ－ヒドロキシ－β－メチルグルタリル CoA

（HMG-CoA）合成酵素と還元酵素を阻害することで、肝臓におけるコレステ

ロール合成と脂肪酸合成を抑制し、コレステロール低下作用による循環器疾患

の予防効果を示すことが報告されている（27, 28, 29）。 

そして、ニンニクの抗酸化作用による発癌予防効果として、ニンニク中に豊

富に含まれるスルフィド類やシステイン誘導体といったイオウ化合物が持つペ

ルオキシラジカルの消去能により（30,31）、細胞内で過剰に発生した活性酸素

が除去され、酸化的 DNA 損傷を軽減させることで、発癌抑制に寄与すると報

告されている(32)。つまり、ニンニクの抗酸化作用による発癌予防効果は、発

癌のイニシエーション過程に作用し、発癌物質による DNA の酸化的遺伝子変

異を軽減する効果に起因すると考えられている。例えば、疫学的な研究では、

日常的なニンニクの摂取は大腸癌や胃癌、食道癌の発症リスクを低下させるこ
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とが明らかとなっている(33,34)。そしてニンニクおよびそのイオウ化合物は、

動物実験において大腸発癌を抑制すると報告され(35,36,37)、培養細胞株を使

っ た 実 験 に お いて 癌 細 胞 の 増 殖を 抑 制 し た と 報告 さ れ て いる

(38,39,40,41,42,43,44,45)。また、Sumiyoshiらは、S-アリルシステインが DMH

誘発性のマウス大腸腺管細胞の核異常を濃度依存的に抑制することを示し、こ

のとき抗酸化作用の指標の一つであるグルタチオン Sトランスフェラーゼの活

性が、肝臓および大腸組織で亢進していたことから、S-アリルシステインは抗

酸化作用により DMH の最終代謝物（メチルアゾニウムイオン）の活性化を抑

制することで、大腸組織細胞の核障害性を抑制したと考察している(35)。さら

に、Hosonoらは、ジアリルトリスルフィド(DATS)がヒト大腸癌細胞株に対し

て、細胞周期の G2/M期での停止させ、アポトーシスを誘導させることで、細

胞増殖抑制作用を示すことを報告している(41)。 

 このようにニンニクおよびそのイオウ化合物は、デザイナープログラム(4)

で示されたとおり、癌の発生予防や発育抑制効果を持つ素材であることが動物

実験や培養細胞実験で報告されている。 
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Table 1-1 ニンニク中の主な栄養成分組成 （可食部 100ｇあたり） 

 

水
分
（g

） 

蛋
白
質(g

) 

脂
質(g

) 

炭水化物

（ｇ） 

灰

分

(g) 

 

食物繊

維（ｇ） 

ビタミン

(mg) 

アミノ酸組成(mg) 

糖
質 

繊
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水
溶
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溶
性 

B
1
 

C
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ジ
ン 
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ル
ギ
ニ
ン 

 

ア
ス
パ
ラ
ギ
ン
酸 

グ
ル
タ
ミ
ン
酸 

60.3 8.4 0.1 28.7 0.9 1.6 5.8 2.6 0.21 19 290 1300 630 960 

 

出典；化学技術庁資源調査会編：四訂日本食品成分表, p.166, 250, 395, 420, 1993. 
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Table 1-2 生ニンニクに含有される主なイオウ化合物の種類と含量* 

化合物名 生ニンニク中含量（mg/g） 

(+)-S-アリル-L-システインスルホキシド（アリイン） 5.4～14.5 

(+)-S-メチル-L-システインスルホキシド（メチイン） 0.2～2 

(+)-S-(trans-1-プロペニル)-L-システインスルホキシド（イソ

アリイン） 

0.1～2 

γ-グルタミル-S-アリル-L-システイン 1.9～8.2 

γ-グルタミル-S-(trans-1-プロペニル)-L-システイン 3～9 

γ-グルタミル-S-メチル-L-システイン 0.1～0.4 

アリシン 2.5～5.0** 

* Koch, H. P., and Lawson, L. D. (eds.): Garlic; The science and therapeutic application 

of Allium sativum L. and related species, p. 42, Williams & Wikins, Baltimore, 1996 よ

り一部データ引用, **生ニンニクを同量の水とともに破砕し、生じたアリシンを HPLCに

て測定した 

出典；齋藤洋: 4.ニンニクの化学、ニンニクの科学（朝倉書店）, p96, 2000 
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Figure 1-4 Organosulfur compounds derived from garlic.  

出典；齋藤洋: ニンニクの科学（朝倉書店） 4.ニンニクの化学, p106, 2000 
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Table 1-3 加工ニンニク中の主要な含有成分 

 ガーリッ

クパウダ

ー 

ガーリッ

クオイル 

オイルマ

セレート 

熟成ニン

ニク抽出

液（AGE） 

加熱処理

ニンニク 

アリイン +++ N.D. N.D. ± +++ 

アリシン生成能 +++ N.D. N.D. N.D. N.D. 

アリシン N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

ビニルジチイン類 N.D. N.D. +++ N.D. N.D. 

アホエン N.D. N.D. ++ ± N.D. 

アリルスルフィド類 N.D. +++ +++ + ± 

γ-グルタミル-S-アリル

システイン 

+++ N.D. ++ ++ +++ 

S-アリルシステイン N.D. N.D. +++ +++ ± 

S-アリルメルカプトシス

テイン 

N.D. N.D. N.D. + N.D. 

フルクタン +++ N.D. +++ +++ +++ 

スピロスタノールサポニ

ン類 

N.D. N.D. U +++ N.D. 

フルクトシル-アルギニン N.D. N.D. U +++ N.D. 

F-4 U N.D. U +++ U 

+++, ++, +, ±, N.D.: 生ニンニク 1gに換算した成分含量。それぞれ 1 mg以上, 0.2 mg～

1 mg, 0.05 mg～0.2 mg, 0.01 mg～0.05 mg, 0.01 mg以下. U: 未実施。 

ガーリックパウダー：生ニンニクの凍結乾燥粉末、ガーリックオイル：生ニンニクをスラ
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イスし水蒸気蒸留後分離されたオイル、オイルマセレート：生ニンニクを大豆油中で粉砕

し 4週間室温に放置、熟成ニンニク抽出液：湧永製薬（株）製造品、加熱加工処理ニンニ

ク：生ニンニクを沸騰水中で 1時間加熱。 

出典：齋藤洋: ニンニクの科学（朝倉書店） 4. ニンニクの化学, p.107, 2000 
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第二項 熟成ニンニク抽出液（AGE）について 

 熟成ニンニク抽出液（aged garlic extract; AGE）はスライスした生ニンニク

をエタノール中で 10 ヶ月以上熟成させ、濃縮した褐色の抽出液であり、生ニ

ンニクとは含まれる成分にも違いがある。AGEに特徴的に含まれる成分として、

S-アリルシステイン（SAC）、S-アリルメルカプトシステイン（SAMC）、γ-

グルタミル-S-アリルシステイン（G-SAC）などの水溶性イオウ化合物の存在が

挙げられる(Table1-3)。AGE中のイオウ化合物の存在量は S-アリルシステイン

が最も多く、主な活性成分であると考えることができる。一方、アリシン、ビ

ニルジチイン類、アホエンなどの脂溶性イオウ化合物は含んでいない。また揮

発性のイオウ化合物として知られるジアリルスルフィド（DAS）、ジアリルジ

スルフィド（DADS）、ジメチルジスルフィドなどのアリルスルフィド類はごく

僅しか存在しないため、ニンニクに特異的な臭いがほとんどない点が特徴とし

て挙げられる（Figure 1-4）。 

 これまでの先行研究で、AGE には抗腫瘍効果、免疫賦活効果、抗酸化効果、

抗疲労効果など多くの生理機能が報告されている。 

例えば AGE の抗腫瘍効果としては、大腸腺腫保有者を対象とした臨床試験

において、新規腺腫の発生抑制効果が確認されている(46)。また、ヒト大腸腺

癌細胞株の増殖抑制効果(47)や、大腸腫瘍化学誘発ラットに対する腫瘍発生抑

制効果(48)が報告されている。 

そして、AGEの腫瘍免疫賦活効果として、肝癌患者での血中 natural-killer 

(NK)細胞の活性亢進作用(49)、Sarcoma-180細胞移植マウスでの NK活性増強

作用(50, 51)が報告されている。さらに、抗酸化効果として AGEを経口投与し

たマウスで nitric oxide (NO)の血中濃度上昇が報告されている（52）。一方で、
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NO は腫瘍に対して抑制と促進の両面の作用が報告されている。例えば、

Reynaertらは、NOが腫瘍の発育段階で活性化し、アポトーシスを抑制する転

写因子 NF-B を抑制することで、腫瘍形成を抑制することを示している(53)。

またその一方で、Mannickらは、NOがアポトーシスを誘導するカスパーゼの

システイン活性基をニトロシル化（S-nitrosylation）で不活化させることでア

ポトーシスを抑制することを示している(54)。しかしながらこれまでのところ、

AGEによる NO上昇作用と腫瘍の発育との関係は不明である。 

また、AGE の抗疲労効果として、AGE を投与した運動負荷マウスでは糖代

謝活性が亢進することが示されている(55)。 

 一般的に抗腫瘍効果は、抗発癌効果と抗腫瘍発育効果に分けることができる。

抗発癌効果に寄与する機序として、抗酸化作用による過剰な活性酸素の除去作

用、肝臓の代謝酵素シトクロム P450 に代表される化合物の分解に関与するフ

ェーズ I 代謝酵素の活性を調整することによる発癌物質の不活化、そして、グ

ルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）に代表される活性化代謝物や変異原

性物質の抱合による中和と体外排出に関与するフェーズ II 代謝酵素の亢進が

挙げられる。そして、抗腫瘍発育効果に寄与する機序として、発生した腫瘍細

胞に対する免疫担当細胞による細胞傷害活性、腫瘍細胞へ直接的に働きかける

増殖抑制やアポトーシスの誘導に大別することができる。 

がんは遺伝子変異や DNA のメチル化異常などのエピジェネティック異常が

起因となり発症する疾病であるが、その原因の一つに細胞の代謝反応過程で生

じた活性酸素やフリーラジカルによる酸化的 DNA 損傷（32）や環境中の化学

発癌性代謝産物による DNA 付加体形成が引き起こす DNA 変異が報告されて

いる(9)。先行研究では AGE による活性酸素除去作用や、脂質の過酸化抑制作

用が示されている(31)。また、ニンニク由来成分であるジアリルスルフィド
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（DAS）は、DMH をメチルアゾキシメタノール（MAM）に代謝する酵素で

あるシトクロム P450 2E1 の代謝活性を低下させ（56）、また肺癌を誘発する

タ バ コ 特 異 的 な ニ ト ロ ソ ア ミ ン 化 合 物 で あ る

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)- 1-butane (NNK)のケトアルデヒド体へ

の代謝を抑制することが報告されている(57)。 

そして GSTや UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼは、MAMなどの外

来性電子親和性生理活性物に対する抱合反応を促進するため、発癌物質の中和

作用において重要な役割を果たすと考えられており（58）、Liu らは AGE の

混餌投与によって、7,12-ジメチルベンズアントラセン (dimethylbenz[a] 

anthracene；DMBA)で発癌誘導したラット乳腺中の発生腫瘍数の減少、およ

びラット乳腺組織内の GST 活性の上昇とグルタチオン量の増加を報告してい

る（59）。 

また、ニンニクによる腫瘍免疫の増強については 1957 年の Weisberger と

Pensky による報告(60)に始まり多くの研究報告がある。AGE では、マウスに

移植した Sarcoma-180（マウス肉腫由来細胞株）の増殖抑制効果が確認され、

同時に Sarcoma-180細胞を標的とした NK活性の上昇が確認されている(61)。 

 

 これらの先行研究をまとめると、ニンニク由来の AGE は化学発癌剤の代

謝活性化酵素（CYP450 2E1）の活性低下作用と、GSTの抱合反応活性化によ

る中和・排出作用の亢進により、発癌予防効果を発揮すると考えることができ

る。そして免疫細胞の活性化により癌細胞の増殖を抑制している可能性も考え

られる。しかしながら、AGE が腫瘍の発育・進行に与える効果は不明であり、

AGEの薬理作用についての作用機序は十分に検証されておらず、不明な点が多

い。
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第三節 本研究の目的 

 これまでの先行研究から、AGE には化学発癌剤を活性化する代謝酵素

（CYP450 2E1）を減弱させる作用と、GSTによる抱合反応亢進による発癌物

質の中和・排泄を増強させる作用が示されている。さらに AGE は免疫細胞を

活性化することも示されている。 

AGEの抗腫瘍効果に関する先行研究としては、Tanakaらによる大腸腺腫保

有者を対象とした臨床試験において新規腺腫の発生抑制効果が示されている

(46)が、その機序は明らかとなっていない。また、Katsuki らは化学発癌剤

(DMH)による大腸癌モデルラットを用いた研究で、AGEが ACFや腫瘍の発生

数を低下させた重要な報告をしている(48)。しかしその一方で、Perše らは

「DMH 誘導性発癌はその代謝産物が発癌作用を示すため、肝臓での代謝酵素

（CYP450 2E1など）に影響を与える素材は発癌とその作用結果に影響を与え

る。」と言及している(7)。Katsuki らの研究は、AGE という素材の発癌予防

効果を主眼に置いた研究であるため、AGEにて抗酸化作用を高めたラットに発

癌剤を投与し、AGE の発癌予防効果を示した重要な研究であるが、AGE が発

癌物質の作用を減弱化させていることで発癌抑制した可能性が考えられ、つま

り、AGEが腫瘍の発育に対して抑制効果を示すかどうかは不明である。 

AGEによる抗腫瘍効果について検討する上で、発癌の予防効果と共に、腫瘍

の発育抑制効果についての研究が重要であると考えるが、これまでの研究では

AGEが腫瘍の発育を抑制した報告はなく、また腫瘍細胞へ対するメカニズムに

ついての研究も十分ではない。 

 そこで本論文では、大腸化学発癌モデルラットを用いて腫瘍発育過程におけ

る AGE の腫瘍形成の抑制効果を検証し、そのメカニズムを解明することを目
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的としている。 
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第二章 大腸化学発癌モデルラットを用いた AGEの抗腫瘍効果 

 

第一節 はじめに 

 大腸化学発癌実験では、マウスやラットに、azoxymethane (AOM)、

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo pyridine (PhIP)、1,2-dimethylhydrazine 

-2HCl (DMH)などを投与する実験系がある（62）。なかでも DMHや AOMを

用いたラット発癌実験は、ヒトでの散発性大腸癌と類似した組織像を示すため、

広く用いられている実験である。これらの発癌剤を用いた実験では、マウスや

ラットの大腸に発生する前癌性病変や腫瘍を指標とした発癌研究が展開されて

おり、被検物質の投与のタイミングにより、発癌予防効果や抗腫瘍進展効果に

ついて検証することができる。例えば、被検物質を発癌処理前から投与するこ

とによって、発癌から発育までの全過程についての化学予防効果を言及するこ

とができる。一方、発癌処理後から被検物質の投与を開始することで発癌のプ

ロモーションやプログレッション段階での腫瘍の発育抑制効果を検証すること

ができる(63)。 

 本章では、AGEの腫瘍発育過程における抗腫瘍効果を検証することを目的と

し、DMH により発癌処理を施したラットに AGE を摂餌させた。そしてラッ

ト大腸粘膜に発生した前癌性病変を含む異常腺窩巣(aberrant crypt foci :ACF)、

腺腫、腺癌を病理組織学的に検討した。また、AGEが腫瘍組織の増殖能に与え

る影響を免疫組織化学的手法で評価した。 
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第二節 材料および方法 

第一項 供試動物 

本実験には、日本チャールズリバー株式会社から購入した 4 週齢オス

SPF/VAF ラット（系統名；F344/DuCrlCrlj (Fischer)）26 匹を 1 週間の予備

飼育期間を経て実験に用いた。なお本実験は、県立広島大学研究倫理委員会の

承認(通知番号第 11HA004 号)を得たものであり、本学の実験動物舎において

24±2℃、12時間明暗の飼育環境で行い、県立広島大学人間及び動物を対象と

する研究に関する倫理規定（平成 17年 7月 8日施行）に従い、実施した。 

 

第二項 飼料 

 熟成ニンニク抽出液（Aged garlic extract：AGE）は、スライスした生ニン

ニクをアルコールに 10 ヶ月以上浸漬し、ろ過抽出・濃縮した液体であり、湧

永製薬株式会社（広島）から供与され、実験に用いた飼料はオリエンタル酵母

工業株式会社（東京）で依託製造した。AGE混餌飼料は実験動物用固形基礎飼

料MF（オリエンタル酵母）に AGEの乾燥重量比として 3 %(w/w)になるよう

に調製した。コントロール飼料は、AGE乾燥重量と同量のスクロース：セルロ

ースが 2 : 3 のコントロールパウダーをMFに添加して調製した。 

 

第三項 動物実験スケジュール 

ラットは実験開始時に体重に偏りがないように４群（第 1 群：10 匹、第 2

群：10匹、第 3群：5匹、第 4群：1匹）に分けた。塩酸 NN’-ジメチルヒドラ

ジン〔 NN’-dimethylhydrazine dihydrochloride: CH3NHNHCH3-2HCl 〕

(D0741：東京化成工業株式会社、東京、以下 DMHと略す) を生理食塩水（大

塚生食注）（大塚製薬株式会社、徳島）に溶解し、炭酸水素ナトリウムで
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pH6.5-7.0 に調整した。第１、第２、第３群のラットに対して DMH 溶液を 1

匹あたり 0.3 mL程度、20 mg/kgずつ毎週 1 回計 8 回、背部皮下に投与した。 

 1群および 3群は全実験期間を通じてコントロール飼料を自由摂餌させた。2

群はDMHの投与期間である実験開始から 8週間はコントロール飼料を摂餌し、

9週目以降実験終了まで 3 %AGE混餌飼料を自由摂餌した。 

1 群、2 群は実験開始 8 週間までは各群 1 ケージで飼育し、9 週目以降は 3

ケージ（4 匹、3 匹、3 匹）で飼育した。そして 1 群、2 群、4 群は実験 31 週

目にジエチルエーテル（15401-45：ナカライテスク、京都）麻酔下で開腹し、

屠殺後、主要臓器（心臓、肺、肝臓、脾臓、膵臓、腎臓、睾丸、睾丸上体脂肪）

の重量を測定し、肉眼所見とともに記録した。3 群は DMH 処理が完了する 8

週目終了時に上記手法により解剖した。（Figure 2-1） 

全ての群で実験中は水道水を自由摂取とし、各ラットの体重、各ケージでの

摂餌量、飲水量は毎週測定し、記録した。 
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Figure 2-1. Experimental design. Group 1 rats were administered with subcutaneous 

injections of 20 mg/kg body weight DMH once a week for 8 weeks and fed a basal diet 

throughout the experimental period. Group 2 rats were administered with DMH similarly to 

group 1, and were fed a diet containing 3% AGE from one week after the last injection of 

DMH for the remaining experimental period. Group 1 and 2 rats were killed after 31 weeks. 

Group 3 rats were administered with DMH as in group 1 and were killed after 8 weeks. 

Group 4 rat was fed a basal diet throughout the experimental period without DMH 

treatment. 

 

Group 1 (n=10)

 DMH Basal diet

Group 2 (n=10)

 DMH → AGE Basal diet Basal diet containing 3% AGE

Group 3 (n=5)

 DMH Basal diet

Group 4 (n=1)

non DMH Basal diet

1w 8w 31w

: DMH injection
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第四項 大腸組織の組織学的評価 

ラット解剖時に速やかに摘出した盲腸、結腸を縦軸方向に切開し、大腸粘膜

に発生した肉眼的に判別できる腫瘍についてその最大径、形状、発生部位を記

録した。大腸は 10 %中性緩衝ホルマリン液（060-01667：和光純薬工業、大阪）

で 24時間程度固定した。 

 

異常腺窩巣（aberrant crypt foci :ACF）測定：24時間程度ホルマリン固定

した大腸を水道水で洗浄後、0.2 %メチレンブルー液で 5 分間染色し、水に浸

漬した状態で実体顕微鏡（Nikon：10倍率）を用いて、盲腸を除いた大腸全表

面に発生した ACF数および、集合した異常腺窩（aberrant crypt: AC）数を計

測した。 

組織学的観察：ACF測定後の盲腸を除いた大腸全長を 8等分し、さらに縦軸

方向に 3等分に分割、盲腸は全割し、そしてそれぞれをカセットに入れて、パ

ラフィン包埋標本ブロックを作製した。その後、ミクロトームで 4 μmに薄切

した組織切片でヘマトキシリン・エオジン（HE）染色標本を作製した。病理

組織学的観察は、大腸癌取扱い規約（第 8版；金原出版株式会社）(64)に則り、

腺腫・腺癌に分類した。腺腫の異型度として、軽度異型腺腫、中等度異型腺腫、

高度異型腺腫に分類し、腺癌の分化度として、高分化型管状腺癌、中分化型管

状腺癌、低分化型管状腺癌、粘液癌、印環細胞癌に分類した。さらに腺癌の進

達度として、粘膜内(M)、粘膜下層(SM)、固有筋層内(MP)、漿膜表面には露出

していない(SS)、漿膜を超えて腫瘍が露出している(SE)に分類した(64)。また、

大腸は Rosengren ら(1977)の報告(65)に準じ、盲腸、近位結腸(proximal)、結

腸屈曲部(flexure)、遠位結腸(distal)に分けた。近位結腸は斜走襞を有する部分
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とし、結腸屈曲部やラットにより異なるが、斜走襞の終わりから肛門側にかけ

て約 3cmとし、それ以下縦走襞を遠位結腸とした。 

HE染色による大腸腫瘍の評価：大腸のパラフィン包埋切片（4μm）をキリ

レンにて脱パラフィン処理後、100、90、70 % エタノール（EtOH）に各 5分

間浸漬することで再水和し、水道水に 5分浸漬、マイヤーヘマトキシリン液（サ

クラファインテックジャパン株式会社、東京）に 2分間核染色した。流水下の

水道水で 5分間洗浄し、エオジン（サクラファインテックジャパン株式会社）

で 5 分間、細胞質・間質を染色した。水道水で 1 秒間洗浄し、3 分間ずつ 70、

90、100、100 % EtOHで脱水処理し、キシレンで 3回透徹処理したスライド

をエンテランニュー（メルク）で封入した。 

 

 

第五項 大腸組織の免疫染色（PCNA） 

大腸の腫瘍病変組織の増殖活性を anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen；

PCNA）抗体（Clone PC10, Dako, Denmark）で評価した。パラフィン包埋切

片（4 m）をキシレンで脱パラフィン後、3 %過酸化水素/メタノール（MeOH）

で 30分浸漬にて内在性ペルオキシダーゼを失活させた。100、90、70 % エタ

ノール(EtOH)、水道水、PBSに浸漬（各 5分）し、再水和させた。Dako target 

retrival（Dako）に浸漬した組織スライドを電子レンジで沸騰直前まで加熱、

徐冷することで抗原賦活した。PBSに 5分間浸漬後、200倍希釈した抗 PCNA

抗体を組織切片にのせ、湿潤箱内で 4℃、一晩反応させた。PBSで 5分 3回洗

浄し、ビオチン標識抗マウス／ラビット抗体（biotinylated link, LSAB2, Dako）

を組織スライドに数滴添加、室温で 1時間反応させた。PBSで 5分 3回洗浄し、

Streptavidin-HRP (LSAB2, Dako) を組織スライドに数滴添加、室温で 1時間
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反応させた。PBSで 5分 3回洗浄し、過酸化水素を添加した DAB（3,3’‐ジ

アミノベンジジン四塩酸塩；メルク）溶液に浸漬し、染色した。対比染色のた

めヘマトキシリンで 10秒程度核染色した。そして、3分間ずつ 70、90、100、

100 ％EtOHで脱水処理し、さらにキシレンで 3回透徹処理したスライドをエ

ンテランニューで封入し、光学顕微鏡（オリンパス）で観察した。HE 染色で

軽度異型腺腫、中等度異型腺腫、腺癌に分類された組織の連続切片を PCNAで

染色した。褐色に染色された核を PCNA陽性細胞とし、濃紺色に染色された核

を PCNA陰性細胞とした。腺腫については、それぞれ 5症例程度の組織を評価

し、腺癌については、肉眼所見で確認された各群 3症例の高分化型管状腺癌を

評価した。病変組織における PCNA 陽性率は、（陽性細胞／陽性細胞＋陰性細

胞）×100で計数し、算出した。計数には目視確認および Image Jソフトウェ

ア（NIH）を用いた。 

 

 

 

第六項 統計処理 

動物実験で得られた全ての数値は平均値±標準誤差で示した。有意差検定には

unpaired two-tailed Student's t-testsを使用した。P値が 0.05未満のとき有

意差ありと判定した。 
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第三節 結果 

第一項 DMH による発癌処理の妥当性検証 

 本研究は、腫瘍発育過程における AGE の抗腫瘍効果について研究するもの

であり、AGE 摂餌開始時点で DMH による発癌誘導が確実に起こっているこ

とが重要である。そこで本検討では AGE 摂餌開始時に DMH による発癌誘導

が起こっているかどうかを検証した。検証の方法として、8 週間の DMH 処理

を終えたラット（Group 3）を解剖し、大腸表面に発生した異常腺窩巣(aberrant 

crypt foci: ACF)数を計測した。 

 ACFは大腸腫瘍発生の初期段階に観察される過形成病変である。全てのACF

が腫瘍化に関連するわけではないが、4個を超える腺管が集合した ACFは発癌

評価に有効なバイオマーカーであると言われているため、現在でも広く用いら

れるバイオマーカーである（66）。 

 

 Table 2-1に Group 3ラットの DMH処理終了時 ACF数の結果を示す。8週

間の DMH 処理を施した全てのラットで ACF の発生を確認し、ACF 数は

114.2±20 個／rat であった。また、将来的な癌化に関与する可能性が高い 4個を

超える腺管が集合した ACF も 2.0±1.0 個／rat 発生していた。一方、DMH 処理

を施さなかったラット（Group 4）は 31週時点でも ACFの発生は確認されなか

った。つまり、本実験で用いた DMH 発癌プロトコールはラットに対して確実

に発癌誘導を起こすことが確認され、9週目以降に AGE摂餌を開始した Group 

2 は、発癌誘導後が起こっているラットについて抗腫瘍効果が検証できる系で

あることが確認できた。 
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Table 2-1. Total number and multiplicity of ACF in the colon tissue. 

Group Treatment n Weeks 

Incidence 

(%) 

Total ACF
b
 

ACF with more 

than 4 AC 

3 DMH 5 8 100 114.2±20.8 2.0±1.0 

4 Non DMH 1 31 0 0.0±0.0 0.0±0.0 

N: number of rats per group, weeks: experimental duration. 

b , 
number of ACF per rat, means ± S.E. 
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第二項 体重、摂餌量、飲水量推移 

 動物の体重、摂餌量、飲水量は動物の健康状態を把握する上で重要な指標と

なる。Table 2-2 に解剖時の平均体重、平均摂餌量、平均飲水量をまとめた。

そして、Figure 2-2に実験期間中の体重推移（A）、摂餌量推移（B）、飲水量推

移（C）を示した。 

その結果、AGEを摂餌させた Group 2群はコントロール群（Group 1）と比

較して体重に大きな違いはなかった。そして全実験期間を通して摂餌量、飲水

量に大きな違いはなかった。 

 

 

 

Group Treatment n 
Body weight at 31 

week (g) 
Food intake (g/day/rat) 

Drink water 

 (ml/day/rat) 

1 DMH 10 401.0±8.6 14.6±0.1 20.0±0.4 

2 DMH→AGE
a
 10 381.0±7.4 14.5±0.1 20.6±0.4 

Table 2-2 平均体重、平均摂餌量、平均飲水量 
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Figure 2-2. 体重(A)、摂餌量（B）、飲水量推移(C) 
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第三項 臓器重量 

 解剖時に Group 1と Group 2の全ラットの心臓、肺、肝臓、脾臓、膵臓、腎

臓、睾丸、精巣上体脂肪組織の重量を計測した（Table 2-3）。AGE摂餌群とコ

ントロール群で臓器重量に違いはなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Group n 

Organ weight (g) 

Heart Lung Liver Spleen Pancreas Kidney  Testicle 

Epididymal 

adipose 

tissue 

1 10 1.04±0.01 1.56±0.05 7.87±0.21 0.72±0.01 0.75±0.05 1.01±0.03 1.64±0.02 11.6±0.51 

2 10 1.03±0.02 1.55±0.04 7.62±0.22 0.71±0.03 0.77±0.07 1.00±0.02 1.64±0.03 10.0±0.56 

Table 2-3 解剖時臓器重量 
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第四項 肉眼的所見結果（大きさ、部位、腫瘍数） 

 DMH によるラット大腸化学発癌モデルは、ヒトの散発性結腸癌と類似した

段階的な形態変化や組織学的特徴を示すため、広く用いられている(66)。そし

て、大腸粘膜表面に発生した腫瘍を観察することは抗腫瘍効果を検証するもっ

とも信頼性の高い方法であるといわれている。 

DMHで誘発される腫瘍の形態は、大腸癌の取扱い規約により、隆起型（I）、

表面型（II）に分類することができる(64)。そして、隆起型（I）はさらに、有

茎性：Ip（明らかな茎を持つ）、亜有茎性：Isp（茎がはっきりしない）、無茎性：

Is（茎がない）に分類される。また、隆起がはっきりしない腫瘍を表面型（II）

と呼び、表面隆起型：IIa（表面が僅かにもりあがった）、表面平坦型：IIb（表

面が平たく、表面の色が変化）、表面陥凹型：IIc（表面がわずかに陥凹）に分

類される。 

一般的には隆起型は良性腺腫から癌に進行する adenoma-carcinoma 

sequenceをたどる腫瘍であり、表面型には、発生早期から粘膜下層へ浸潤する

de novo 腫瘍がある（67, 68）。 

本検討では、解剖時に摘出したラット大腸を縦軸方向に切開し、肉眼的に確

認可能な腫瘍の発生頻度、個数、大きさ、さらに形態分類と発生部位を観察し

た。Table 2-4に腫瘍の発生頻度、発生数、腫瘍の大きさをまとめた。Figure2-3

に肛門側 8.5cmに腫瘍径 8mmの亜有茎性腫瘍(Isp)を発生した代表的な大腸写

真を示す。左が肛門側であり、右が上行結腸である。肉眼的腫瘍の発生総数は

Group 1（10匹）、Group 2（10匹）共に 3個であり、複数の腫瘍が発生した

ラットはなかった。そして肉眼所見にて確認された全ての腫瘍は隆起型の亜有

茎性腫瘍であり、いずれも結腸屈曲部、遠位結腸に発生していた。AGE摂餌群
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ではコントロール群と比較して肉眼的腫瘍数に違いは無かったが、統計的有意

差はないものの、肉眼的腫瘍の平均腫瘍径が減少した（5.0±1.5 vs 7.3±1.4 mm）。 
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Table 2-4. Incidence, multiplicity and size of gross colon tumors. 

 

N, number of rats per group  

a
 number of tumors per rat; means ± S.E. 

 

 

 

 

 

Group Treatment N Weeks Gross lesions 

    Adenocarcinoma 

    Incidence (%) Multiplicity
a
 

Tumor diameter 

(mm) 

1 DMH 10 31 30 0.3±0.2 7.3±1.4 

2 DMH→AGE 10 31 30 0.3±0.2 5.0±1.5 

3 DMH 5 8 0 0 0 

Figure 2-3.  Macroscopic feature of DMH-treated rat colon. Gross feature 

indicated with an arrow is diagnosed as semi-pedunculated, Isp. The tumor 

histologically shows adenocarcinoma. 
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第五項 ACF の測定結果 

 異常腺窩巣（Aberrant crypt foci：ACF）は、大腸粘膜表面をメチレンブル

ーで濃染することで観察される大腸癌進展の最初段階の病変であり、1987年に

Birdがアゾキシメタン処理したマウス大腸で観察した(69)。Bird は ACFの定

義として、肉眼的には正常に見えるが、メチレンブルーに濃染する腺管の集ま

りで、正常腺管より大きい腺管から成る、としている。その後、ACFは発癌処

理を施したげっ歯類（66, 69）だけでなく、家族性大腸癌の高リスク群のヒト

(70, 71)でも確認されるようになり、大腸癌の前癌性病変として位置づけられる

ようになった。しかしながら、最近の研究では、βカテニンタンパク質が核や

細胞質に蓄積した ACFの腺管(-catenin accumulated crypts: BCAC)が、癌化

と相関すると言われている（72, 73）。また、ACF の一部は APC や KRAS 遺

伝子の変異を伴う機能喪失を伴った微小腺腫などの上皮内腫瘍を示し(74, 75)、

ラットでは 4個を超える異常腺窩（Aberrant crypts: AC）が集合して形成した

ACF は、発癌評価に有効なバイオマーカーであると言われているため（66）、

現在でも広く用いられるバイオマーカーである。 

Figure2-4 に大腸粘膜表面をメチレンブルーで染色した代表的な ACF 像を

示す。大腸の正常部分では規則正しい腺窩構造が確認されるが、過形成や異形

成病変は肥大化した複数の腺管が融合し、濃染される。 

 本検討では、AGE による腫瘍の発育抑制効果について検証するため、ACF

数について評価した(Table 2-5)。そして、それぞれのラットで発生した ACF

数及び集合した腺窩数を Table 2-6にまとめた。DMH処理群（Group 1）では

全てのラットで ACF が発生しており、その発生個数は 245.6±29.3 個／rat であ

った。また、DMH処理後に AGEを摂餌した群（Group 2）においても全てのラ
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ットで ACF が発生しており、その発生数は 178.4±25.7 個／rat と Group 1 と比

較して減少していた。さらに腫瘍化に関連性がある 4つを超える腺管が融合し

た ACFについては AGE群（24.8±4 個／rat）はコントロール群（50.6±10 個／rat）

に比べて有意に減少していた。 
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Table 2-5. Total number and multiplicity of ACF in the colon tissue. 

Group Treatment N Weeks 

Incidence 

(%) 

Total ACF
b
 

ACF with more 

than 4 AC
c
 

1 DMH 10 31 100 245.6±29.3 50.6±10.5 

2 DMH→AGE 10 31 100 178.4±25.7 24.8±4.4* 

N, number of rats per group; weeks, experimental duration. 

b
number of ACF per rat; means ± S.E. 

c
 number of Aberrant crypts (AC) 

*P<0.05 vs. group 1 

 

Figure 2-4. Microscopic feature of multiple ACFs of theDMH-induced colon (A).  

Colon tissue was fixed with formalin and stained with 0.5% methylene blue;  

aberrant crypt foci (ACF) compsed of 5 aberrant crypts (B). Original magnification, 

×10. 

A 

B 
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Table 2-6. Number of ACF with aberrant crypts in each rat. 

Rat ID Number of aberrant crypts in ACF   
total 

ACF 

  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 >=12     

Group 1-1 67 73 43 29 15 4 2 2 0 0 0  235 

Group 1-2 43 51 46 21 12 6 7 3 1 0 1  191 

Group 1-3 95 92 50 27 7 8 3 0 0 0 0  282 

Group 1-4 64 73 43 15 7 4 0 0 1 0 1  208 

Group 1-5 82 61 37 12 1 1 1 0 0 0 0  195 

Group 1-6 76 102 78 36 29 10 5 5 2 1 0  344 

Group 1-7 28 25 20 2 3 2 0 0 0 0 0  80 

Group 1-8 78 61 40 17 10 2 2 0 1 0 0  211 

Group 1-9 69 88 66 27 24 10 5 4 1 2 0  296 

Group 1-10 94 128 77 46 39 14 10 3 1 1 1  414 

Group 2-1 51 52 39 19 4 1 2 0 0 0 0   168 

Group 2-2 13 10 6 0 0 0 0 0 0 0 0  29 

Group 2-3 84 76 51 21 12 2 1 0 0 0 0  247 

Group 2-4 86 64 45 16 9 2 0 2 0 0 0  224 

Group 2-5 55 74 44 17 9 3 3 1 0 0 0  206 

Group 2-6 89 103 72 22 10 6 3 0 1 1 0  307 

Group 2-7 33 25 10 2 1 0 0 0 0 0 0  71 

Group 2-8 50 50 27 10 3 3 0 0 0 0 0  143 

Group 2-9 55 69 48 14 9 5 1 0 0 0 0  201 

Group 2-10 51 69 35 17 9 5 2 0 0 0 0   188 

Group 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0   0 
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第六項 病理組織学的結果 

 一般的に腫瘍は初期病変の ACF から腺腫（Adenoma）に進行し最終的に腺

癌（Adenocarcinoma）に進展する Adenoma-Adenocarcinoma 多段階発癌モ

デルが提唱されている(2)。 

 

本検討ではHE染色した大腸組織切片を用いて腫瘍を病理組織学的に腺腫と

腺癌に分類し、それぞれの異型度・分化度・深達度を観察することで AGE の

抗腫瘍効果について検証した。 

 腺腫は良性の腫瘍であり、その異型度の違いにより、軽度異型腺腫（mild 

atypia）、中等度異型腺腫（moderate atypia）、高度異型腺腫（severe atypia）

に分類される (64)。Figure2-5 に代表的な組織像を示す。軽度異型腺腫

(Figure2-5 A)は、正常な腺管構造よりも核の密在性が高まっているが、大小不

同は無く、核は腺管基底側に位置し、軽度の核異型を示す、粘液分泌細胞が正

常密度で分布する病変である。中等度異型腺腫(Figure2-5 B)は、核が胞体の半

分程度まで細長く変形し、大小不同が見られ重畳化した病変である。高度異型

腺腫(Figure2-5 C)は、細長く変形した核が大小不同に重畳し、核／細胞質比率

も高まり、胞体の表面にまで伸びているため癌と近似性が強いが、核の極性は

保存されているため、腺腫の範囲内とみなすことができる病変である。 

 

 Table 2-7および Figure 2-6 Bに示すように、Group 1では全てのラットで

腺腫の発生を確認し、1匹あたりの腺腫数は 32.4±5.0個であった。一方、Group 

2では腺腫発生率は 90 %、1匹あたりの腺腫数は 12.5±2.7個であり、AGE摂餌

群で腺腫数が有意に低下した（Figure2-6A）。また、腺腫の発生部位評価のため、
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盲腸を除いた結腸を盲腸側から肛門側に向かい3つの部位（近位結腸：proximal, 

結腸屈曲部：flexure, 遠位結腸：distal）に分け、各部位での腺腫数について

検証を行った（Figure 2-7, Talble 2-8）。近位結腸には腺腫の発生はほとんど観

察されず、結腸屈曲部、遠位結腸での腺腫発生数は、AGE群で有意に抑制され

ていた。さらに、Group 1 と Group 2の各ラットで軽度、中等度、高度異型腺腫

が分布する割合は、軽度；62.0±4.1 vs 76.6±6.4 (%)、中等度；32.4±3.5 vs 30.8±5.7 

(%)、高度；5.6±1.4 vs 1.6±1.1 (%)となり、高度異型腺腫の存在比が、AGE摂餌

群で有意に低下する結果が得られた(Figure 2-6 B、Table 2-7)。 
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Figure 2-5. Histological features of DMH-treated rat colon. (A) Histology of 

adenoma with mild atypia. HE, ×200. (B) Histology of adenoma with moderate atypia. 

HE, ×200. (C) Histology of adenoma with severe atypia. HE, ×200. 

A B 

C 
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Figure 2-6. Multiplicity and distribution of microscopic colon adenomas.  

Multiplicity of DMH-induced colon adenoma (A). The percentage of adenomas with mild, 

moderate or severe atypia (B). P corresponding value of group 1.  
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Table 2-7. Incidence, multiplicity and distribution of microscopic colon adenomas. 

Group n Incidence (%) Multiplicity 

Distribution of adenomas (%) 

Mild 

atypia 

Moderate 

atypia 

Severe 

atypia 

1 10 100 32.4±5.0 62.0±4.1 32.4±3.5 5.6±1.4 

2 10 90 12.5±2.7** 76.6±6.4 30.8±5.7 1.6±1.1* 

*P<0.05, **P<0.01, vs. group 1 
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Table 2-8. 大腸腺腫発生数の部位別評価 

Group N Multiplicity 

    Proximal Flexure Distal 

1 10 0.20±0.20 11.10±2.14 21.20±3.24 

2 10 0.00±0.00 4.70±1.30* 7.80±1.83** 

N, number of rats  

*P<0.05, **P<0.01 vs. group1 

 

Figure 2-7. Localization of colonic adenoma. The colons were sectioned into three parts, 

proximal, flexure and distal colon. Number of adenomas on each sections were counted.  

P corresponding value of group 1. 
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 腺癌は悪性の腫瘍であり、分化度の違いにより分類され、分化型腺癌は、高

分化型管状腺癌(Well differentiated tubular adenomarcinoma; wel)と中分化

型管状腺癌(Moderately differentiated tubular adenocarcinoma; mod)に分類

される(64)。そして、未分化型腺癌は、低分化型管状腺癌(Poorly differentiated 

adenocarcinoma; por)、粘液癌 (Mucinous carcinoma; muc)、印環細胞癌

(Signet-ring cell carcinoma; sig)に分類される。 

正常な大腸の上皮細胞は円柱型の円柱上皮細胞であるが、高分化型管状腺癌

の特徴として、癌を形成する腺管が明瞭で大きく、正常な円柱上皮よりも丈が

伸びた高円柱上皮性を示す。一方、低分化型管状腺癌は、腺管形成が不明瞭で

管腔が小さいかほとんど認められず、癌細胞の多くが立方上皮性であるもので

ある。そして、中分化型管状腺癌は、両者の中間型である。また、粘液癌は細

胞外に多量の粘液を産出し、粘液の結節を形成する癌であり、印環細胞癌は細

胞内に粘液が貯留し、癌細胞は印環状を呈するが腺管形成は認められない癌で

ある（Figure 2-8）。 

また、組織学的深達度は、早期癌と進行癌に分類され、早期癌として、腫瘍

が粘膜内に留まっているものがM、粘膜下層に留まるものがSMに分類される。

そして、進行癌として腫瘍が固有筋層内に留まるものを MP、筋層を超えるが

漿膜表面には露出していないものを SS、漿膜を超えて腫瘍が露出しているも

のが SEに分類される(64)。 

 

 Table 2-9に示すように、病理組織学的な検証の結果、腺癌の発生率は Group 

1が 70 %、Group 2 が 40 ％と AGE摂餌群で低下傾向にあった。また、腺癌

の発生数は 1.3±0.3、0.5±0.2個／ラット（有意差は p=0.078）であり、実質的な

抑制効果を示した（Figure 2-9）。さらに、腺癌発生数について大腸の部位別に
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評価するため、盲腸を除いた結腸について盲腸側から肛門側に向かい 3つの部

位（近位結腸：proximal, 結腸屈曲部：flexure, 遠位結腸：distal）に分け、

各部位での腺癌数について検証を行った（Table 2-10、Figure 2-10）。その結

果、近位結腸と結腸屈曲部では腺癌発生数に統計上の違いはなかったが、AGE

は遠位結腸の腺癌発生数を有意(p=0.02)に減少させたことを確認した。 

また、Table 2-11 に示すように、Group 1 と Group 2 で高分化型環状腺癌の発

生数は 0.8±0.2、0.2±0.1 個／ラット、中分化型環状腺癌の発生数は 0.3±0.1、

0.2±0.1 個／ラットであり、AGE 摂餌群で分化型管状腺癌の発生数の減少傾向

(p=0.085)を確認した。低分化癌の発生数は 0.2±0.1、0.1±0.1 個／ラットと両者

に違いは無かった。さらに、深達度に関する検討では、Group 1 では固有筋層

内の進行癌が確認されたが、AGE群では進行癌は確認されなかった。 

そして Table 2-12 に示すように、悪性度の高い低分化癌は近位結腸にのみ発

生しており、遠位結腸には高分化癌が発生していることが確認された。つまり、

Table2-10 の結果と合わせると、AGE は高分化型管状腺癌の発生を有意に抑制

したことが確認できた。 

 

 

 



47 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2-8. Histological features of DMH-treated rat colon. (A)Histology of 

well-differentiated tubular adenocarcinoma. HE, ×200. (B) Histology of signet-ring 

cell carcinoma indicated with arrows. HE, ×400. 
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Table 2-9. Incidence, multiplicity of microscopic colon adenocarcinomas. 

Group n Incidence (%) Multiplicity 

1 10 70 1.3±0.3 

2 10 40 0.5±0.2
c
 

n, number of rats per group 

c
 P=0.078 

 

 

 

 

Table 2-10. 大腸腺癌発生数の部位別評価 

Group N Multiplicity 

    Proximal Middle Distal 

1 10 0.30±0.15 0.10±0.10 0.90±0.28 

2 10 0.20±0.13 0.20±0.13 0.10±0.10* 

N, number of rats  

*P<0.05 vs. group1 
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Figure 2-9. Multiplicity of DMH-induced microscopic colon adenocarcinomas.   
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Figure 2-10. Localization of adenocarcinoma on colon. The colons were sectioned into 

three parts, proximal, flexure and distal colon. Number of adenocarcinomas of each 

sections were counted. P corresponding value of group 1. 
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Table 2-11. Pathological characteristics of microscopic colon adenocarcinomas. 

Histology 

Group n 

Differentiated type  Undifferentiated type Total/ 

rat Wel Mod Total  Por Muc Sig Total 

1 10 0.8±0.2 0.3±0.1 1.1±0.3  0.0±0.0 0.0±0.0 0.2±0.1 0.2±0.1 1.3±0.3 

2 10 0.2±0.1 0.2±0.1 0.4±0.2
a
  0.1±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 0.1±0.1

b
 0.5±0.2

c
 

 

n, number of rats per group 

Wel, well differentiated tubular adenomarcinoma: Mod, moderately differentiated tubular 

adenocarcinoma: Por, poorly differentiated adenocarcinoma: Muc, mucinous adenocarcinoma: Sig, 

signet-ring cell darcinoma 

a 
P=0.085, 

b
 P=0.556, 

c
 P=0.078 

 

Depth of invasion 

Group n 

Early colorectal cancer  Advanced colorectal carcinomas Total/ 

rat m sm Total  mp ss se Total 

1 10 0.9±0.3 0.3±0.1 1.2±0.3  0.1±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 0.1±0.1 1.3±0.3 

2 10 0.2±0.1 0.3±0.1 0.5±0.2
d
  0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.5±0.2

c
 

m, mucosa; sm, submucosa; mp, muscularis propria; ss, subserosa; se, serosa 

d 
P=0.093 
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Table 2-12 Onset site-specific histological evaluation. 

Group Location Differentiated type   Undifferentiated type Total/ rat 

  Wel Mod  Por Muc Sig    

  Proximal 0.10±0.10 0.00±0.00  0.00±0.00 0.00±0.00 0.20±0.13   0.30±0.15 

1 Flexure 0.00±0.00 0.10±0.10  0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00  0.10±0.10 

  Distal 0.７0±0.26 0.20±0.13  0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00   0.90±0.27 

  Proximal 0.10±0.10 0.00±0.00  0.10±0.10 0.00±0.00 0.00±0.00   0.20±0.13 

2 Flexure 0.10±0.10 0.10±0.10  0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00  0.20±0.13 

  Distal 0.00±0.00 0.10±0.10   0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00   0.10±0.10 

Wel, well differentiated tubular adenomarcinoma: Mod, moderately differentiated tubular 

adenocarcinoma: Por, poorly differentiated adenocarcinoma: Muc, mucinous adenocarcinoma: Sig, 

signet-ring cell darcinoma 
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第七項 PCNA 免疫染色による評価 

これまでの検討において、AGE は DMH による大腸発癌処理を施したラッ

トに対して ACF や腺腫、腺癌の発生数を低下させることが確認できており、

これはAGEに腫瘍の発育・進行を抑制する効果があることを示す結果である。 

 腫瘍組織は細胞増殖が活性化している細胞集団であり、細胞増殖に関与する

proliferating cell nuclear antigen (PCNA)は、様々な腫瘍組織において発現亢

進が確認されている（76, 77）。PCNAとは DNA複製時に中心的な働きを持つ

3.3 万 kDa のタンパク質であり、3 量体を形成して DNA を取り囲むように結

合し、DNA ポリメラーゼδによるリーディング鎖の合成を補佐する働きをも

つ。その発現は細胞周期の S期で最大となるが、G1期、G2期においても発現

することが確認され(78)、大腸の正常組織から腺腫組織、腺癌組織へ移行する

に従い、陽性率も高くなることが知られているため、腫瘍の増殖能マーカーと

して用いられているタンパク質である(76, 77, 79)。 

 

本検討では、AGE が DMH誘導性の大腸腫瘍組織の増殖活性に影響を与えて

いるかどうかを検証するために、腫瘍細胞の PCNA発現量を免疫組織化学的手

法で検出した。そして、PCNA 陽性細胞数の割合から大腸組織における細胞増

殖を評価することとした。 

 はじめに、DMH 未処置および処置したラットの大腸正常腺管組織における

PCNA陽性率を評価した（Figure 2-11）。正常腺管組織における PCNA陽性率

は Group 4(DMH未処理: Figure 2-11 A)、Group 1 (DMH処理: Figure 2-11 B)、

Group 2（DMH処理後にAGE摂餌: Figure 2-11 C）でそれぞれ42±2 %、46±4 %、

42±3 %であり、群間で正常組織での PCNA 陽性率に違いはなかった(Figure 
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2-11 D)。 

 続いて、大腸の腺腫組織における PCNA陽性率を評価した。4 mに薄切し

た大腸組織の連続切片を調製し、HE 染色にて腫瘍を組織学的に観察し、軽度

異型腺腫(Figure 2-12 A,C)、中等度異型腺腫(Figure 2-13 A,C)と判断した標本

について抗 PCNA抗体で免疫染色を行った。 

軽度異型腺腫組織の PCNA 陽性率は Group 1 (Figure 2-12 B)と Group 2 

(Figure 2-12 D)で 65±4 %と 59±2 %であり、陽性率に統計学上の違いは無かっ

た(Figure 2-12 E)。一方、中等度異型腺腫組織の PCNA 陽性率は、Group 1 

(Figure 2-13 B)と Group 2 (Figure 2-13 D)で 69±4 %と 53±4 %であり、AGE

は PCNA活性を有意(P=0.009)に低下させていた（Figure 2-13 E）。 

さらに、高分化型管状腺癌と診断した肉眼的に観察可能な腫瘍組織について

PCNA 陽性率を評価した結果、PCNA 陽性率は Group 1 (Figure 2-14 A)と

Group 2 (Figure 2-14 B)で 47±3 %と 34±5 %であり、AGE 摂餌は有意差

P=0.054 で抑制傾向を示した(Figure 2-14 C)。 
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A B CA B C

Figure 2-11. Photomicrographs depicting IHC staining of PCNA. Normal colorectal 

tissue of without DMH treatment; group 4 (A), with DMH treatment; group 1 (B) or 

with DMH treatment followed by AGE fed; group 2 (C) rats were stained by 

anti-PCNA antibody. Brown color indicates immunostaining of PCNA and light blue 

color indicates nuclear hematoxylin staining. Original magnification, ×200. (D) 

PCNA positive cells were counted and results are expressed as number of 

positively-stained cells / total number of cells × 100 in each group; more than 500 

cells were counted for evaluation. Data are shown as means with standard error.  
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Figure 2-12. Photomicrographs depicting IHC staining of PCNA. Adenoma with mild 

atypia sections of colorectal tissue were subjected to IHC analysis using an anti-PCNA 

antibody. HE staining in group 1 (A) and group 2 (C), and PCNA staining in group 1 (B) 

and group 2 (D) were shown. Original magnification, ×200. (E) PCNA positive cells 

were counted and results are expressed as number of positively-stained cells / total 

number of cells × 100 in each group; more than 500 cells were counted for evaluation. 

Data are shown as means with standard error.  
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Figure 2-13. Photomicrographs depicting IHC staining of PCNA. Adenoma with moderate atypia 

sections of colorectal tissue were subjected to IHC analysis using an anti-PCNA antibody. HE staining 

in group 1 (A) and group 2 (C), and PCNA staining in group 1 (B) and group 2 (D) were shown. 

Original magnification, ×200. (E) PCNA positive cells were counted and results are expressed as 

number of positively-stained cells / total number of cells × 100 in each group; more than 500 cells 

were counted for evaluation. Data are shown as means with standard error. **P<0.01 corresponding 

value of group 1.  
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A BA B

Figure 2-14. Photomicrographs depicting IHC staining of PCNA. Gross 

tumor-containing sections of colon were subjected to IHC analysis using an anti-PCNA 

antibody. PCNA staining in group1 (A) and group2 (B) were shown. Original 

magnification, ×400. (C) PCNA positive cells were evaluated using ImageJ software 

and results are expressed as number of positively-stained cells / total number of cells 

× 100 in each group; more than 5,000 cells were counted for evaluation. Data are 

shown as means with standard error. †P=0.054 corresponding value of group 1.  
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第四節 小括 

 

 ニンニクおよびその成分について抗腫瘍効果を言及する報告は多数存在して

いる。最近の研究ではモデル動物や培養細胞を用いた実験で、抗発癌効果とそ

の分子的なメカニズムが示されており、直接的な作用として癌細胞の増殖抑制

効果や、間接的な作用として抗酸化酵素の誘導や代謝酵素の調節による解毒の

促進作用が報告されている。AGEについても大腸化学発癌モデルにおいて、抗

酸化作用による発癌予防効果が示されている(46)。 

今回の検討では、AGEによる腫瘍発育段階における抑制効果を検証するため、

AGEによる発癌物質の解毒・排出効果の影響を排除した動物実験系で評価した。

つまり、DMH 処理が完了し、異形成の ACF 病変を発症したラットに対して

AGE の摂餌を開始させた。Table 2-1（Group 3）に示したように、8 週間の

DMH処理を行った全てのラットで ACFの発生が確認され、一方、DMH処理

を行っていないラットでは ACF の発生が確認されなかったことから、本実験

でのDMHプロトコールによってラットは確実に発癌誘導が起こっていること

が確認できた。発癌誘導を施したラットに 3 %(w/w)AGE含有飼料を 23週間摂

餌させたが、全実験期間を通じて体重、摂餌量、飲水量、臓器重量で AGE 群

とコントロール群で違いはなかった。 

AGEによる腫瘍発育段階での抑制効果について、病理組織学的に観察された

ACF や腺腫、腺癌の発生数は AGE 群で有意な減少効果を確認し、AGE によ

る腫瘍発育の抑制効果を確認した（Table 2-5、Table 2-7、Table 2-9、Table 2-10）。 

しかしその一方で、肉眼的に観察可能であった腫瘍の発生数に違いはなかっ

た（Table 2-4）。このことは、これらの腫瘍については 2ヶ月間の DMH処理
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期間の初期段階から腫瘍化し、AGE摂餌開始時点で腫瘍化が進行していた可能

性がある。Pretlow らは、4 つを超える腺管が集合した ACF は異型度が高く、

腫瘍化病変と相関すると報告している(71)。本検討においても、8週間の DMH

処理完了時点で 4 つ以上の腺窩が集合した ACFが確認されており、これらは遺

伝子変異が進み、細胞増殖が亢進した病変である可能性がある。このように腫

瘍化が進行した病変については、AGEで腫瘍の発育・進行を十分に抑制するこ

とができなかったと推測する。ただ、これらの肉眼的な腫瘍の平均最大径は

AGE 群で縮小しており、この点については AGE による抗腫瘍効果があったと

推測する。 

また、Table 2-12 に示したとおり、腺癌の発生部位は高分化型管状腺癌は遠

位結腸に発生し、低分化癌は近位結腸に発生していたが、この傾向は、Parkら

の報告(68)と一致していた。そして、AGE は遠位結腸に発生した高分化型腺癌

の発生数を有意(p=0.02)に減少させたが、近位結腸に発生した低分化型腺癌は絶

対数が少ないものの、その効果は弱かった(Table 2-11)。このことは、AGEの抗

腫瘍効果は、悪性度の高い低分化型腺癌に対しては低い可能性を示唆している。 

 

 発育中の腫瘍で共通して起こるイベントの一つは細胞の自律的な増殖能の亢

進である(77)。細胞増殖マーカーである PCNAは腫瘍で発現量が増加し、そし

て腫瘍の進行度と PCNAの発現量は相関する(76, 77)。また、先行研究では、

ニンニク由来の成分であるジアリルジスルフィド（DADS）による乳癌細胞の

増殖抑制は PCNA 活性の減弱化と相関すること(80)、S-アリルシステイン

（SAC）は口腔癌細胞のマウス xenograftモデルで移植腫瘍の PCNA活性を抑

制することが報告されている(81)。 

腫瘍組織では、腫瘍の組織型において細胞増殖能が異なることが明らかであ
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るため、異なる組織型の増殖能は比較に値しない。そこで本検討では、同一組

織型に分類された腫瘍同士で PCNAの発現量を免疫染色法にて解析した。その

結果、中等度異型腺腫と腺癌の組織において、AGE 群で PCNA の発現量が低

下する結果であった。一方、軽度異型腺腫組織や正常腺管組織では PCNA発現

量に違いはなかった。つまり、AGEは異形度が増した腫瘍組織において細胞増

殖活性を抑制したと考えることができる。 

 一方、AGEを用いた先行研究では、AGE投与マウスで NK細胞の増加が確

認されており、AGEの NK活性亢進による免疫賦活作用が報告されている(49, 

50, 51)。NK 細胞はウイルスに感染した細胞や癌細胞など自己 MHC クラス I

分子の発現量が低下した正常ではない細胞を認識し、孔形成タンパク質のパー

フォリンやセリンプロテアーゼであるグランザイムを放出することで標的細胞

のアポトーシスを誘導する免疫細胞である。今回の検討結果である、AGEによ

る DMH 誘発性腫瘍の細胞増殖活性抑制効果が、NK 活性化などによる免疫賦

活作用に起因した可能性も考えられる。しかしながら、免疫賦活作用によって

DMH 誘発大腸癌ラットの腺癌発生数の減少を報告した先行研究(82)では、腫

瘍での細胞増殖マーカーはコントロールと同様に上昇したことを報告している。

つまり、免疫賦活作用はアポトーシスの誘導などにより腫瘍形成を抑制するが、

腫瘍の細胞増殖能には影響を与えないことを示している。 

このことは、本研究では、AGE摂餌によって、免疫担当細胞が活性化された

ことによる抗腫瘍効果の可能性を否定することはできないものの、PCNA活性

比較の検討から、中等度異型腺腫同士、高分化型管状腺癌同士といった、同一

組織型の異形病変での比較検討において、AGEは細胞増殖活性を抑制すること

を示した。 

つまり本章の検討において、AGEが腫瘍発育抑制効果を示すことを明らかと
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し、その少なくとも一つの機序として、腫瘍病変の細胞増殖活性の抑制に起因

することを明らかとした。 
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第三章ヒト大腸癌細胞株（DLD-1）を用いた AGEによる増殖抑制作

用メカニズム検証 

 

第一節 はじめに 

 これまでの先行研究で、ニンニクおよびニンニクから単離された成分には、

癌細胞株に対する増殖抑制効果が確認されており、その抑制メカニズムについ

ても解明されつつある。例えば、Knowlesらはニンニク成分であるジアリルジ

スルフィド（DADS）が、ヒト大腸癌細胞株 HCT-15を G2/M期で細胞停止さ

せることを示し、その機序として Cyclin B1/ Cdk1 複合体の減少が関連する報

告している（39）。一方で、AGEの大腸癌細胞に対する作用について、Matsuura

らは AGEによる大腸癌細胞株 HT29、SW480、SW620細胞の増殖抑制効果を

確認している(47)。しかしながら、AGEの癌細胞に対する作用機序についての

報告は少なく、不明な点が多い。 

第二章の動物実験において、AGEはラット大腸腫瘍の増殖能を抑制すること

が確認された。そこで、本第三章ではヒト大腸癌細胞株および、DMH 誘発ラ

ット大腸腺癌細胞株を用いて、AGE が大腸癌細胞の増殖活性に与える影響と、

その機序を明らかにすることを目的とした。 

はじめに AGE によるヒト大腸癌細胞株（DLD-1）の増殖抑制効果について

検討し、続いて DLD-1細胞を用いた細胞周期解析と、DLD-1細胞を含む 3種

類のヒト大腸癌細胞株および DMH 誘発ラット大腸腺癌細胞株(RCN-9)を用い

た AGE によるアポトーシスの誘導能について検討した。そして得られた知見

を基に、AGEが細胞周期速度に与える影響と、その機序として細胞周期の調節

に関係するタンパク質の発現量変化について検証した。 
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第二節 材料および方法 

第一項 材料 

 Aged garlic extract (AGE)は固形成分 50 %(w/w)の液体として湧永製薬株式

会社より供与された。DLD-1ヒト大腸腺癌細胞株（ATCC CCL-221）、MRC-5

ヒト正常繊維芽細胞（ATCC CCL-171）、LoVo ヒト大腸腺癌細胞株（ATCC 

CCL-229）、HCT-8（ATCC CCL-244）は American Type Culture Collection 

(ATCC, USA)より購入した。RCN-9 ラット大腸癌細胞（JCRB0167）は独立

行政法人医薬基盤研究所 JCRB 細胞バンクから購入した。各細胞株は

RPMI-1640 培地（ナカライテスク、京都）に 10 %(v/v)の非働化牛胎児血清

（FBS; HyClone, USA）と 100 U/ml のペニシリン(Invitrogen, USA)、100 

g/mlのストレプトマイシン（Invitrogen）を添加した通常培地を用い、100 %

湿度、5 %二酸化炭素、37 ℃環境で培養した。 

 

第二項 細胞増殖率の測定(Sulforhodamine B assay) 

 AGE が細胞増殖へ与える影響はスルフォローダミン B アッセイ(83)で評価

した。DLD-1細胞またはMRC-5細胞を 4 × 103 cells/well で 96-wellプレート

に播種し、一晩 CO2インキュベータ内で培養し、0、1、5 もしくは 10 mg/ml

になるように AGEを添加した 10 % FBS含有 RPMI1640培地に培地交換した

（各ウェル 100 L）。1、2、3もしくは 4日間培養した細胞に冷 50 % (w/v)ト

リクロロ酢酸（TCA）を 25 L添加し、4 ℃で 1時間インキュベートすること

で細胞タンパク質をウェルに固定した。培地をアスピレータで除去後、200 L

のmilliQ水で 3回洗浄し、TCAや血清タンパク質を除去した。各ウェルに 1 %

酢酸で溶解した 0.4 %スルフォローダミン B（Sigma, USA）を 40 L添加し、

室温で 20分間インキュベートした。上清を除去後、200 Lの 1 %酢酸溶液で



64 

5回洗浄し、続いて、100 Lの 10 mM Tris を添加し 5分間の振とうで細胞タ

ンパク質に結合していたスルフォローダミン Bを溶解させた。そして、スルフ

ォローダミン B の吸収波長である Abs. 565 nm を測定した。各測定データは

N=3実験から取得した。 

 

第三項 G1/S 期への細胞周期同調 

 AGE による細胞周期速度への影響はダブルチミジンブロック法による G1/S

期同調細胞を用いて評価した。ダブルチミジンブロック法とは、過剰チミジン

存在下でリボヌクレオチドレダクターゼのフィードバック阻害によるデオキシ

リボースへの還元反応が停止することで、結果として DNA 複製が停止するこ

とを原理としている(84,85)。培養中の細胞に過剰チミジンを添加することで、

S 期にあった細胞は S 期のまま停止し、それ以外の細胞周期にあった細胞は S

期の境界の G1 期に収束される。そして、過剰チミジンを除去した通常培地条

件で 9 時間程度培養することで、S 期の直前および S 期にあった細胞を G2 期

以降に進めた後、再び、過剰チミジン環境で DNA 合成を停止させることで、

全ての細胞を S期の直前に同調させることができる（Figure 3-1）。そして培地

からチミジンを除去することで速やかに S期への進行が開始する。このように

操作が簡便なダブルチミジンブロック法は G1/S 期での細胞同調法として広く

用いられている手法である。 

 

DLD-1細胞を 1 × 105 cells/wellで 6-wellプレートに播種し 70 %コンフルエ

ントになった時点で 2 mM チミジンを添加した通常培地（10％FBS 含有

RPMI-1640）に培地交換し、16 時間培養した。この時点で細胞は S 期または

S期の境界の G1期に収束している。過剰チミジンを除去するために、1 mLの
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PBS(-)で細胞を 3回洗浄し、温めた通常培地で 9時間培養した。この培養中に

ほとんどの細胞は S期を通過する。そして再び 2 mMチミジンを添加した通常

培地で 16時間培養し、ほとんどの細胞を S期の直前に同調させた。 

 G1/S期同調細胞を PBS(-)で 3回洗浄し、0、10 mg/ml AGEを添加した通常

培地に交換し、24時間まで経時的に細胞周期を観察した。 
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第四項 細胞周期解析 

 真核細胞の増殖は一連の細胞周期を規則正しく繰り返すことで成り立ってい

る。これらは細胞増殖と染色体複製の準備期である G1期から DNA合成期の S

期を経て、細胞が分裂するための準備を行う G2 期、有糸分裂により娘細胞へ

引き継ぐM期へと移行していく。それぞれの細胞がどの細胞周期に位置してい

るかは細胞内の DNA量をヨウ化プロピジウム（P.I.）などの核染色蛍光色素で

染色することで測定することができる。 

 

 DLD-1細胞を 2× 10
5 

cells/well で 6-well プレートに播種し、2日培養した。0、

1、5もしくは 10 mg/ml になるように AGE を添加した通常培地に交換し、2日

間培養した。G2/M 期停止の陽性コントロール試薬として 0.025 M のコルヒチ

ン（和光純薬工業 039-03851）を用いた。浮遊細胞と接着細胞を回収し、1 mL

の冷 0.5 % EDTA-PBS で洗浄、遠心力 2,000×gで 3分間遠心し、上清除去した。

500 Lの氷冷 70 % EtOHで細胞を懸濁し、氷上で 1時間、細胞を固定した。遠

心力 5,000×gで 3 分間遠心し、上清除去、冷 PBS で 1回洗浄した後、100 g/ml

の RNase A （和光純薬工業 318-06391、大阪）を 150 L 添加し、37 ℃で 30

分間処理した。遠心、上清除去後、25 g/ml のヨウ化プロピジウム（P.I.、Sigma）

を 150 L添加し、氷上 20分反応した。350 Lの冷 0.5 % EDTA-PBS を添加し、

フローサイトメータ（FACSCalibur; Becton Dickinson, USA）で細胞内の DNA量

を計測した。 
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第五項 培養細胞での細胞周期関連タンパク質発現評価 

細胞処理（全細胞）： 

 DLD-1細胞を 2× 10
5 

cells/well で 6-well プレートに播種し、2日培養した。0、

1、5 もしくは 10 mg/ml になるように AGE を添加した通常培地に培地交換し、

2日間培養した。浮遊細胞と接着細胞を 1.5 mLマイクロチューブにセルスクレ

イパーで回収し、遠心力 2,000×gで 3分間遠心し、上清除去した。培地中の血

清タンパク質を除去するために、1 mLの冷 0.5 % EDTA-PBS で、合計 3回洗浄

処理を行った。100 L の Cell-LyEX1（東洋ビーネット）（1/200 量の Protease 

Phosphatase cocktail (Thermo #1861281)を添加したもの）を添加、混合後、氷上 1

時間静置し、細胞を可溶化した。さらに.超音波処理することでゲノム DNA を

切断した。遠心力 20,600×gで 4 ℃、20 分間遠心し、上清を全細胞の細胞抽出

液として用いた。 

 

細胞処理（核抽出液） 

 細胞の核タンパク質は、Schreiber らの方法(86)に準じて行い、低張液で細胞

を破砕後、高張液を加えることで抽出した。2日間、0、1、5もしくは 10 mg/ml

になるように AGE を添加した通常培地で培養した DLD-1 細胞を、セルスクレ

イパーで回収し、1 mLの PBS を加え、遠心力 2,000×gで 3分間遠心し、上清

除去した。同様の PBS による洗浄をさらに 2 回繰り返した。細胞ペレットに

200 Lの低張液 A（10 mM HEPES (pH7.5)、10 mM KCl、0.1 mM EGTA、0.1 mM 

EDTA、1 mM DTT、0.5 mM PMSF、proteinase inhibitor、0.5 % Nonidet P-40）を

添加し、氷上 15分間置いた。遠心力 500×gで 1分間遠心し、上清を細胞質画

分として回収した。細胞ペレットを 200 L の低張液 A で 2 回洗浄し、各上清
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は細胞質画分に合わせた。細胞ペレットに 150 Lの高張液 B (20 mM HEPES 

(pH7.5)、400 mM NaCl、1 mM EGTA、1 mM EDTA、1 mM DTT、1 mM PMSF、

proteinase inhibitor)を添加、ボルテックスし、氷上に 15 分間静置した。遠心力

20,600×gで 4℃、15 分間遠心し、上清を核タンパク質抽出液として回収した。 

 

タンパク質の定量 

回収したタンパク質濃度の定量は Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo; 

#23225, USA)を用いて行った。タンパク質の定量方法としては、Bradford法

などもあるが、界面活性剤の影響が懸念されたため、界面活性剤の影響を受け

にくい BCA（ビシンコニン酸）法を選択した。BCA 法の原理は、アルカリ条

件下でタンパク質のペプチド結合が Cu(II)イオンを Cu(I)イオンに還元し、こ

の還元 Cu(I)イオンがビシンコニン酸と錯体を形成する。この錯体の吸収極大

波長（562nm）を測定することで、タンパク質濃度を算出するものである。 

 

上記手法で調製した細胞タンパク質抽出液を PBS にて 30、60、120 倍に希

釈した。BCA試薬の溶液 Aと溶液 Bを 50:1 で混合した基質溶液 200 Lと希

釈サンプル 25 Lを 96-wellプレートで混合し、37 ℃で 30分間インキュベー

ト後、マイクロプレートリーダー（Multiskan GO、Thermo）で 562 nmの吸

光度を測定した。タンパク質濃度は濃度既知のイムノグロブリン G (IgG)で換

算した。 
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ウェスタンブロッティングによる細胞周期関連タンパク質の検出  

AGE が DLD-1 細胞の細胞周期関連タンパク質の発現量に与える影響は

Sodium dodecyl sulfate-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）およ

びウェスタンブロッティングにて評価した。 

 20 g の各細胞抽出液に 4 倍濃度のサンプルバッファー（0.5 M Tris-HCl 

(pH6.8)、16 %(w/v) SDS、20 % sucrose、0.04 % BPB、0.4 M DTT）を 3 L

添加し、さらに泳動サンプル量が 12 L になるように milliQ 水でメスアップ

した。泳動サンプルを沸騰水中で 5 分間熱変性処理した後、10-20 %グラジエ

ント SDS-PAGEゲル（アプロサイエンス、徳島）にアプライし、25 mM Tris、

192 mM Glysin、0.1 % SDS (pH8.3)のバッファー条件下、定電圧 300 V（ATTO 

myPower300）で 20分間、電気泳動した。電気泳動後、ゲルを定電流 100 mA

で 40分間、PVDF膜（Millipore, USA）に転写した。転写した PVDFはブロ

ッキングするため 2 % BSAを含んだ TBST（10 mM Tris、150 mM NaCl、

0.05 %(w/v) Tween-20 pH7.6）で室温下 1時間振とうした。細胞周期関連タン

パク質の発現評価のために抗 Cyclin B1 抗体 (clone 12231)、抗 Cdk1 抗体 

(clone 9112)、抗 Cyclin D1抗体 (clone 2926)、抗NF-κB p65抗体 (clone 8242)

（いずれも Cell Signaling Technology, USA）を 1次抗体として用いた。アポ

トーシス関連タンパク質評価のために抗 caspase-3 (clone 9662) (Cell 

Signaling Technology)、内部コントロールとして β-actin (MBL, Japan)、lamin 

B1 (clone 133741, Abcam, USA)を 1次抗体として用いた。いずれの 1次抗体

も 2 % BSA/TBSTで 1,000倍希釈し、4 ℃で一晩反応させた。反応後、TBST

で 5 分間 3 回洗浄を行い、2 % BSA/TBST で 2,000 倍希釈した horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

で室温、1 時間反応させた。反応後、TBST で 5 分間 3 回洗浄を行い、PVDF
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をECL試薬 (Luminate Forte Western HRP Substrate, Millipore)で化学発光

させ、CCDカメラシステム（ImageQuant LAS 4000, GE）で撮影した。得ら

れた発光バンドは画像解析ソフトウェア（ImageQuant TL software (GE 

Healthcare, USA)）でバンド強度を計算した。 
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第六項 カスパーゼ３活性評価 

 カスパーゼ経路の活性化はアポトーシス経路で必須のイベントであり、中で

もカスパーゼ 3の活性化はアポトーシスを実行させる引き金としての役割を果

たしている(87)。 

本検討では AGE によるアポトーシスの誘導性を検証するため、ヒト大腸癌

細胞株（DLD-1、HCT-8、LoVo）および、DMH 誘発ラット大腸腺癌細胞株

（RCN-9）のカスパーゼ 3 活性を、カスパーゼ 3 測定キット Caspase-Glo 3/7 

Assay (Promega, G8091)で測定した。本アッセイシステムではカスパーゼ 3/7で

認識される DEVDアミノ酸配列を付加した前駆基質を使用しており、キットの

細胞溶解バッファーで遊離された細胞内の活性化カスパーゼ 3が、前駆基質を

切断すると、アミノルシフェリンを生じる。生じたアミノルシフェリンは ATP

存在下でルシフェラーゼ、マグネシウム、酸素に触媒され発光するという原理

を利用している（Figure 3-2）。 

 

 ヒト大腸癌細胞（DLD-1、HCT-8、LoVo）および、DMH誘発ラット大腸腺

癌細胞（RCN-9）を 4.5× 10
3 

cells/well で 96-well half well プレート（CORNING 

3882）に播種し、2 日培養した。0、1、5 もしくは 10 mg/ml になるように AGE

を添加した通常培地に培地交換（50 L）し、2日間培養した。また、カスパー

ゼ 3 活性化の陽性コントロールとして 0.05 M スタウロスポリン（Sigma）を

用いた。40 Lの Caspase-Glo 3/7 (Promega, G8091)を添加し、室温で 30分間反

応後、各ウェルの化学発光量を測定した（2104 EnVision, PerkinElmer）。 
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第七項 統計処理 

全ての数値は平均値±標準誤差で示した。有意差検定には、2 群間の検定に

は unpaired two-tailed Student's t-testsを使用した。3群間以上の検定では一

元配置分散分析（one-way ANOVA）と多重比較検定（Tukey-Kramaer’s tests）

を用いた。P値が 0.05未満のとき有意差ありと判定した。 

Figure 3-2.  カスパーゼ 3活性測定原理 
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第三節 結果 

第一項 AGE の大腸癌細胞株に対する増殖抑制効果 

 披検物質の細胞に対する毒性や増殖活性の評価は、一定期間培養した生細胞

の数を計数する方法が一般的であり、その手法としては、血球計算盤で計測す

る方法、標識したDNAアナログを用いてDNA取り込み量を測定する方法、自動

計測器を用いる方法や、細胞活性を発色に変換する方法がある(88)。なかでもス

ルフォローダミンBアッセイは接着細胞のtotal biomassをスルフォローダミン

Bで染色する再現性の高い方法である(89)。 

 

 はじめに、スルフォローダミン Bアッセイで培養細胞数を正しく評価するこ

とが可能かどうかを検証した。DLD-1細胞を 96-wellプレートに 0, 100, 500, 

1000, 2000, 5000, 10000 cells/well で播種し、増殖による細胞数変動の影響を

最低限に止めるために一晩だけインキュベートした細胞について、スルフォロ

ーダミン B アッセイを行った。細胞数と吸光度（Abs.565 nm）のプロットか

ら算出したピアソンの相関係数は0.9944、P=4.35×10-6であった（Figure 3-3）。

この結果より、スルフォローダミン Bアッセイは培養中の接着細胞数を精度良

く反映する測定系であることが確認できた。 
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Figure 3-3.  Preparation of the standard curve in sulforhodamine B assay.  

Sulforhodamine B assays were performed to evaluate the staightness of the 

standard curve. Cells seeded at several density were incubated for over night, 

and were performed by sulforhodamine B assay. 
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 続いて、AGE が DLD-1 細胞の増殖へ与える影響を評価した。96-well プレ

ートに播種した DLD-1細胞に AGEを 0, 1, 5, 10 mg/ml となるように添加し、

4日間培養し、経時的にスルフォローダミン Bアッセイで増殖細胞数を評価し

た（Figure 3-4）。 

2日間の測定では AGE処理によるDLD-1細胞数の変化を確認することはで

きず、3 日間および 4日間培養した際に、AGE 濃度依存的な DLD-1 細胞の増

殖抑制が確認された。 

一方、AGEの正常細胞に対する影響を確認する目的で、ヒト正常繊維芽細胞

株（MRC-5）に同濃度の AGEを添加し、増殖細胞数を評価した（Figure 3-5）。

その結果、AGEは 10 mg/ml 条件でもMRC-5細胞に対して増殖抑制効果を示

さず、むしろ増殖を促進させる傾向を示した。 

 この結果より、AGEは DLD-1細胞に対して緩やかな増殖抑制効果を示すこ

とが確認された。 
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Figure 3-4. Effect of AGE on proliferation of human colon cancer cells. 

Sulforhodamine B assays were performed to study the effect of AGE on DLD-1 

human colon cancer cells. Cells were treated with AGE at 0, 1, 5 or 10 mg/ml for 

different times. The cell proliferation ratio was calculated from the values obtained 

in the absence of AGE treatment. Data are presented as the mean ± SE of 

triplicate experiments. The proliferation of DLD-1 cells was significantly reduced 

by AGE in a dose-dependent manner over a culture period of more than 2 days. 
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Figure 3-5. Effect of AGE on proliferation of human fibroblast cells. 

Sulforhodamine B assays were performed to study the effect of AGE on MRC-5 

fibroblast cells as the normal control. Cells were treated with AGE at 0, 1, 5 or 10 

mg/ml for different times. The cell proliferation ratio was calculated from the values 

obtained in the absence of AGE treatment. Data are presented as the mean ± SE of 

triplicate experiments. AGE showed no suppressive effect in normal fibroblast MRC-5 

cells.  
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第二項 AGE の大腸癌細胞株に対するアポトーシス誘導性評価 

 一般的に癌細胞の増殖抑制作用の機序として、細胞周期停止やアポトーシス

の誘導が知られている(90)。さらにニンニク由来成分を用いた先行研究におい

ても、抗腫瘍効果の機序として細胞周期の停止やアポトーシスの誘導作用が示

されている(91)。 

本検討では AGEによる DLD-1細胞の増殖抑制効果が、細胞周期の停止作用

やアポトーシスの誘導作用に関連するものかどうかを検証した。 

 

 はじめに、AGEが DLD-1細胞に対して細胞周期の停止作用を示すかどうか

を、細胞周期解析の一般的な手法であるヨウ化プロピジウム（P.I.）による細胞

核 DNA量分析法にて検証した。 

 真核細胞は増殖の過程で規則正しい細胞周期を繰り返すことで成り立ってい

る。増殖が休止状態の G0期と染色体複製のための準備状態の G1期細胞では 2

倍体の DNA 量であるが、DNA の合成期である S 期を経た、細胞分裂の準備

期である G2 期や有糸分裂を行う M 期細胞では 4 倍体となり、DNA 含量は

G0/G1期の 2倍になる。また、アポトーシスを起こした細胞は DNAの断片化

が発生しており、DNA 量の少ない細胞集団（sub-G1 期）として検出される。

P.I.などの核染色蛍光色素を用いることで細胞内の DNA 量を定量的に測定す

ることが可能であり、細胞周期の分布として検出することが可能である。 

  

P.I.を用いた細胞周期解析方法を、G2/M期で細胞周期を停止させる薬剤であ

るコルヒチンを用いて検証した。コルヒチンはチューブリン重合を阻害するこ

とで細胞分裂の停止を引き起こし、細胞周期を M 期で停止させる薬剤である
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（92）。 

0.025 Mのコルヒチンで 2日間処理した DLD-1細胞を P.I.で染色し、フロ

ーサイトメータで測定した（Figure 3-6）。通常培養の DLD-1細胞（Figure 3-6 

A）は 4倍体の DNA量を示す G2/M期の細胞が全体の 20 %程度であるのに対

し、0.025 Mコルヒチンで処理すると G2/M期の細胞の割合が 40 %まで増加

している様子が確認できる。さらに低 DNA 量を示す sub-G1 期の比率も高ま

っており、アポトーシスの誘導も進んでいることが確認できた（Figure 3-6 B）。

本手法にて細胞周期の解析が可能であることが確認できた。 

 

 続いて、AGEが DLD-1細胞周期に与える影響について検証した。0、1、5、

10 mg/ml の AGE で 2 日間処理した DLD-1 細胞を P.I.で染色し、フローサイ

トメータで測定した。Figure 3-7にヒストグラムを、Figure 3-8に各細胞周期

の存在比を示した。 

いずれの AGE 濃度においてもヒストグラムパタンに違いは無く、特定の細

胞周期への収束は無いことが確認された。また、アポトーシスの指標でもある

低DNA量を示す sub-G1期の分布についてもいずれのAGE濃度においても未

処理と比較して違いは無かった。これらの結果から、AGEは DLD-1細胞に対

して特定の細胞周期で停止させる作用は持たないことが確認された。さらに、

sub-G1 期での存在比にも違いが無いことから、AGE は DLD-1 細胞に対して

アポトーシスを誘導しないことが示唆された。 
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A B

Figure 3-6. DLD-1 cells (A) or DLD-1 cells were treated with 0.025uM of 

colchicine for 2 days (B) were stained with PI and subjected to cell cycle analysis 

using a FACSCalibur. Representative histograms of the cell cycle distribution of 

DLD-1 cells are shown.  
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0 mg/ml AGE 1 mg/ml AGE 

5 mg/ml AGE 10 mg/ml AGE 

Figure 3-7.  DLD-1 cells were treated with indicated concentrations of AGE 

for 2 days. Harvested cells were stained with PI and subjected to cell cycle 

analysis using a FACSCalibur. Representative histograms of the cell cycle 

distribution of DLD-1 cells are shown.  
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Figure 3-8.  DLD-1 cells were treated with different concentrations of AGE for 2 

days. Harvested cells were stained with PI. The percentages of cells in G0/G1, S, 

G2/M and sub-G1 phases are shown. Data are shown as means±SE (n=3) 
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次に、AGEが大腸癌細胞に対してアポトーシス誘導能を有するかどうかを、カ

スパーゼ 3 を指標として検証した。アポトーシスは核凝縮や DNA の断片化に

よって特徴付けられる細胞の自殺メカニズムであり、細胞増殖阻害活性を示す

化合物はアポトーシス誘導を機序とする場合がある(90)。システインプロテア

ーゼファミリーであるカスパーゼは、アポトーシスの中心的な制御因子として

機能するため、アポトーシスの指標として用いられる。 

カスパーゼを活性化する因子として、TNFや FasLなどによるデスシグナル

はカスパーゼ 8と 10を活性化し、DNA損傷シグナルはカスパーゼ 2を活性化

する。また、ダメージを受けたミトコンドリアから放出されるシトクロム cは、

カスパーゼ 9を活性化する。そしてこれらのカスパーゼは下流のエフェクター

カスパーゼとしてのカスパーゼ 3、6、7を消化・活性化し、特異的な Asp残基

にしたがって細胞タンパク質を消化し、アポトーシスを実行する(87)。 

 

本検討では、AGEによるアポトーシスの誘導性を確認する手法として、エフ

ェクターカスパーゼであるカスパーゼ 3の活性化状態を、酵素活性または分子

サイズの面から評価した。 

AGE によるカスパーゼ 3 の活性化を酵素活性の面から評価するため、本検

討ではDLD-1細胞に加えて、別のヒト大腸癌細胞株であるHCT-8および、LoVo

細胞、そして F344 ラットの DMH 誘発大腸癌細胞株である RCN-9 細胞につ

いて、AGEがカスパーゼ 3の活性化を誘導するかどうか検証した。 

0、1、5、10 mg/mlの AGEおよび、カスパーゼ 3活性化の陽性コントロー

ルとしての 0.05M スタウロスポリン(STS)で 2 日間処理した各種細胞のカス

パーゼ 3活性を Caspase-Glo 3/7 Assay (promega)で測定した（Figure 3-9）。 

 DLD-1細胞（Figure 3-9 A）、HCT-8細胞（Figure 3-9 B）、LoVo細胞（Figure 

Figure ３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 
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3-9 C）、RCN-9細胞（Figure 3-9 D）のいずれの細胞に対しても、AGEは全

ての濃度において未処理群と同程度のカスパーゼ 3の活性化値を示した。一方、

各細胞に対して陽性対照群（0.05M STS）は有意な活性上昇を確認した。こ

れらの結果から、AGEは DLD-1細胞、HCT-8細胞、LoVo細胞、RCN-9細胞

に対してカスパーゼ 3の活性化を誘導しないことが確認された。つまり、アポ

トーシスの誘導を惹起しないことが示唆された。 

 

次に、AGE によるアポトーシス誘発能について、切断型カスパーゼ 3 の存

在を指標に検討した。カスパーゼ 3 は 35kDa のタンパク質であるが、19kDa

と 17kDa の切断型に消化されることで活性化する。そこで、0、1、5、10 mg/ml

の AGE で 2日間処理した DLD-1細胞の抽出液を SDS-PAGEし、抗カスパー

ゼ 3抗体によるウェスタンブロットで検証した（Figure 3-10）。このとき、β-

アクチンを内部コントロールとして用いた。 

 非活性型の完全長カスパーゼ(35kDa)のバンドは確認されたが、AGE処理に

より切断型のカスパーゼ（19kDa、17kDa）を確認することはできず、この結

果からも、AGEは DLD-1細胞に対してカスパーゼ 3の活性化を誘導しないこ

とが確認された。 

これらの結果から、AGEは DLD-1細胞および、HCT-8細胞、LoVo細胞、RCN-9

細胞に対して、アポトーシスを誘導しないと結論付けることができる。 
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Figure ３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 

Figure ３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 

Figure 3-9. Effect of AGE on apoptosis of colorectal adenocarcinoma cells. DLD-1 

cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with 

different concenrations of AGE or staurosporine (STS) (0.05μM) as a positive control for 

2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, 

USA). 
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Figure 3-10. Effect of AGE on apoptosis of DLD-1 cells. Whole cell lysates of 

DLD-1 cells treated with AGE for 2 days were analyzed by western blotting for 

caspase-3 (upper panel) and β-actin (lower panel) as a loading control. The 

immunoactive bands are indicated with an arrow. 
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第三項 AGE の大腸癌細胞株に対する細胞増殖速度遅延に与える効

果 

 

 これまでの検討において、AGE はヒト大腸腺癌細胞（DLD-1）に対して、

増殖抑制作用を示すが、細胞周期停止作用やアポトーシス誘導能は示さないこ

とが確認された。そこで、AGEによる大腸癌細胞の増殖抑制作用が細胞増殖速

度に影響を与えている可能性を検証することとした。細胞増殖速度を評価する

ためには特定の細胞周期に同調した細胞を用いて、同調解除後の細胞周期の推

移を評価する方法が一般的である。例えば、G1/S期の境界で同調させる方法と

してダブルチミジン法(84, 85)や、M期で同調させるノコタゾール法(93)などが

ある。過去の報告では、ニンニク成分は G2/M期での細胞周期停止作用が報告

されている(91)。AGE には細胞周期停止作用は無いものの、G2/M期に作用す

る可能性が考えられたため、G1/S期で同調させるダブルチミジンブロック法で

検討することとした。 

 

 DLD-1細胞を 2回の過剰チミジン添加条件で培養することでG1/S期の境界

に細胞を同調させた後、0、10 mg/ml の AGEを含んだ培地に交換し、24時間

まで経時的に培養した。細胞周期の進行を経時的に確認するため、1、3、5、7、

9、13、15、17、21、24 時間後の細胞を PI 染色し、フローサイトメータで細

胞周期を評価した（Figure 3-11、Figure 3-12）。 

 通常培地条件では、同調解除後 3 時間で G2/M 期への進行が確認され、5 時

間後には G2/M 期から次の G1 期への進行も開始していた。そして解除 7 時間

後にはほとんどの細胞が次の G1期に移行していた。また、21時間後には次の

S 期への進行が始まり、解除 24 時間後には次の G2/M 期へ進行する細胞も確
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認された。一方、10 mg/ml の AGEを添加した培地条件では、解除 5時間後で

も多くの細胞が G2/M に留まっており、9 時間後でも通常培地条件と比較する

と G2/M期細胞の割合が有意に多い結果であった。さらに、次の S期への移行

は同調解除から 24時間後に確認された（Figure 3-11、Figure 3-12、Table 3-1）。

この結果から、AGE は DLD-1細胞の細胞周期を 2-3時間遅延させることが確

認された。 

 

 この結果を受けて、細胞倍加時間の遅延が及ぼす細胞数の経時的変化につい

て試算した（Table 3-2）。24時間後の細胞数は 2(24 時間／倍加時間)で計算することが

でき、細胞倍加時間が 21 時間と 24 時間で比較した場合、48 時間後では 1.21

倍に、72時間後では 1.34倍の違いが生じる試算結果となった。さらに、4,000

個の細胞を播種したと想定すると、倍加時間が 21 時間と 24 時間では、48 時

間後に 19,504 個、16,000 個に増殖し、72時間後には 43,069個、32,000個に

増殖する試算となる。これは、48時間後で両者の増殖細胞数の違いは 18 %で

あったが、72時間後では 26 %に拡大することを示している。 

つまりこの試算結果は、長期間培養することで増殖抑制効果が顕著に確認さ

れることを示しており、Figure 3-4で示した細胞増殖結果を反映する結果であ

る。 
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Figure 3-11. Effect of AGE on cell cycle progression of DLD-1 cells.  

DLD-1 cells were synchronized at the G1/S boundary by double thymidine block. The 

synchronized cells were released by changing the medium to thymidine-free medium 

or 10 mg/ml AGE-supplemented medium for indicated times. Changes in cell cycle 

distribution were monitored by flow cytometry. Representative histogram pattern of 

DLD-1 cells. 
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Figure 3-12. Effect of AGE on cell cycle progression of DLD-1 cells. Percentage 

of cells at the G2/M phase (A), S phase (B) and G1 phase (C) are presented. Data are 

shown as means±SE (n=3); *P<0.05, **P<0.01 compared with released media 

condition. 
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Table 3-1. AGE delays cell cycle progression of DLD-1 cells. 

  10 mg/ml AGE 

Distribution (%) 

G0/G1 S G2/M 

0 h - 85.4±0.2 13.2±0.1 0.8±0.2 

1 h - 84.1±0.7 14.2±0.7 1.1±0.1 

 + 80.6±1 17.6±1.1 1.1±0.1 

3 h - 31.4±1.1 21.8±1.1 45.9±1.5 

  + 21.6±0.7** 28.4±0.7 48.5±1.4 

5 h - 42.3±2.1 13.7±0.5 43.3±2 

 + 22.7±1.4** 18.3±0.2 56.1±1.1** 

7 h - 77±0.8 9.8±0.3 12.2±0.5 

  + 57.9±0.8** 14.4±0.3 25.8±0.8** 

9 h - 79.1±0.2 10.3±0.4 9.9±0.3 

 + 70.1±0.8** 12±0.2 16.4±0.7** 

21 h - 35.7±0.4 55.9±0.3 5.8±0.8 

  + 65.3±1** 23.4±0.4** 6.7±0.7 

24 h - 39.1±0.4 30.6±0.8 26.9±0.9 

  + 42.8±0.6 34.6±1.6 17.3±1.9** 

Data are shown as means ± S.E.  

*P<0.05, **P<0.01 compared with released media condition 
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Table3-2 The cell number estimation by differencies of doubling time 

Doubling time(h) 0 24 48 72 96 

21   ×1.00 ×2.20 ×4.87 ×10.76 ×23.77 

24   ×1.00 ×2.00 ×4.00 ×8.00 ×16.00 

       

in case of 4,000 cells/well seeding    

Doubling time(h)           

21   4,000  8,833  19,504  43,069  95,104  

24  4,000  8,000  16,000  32,000  64,000  

       

Fold-cange 0% 9% 18% 26% 33% 
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第四項 AGE が大腸癌細胞株の細胞周期関連タンパク質の発現に与

える影響 

 

 これまでの検討で、AGEの大腸癌細胞株増殖抑制効果が、細胞周期速度遅延

作用に関連があることを示してきた。本検討では、AGEが細胞周期速度を遅延

させる機序を明らかにするため、細胞周期調節因子タンパク質の発現量変化を

検討した。 

サイクリン B1／Cdk1（Cyclin-dependent kinase 1）複合体は細胞が G2期

からM期へ移行する際に必要な細胞周期調節因子であり(94, 95, 96, 97, 98)、

Ryuらは G2/M期停止に、サイクリン B1／Cdk1発現量の減少が関連すること

を示している(39, 99, 100)。 

0、1、5、10 mg/ml の AGE で 2 日間処理した DLD-1 細胞の細胞抽出液を

SDS-PAGEし、細胞周期調節タンパク質の発現量をウェスタンブロットで評価

した。その結果、AGE は DLD-1 細胞のサイクリン B1 と Cdk1 の発現量を濃

度依存的に抑制することが確認された（Figure 3-13 A,B）。その抑制効果は 10 

mg/ml AGE処理のとき、未処理条件と比較して、サイクリン B1で 50 %、Cdk1

で 30 %発現量が抑制されていた。このとき、泳動タンパク質量の内部指標とし

てβアクチンの発現量を評価し、群間で違いがないことを確認した。 

一方、AGEは G1期から S期への移行に必要な細胞調節因子であるサイクリ

ン D1の発現量に影響を与えることはなかった（Figure 3-13 C）。 

つまり、この結果から AGEによる DLD-1の細胞周期遅延作用は、G2/M期

制御タンパク質の発現量調整に起因すると考えることができる。 

 

 Nuclear factor-B (NF-B)は、細胞増殖や細胞周期の進行など、多くの遺伝

Figure ３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 

Figure ３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 
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子発現に関与する転写因子であるが、NF-B の一つの作用として、サイクリン

B1 の発現量を調整することで腫瘍の発育を促進するという報告がある(101, 

102)。このことから、AGE によるサイクリン B1 の発現抑制作用は、NF-B

の作用に関連する可能性が考えられる。 

そこで本検討では、AGEがNF-Bの活性化を阻害するかどうかを検証した。 

 

NF-Bは細胞質内では Inhibitor B: IB と結合することで不活性型として

存在しているが、細胞外などの刺激によって IBがリン酸化を受けると IBか

ら遊離し、活性体として核内へ移行し、目的遺伝子の転写活性化を行うことが

知られている(101)。つまり、核内に移行した NF-B 量を評価することで、

NF-Bの活性化状態を評価することができる。 

 

AGEで 2日間処理したDLD-1細胞から核タンパク質と細胞質タンパク質を

それぞれ抽出し、NF-B の構成ユニットである p65 タンパク質の発現量を評

価した。その結果、AGE は核へ移行した p65 タンパク質の量を濃度依存的に

抑制することが確認された。一方、細胞質中の p65タンパク量に変化は無かっ

た（Figure 3-14）。 
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Figure 3-13. Effect of AGE on expression of cell cycle regulatory proteins.  

DLD-1 cells were treated with different concentrations (0, 1, 5 or 10 mg/ml) of AGE 

for 2 days. (A) Equal amounts of whole cell lysates (20 μg/ lane) were subjected to 

10–20% SDS-PAGE. Expression of Cyclin B1, Cdk1 and Cyclin D1 were analyzed by 

western blotting. β-actin served as a positive loading control. Protein expression levels 

of Cyclin B1, Cdk1 (B) and Cyclin D1 (C) were normalized to that of β-actin and 

presented as the fold-change compared with the control. 
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Figure 3-14. Effect of AGE on expression of cell cycle regulatory proteins. DLD-1 

cells were treated with different concentrations (0, 1, 5 or 10 mg/ml) of AGE for 2 days. 

Equal amounts of nuclear or cytosol proteins (10 μg/ lane) were subjected to 10–20 % 

SDS-PAGE. Expression of NF-κB (p65) was analyzed by western blotting. Lamin B1 

served as a positive loading control. Each band is representative of three experiments 

(A). Protein levels of nuclear NF-κB were normalized to that of lamin B1 and presented 

as the fold-change compared with the control (B). Data are shown as means±SE (n=3); 

*P <0.05, **P<0.01 compared with the control.  
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第四節 小括 

 本章では、AGEがヒト大腸癌細胞に与える細胞増殖への影響と、その機序に

ついて検証した。 

 AGEをヒト大腸癌細胞株 DLD-1細胞に添加し、4日間培養した結果、AGE

は DLD-1細胞に対して緩やかな増殖抑制効果を示し、3日間以上の培養で、統

計上有意差のある増殖抑制効果を示した。しかし４日間の培養でも細胞は増殖

傾向にあり、AGEが DLD-1細胞の増殖を停止させるほどの作用は持っていな

いことが確認された。また AGE が正常細胞に及ぼす影響についてヒト正常繊

維芽細胞MRC-5を用いて評価した結果、DLD-1細胞とは異なり、増殖の抑制

作用は確認されなかった。Matsuura らも同程度濃度の AGE は、ヒト大腸癌

細胞株HT29、SW480、SW620細胞の増殖を抑制することを示しており（47）、

本検討と一致する結果であった。AGEは複数のヒト大腸癌細胞に対する増殖抑

制作用が確認された。 

 先行研究において、ニンニク由来の成分であるイオウ化合物（DADS、DATS

など）は化学発癌動物モデルや、乳癌、大腸癌、前立腺癌、肺癌細胞株に対し

て抗腫瘍効果を示し、アポトーシスの誘導や細胞周期の停止作用との関連が報

告されている(91)。本検討においても、AGEの増殖抑制効果がアポトーシスの

誘導と細胞周期の停止作用に関係があるかどうかを検証したが(Figure 3-7、

Figure 3-8、Figure 3-9、Figure 3-10)、AGEは増殖抑制効果を示す濃度にお

いても DLD-1 細胞に対して特定の周期で細胞を停止させることはなかった。

さらに、アポトーシスの実行因子であるカスパーゼ 3の活性化も誘導しなかっ

た。これらの結果は AGE が細胞に対して細胞周期の停止能やアポトーシスの

誘導能を持たないことを示している。 

３－ DLD-1 cells (A),  HCT-8 cells (B), LoVo cells (C) and RCN-9 

cells (D) were treated with different concenrations of AGE or staurosporine (STS) 

(0.05μM) as a positive control for 2 days. Caspase-3 activity was assayed with the 

Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega, USA). 
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Table 1-3に示したとおり、AGE中に存在するイオウ化合物 S-アリルシステ

イン（SAC）は、先行研究において in vivo、in vitro実験で癌細胞の増殖抑制

効果が確認されている(81, 103)。一方で、Shipinらは、SAC (250 M)が大腸

癌細胞株（SW480、HT29）に対して 2 日間の処理で増殖抑制効果および、カ

スパーゼ 3活性化誘導作用を示さないことを報告している(40)。Moriharaらに

よると、AGE中には SACが 1.6-2.4 mg/g (dry weight)含まれている(104)ため、

本検討の10 mg/ml AGE中にはSACが16-24 g/ml含まれていることになる。

そして SACの分子量は 161.22 であるため、Shipin らが用いた 250 M SAC

は 40 g/mlとなり、両実験系での SAC濃度は同程度であることが確認できる。

両実験で大腸癌細胞に対する作用も、類似する結果であった。 

 

一方本章では、細胞周期の同調細胞を用いた実験において、AGEが細胞周期

の速度を遅延させていることを明らかとした（Figure 3-11）。細胞周期同調実

験から DLD-1 細胞は倍加時間が 21 時間であることが確認され、AGE 添加に

よって 24 時間に遅延していた。つまり、AGE は DLD-1 細胞に対して 3 時間

細胞周期を遅延させることを明らかとした。この細胞倍加時間で増殖する細胞

数をシミュレートした結果(Table 3-2)、48時間後では増殖細胞数の違いは18 %

であったが、72時間後では 26 %に拡大していた。つまりこの試算結果は、長

期間培養することで増殖抑制効果を顕著に確認することが可能であることを示

しており、Figure 3-4 で示した細胞増殖結果を反映する結果である。AGE は

癌細胞の増殖を停止するのではく、遅延させる作用を示すため、増殖細胞数の

違いが確認するには 3日間以上を要する必要があったと考察することができる。

Shipin らは、SAC が大腸がん細胞株（SW480、HT29）に対して 2 日間の処

理では増殖抑制効果を示さないと結論している(40)が、より長期で観察するこ



100 

とで SACの増殖抑制作用を確認できたかも知れない。 

  

次に、AGEによる細胞周期遅延効果の機序を明らかにするため、細胞周期調

節因子の発現量を評価した。AGEは G2/M期で遅延効果を示したため、G2/M

期で作用する細胞周期関連タンパク質として、サイクリン B1 と Cdk1 の発現

量を評価した。その結果、AGE は DLD-1 細胞のサイクリン B1 と Cdk1 の発

現量を濃度依存的に抑制することを明らかとした(Figure 3-13)。この結果は

Ryuらが示したG2/Mでの細胞周期停止にサイクリンB1／Cdk1タンパク質の

発現量減少が関連するという報告（39,99,100）と相関しており、AGE による

G2/M 期での細胞周期遅延効果との関連を示唆する結果である。その一方で、

G1 期から S 期移行に関連するサイクリン D1 の発現量に変化は無かった。つ

まり AGE が G1 期から S 期への進行には影響を与えない可能性を示唆してい

る。 

 さらに、AGE によるサイクリン B1 発現抑制についてさらに検討するため、

NF-B の活性化について評価した。NF-B は大腸癌を含め、膵臓癌、乳癌、

前立腺癌、肺癌で活性化しており、癌細胞の増殖に関与している（42, 105, 106, 

107, 108）。そして、ヒト大腸の腫瘍組織においても活性化している報告がある

（109）。一方で、NF-Bの活性化を抑制することでサイクリン B1の発現量が

低下したという報告(101, 102)があることから、サイクリン B1の発現量を調整

する因子として NF-Bの活性化が想定されている。Paiらは xenograftモデル

実験で、SACが腫瘍組織のNF-Bの核内移行を抑制することを示しており(81)、

本研究においても、AGE が DLD-1 細胞に対して NF-B の核移行を抑制する

ことが確認された(Figure 3-14)。つまり、AGEは NF-Bの活性化を抑制する

作用を持つことが確認された。 
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これらの結果より、AGE の作用機序として、AGE は腫瘍細胞で亢進した

NF-Bの活性化を抑制することで、サイクリン B1の発現量を減少させ、そし

て、細胞周期の遅延を引き起こすことで、腫瘍細胞の増殖を緩やかに抑制させ

ると考察することができる。 
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第四章 総括 

 

第一章では緒言をまとめた。がんは本邦における最も高い死因であり、中で

も大腸癌は食生活の欧米化などにより増加傾向にある。加齢と共に罹患リスク

が高まるがんは、わが国の人口構成を考えると今後も増加することが容易想像

される。このため国策として、治療の充実と共に予防への取り組みが強化され

ている(1)。米国は特に先進的であるが、本邦においても日常生活でがんの発生

や発育のリスクを抑えることがますます重要となっている。 

抗発癌効果のある食品はこれまでの研究で多く確認されているが、中でもニ

ンニクはその期待が大きい(4)。そして生ニンニクをエタノール溶液で 10 ヶ月

以上熟成・濃縮させた熟成ニンニク抽出液（Aged Garlic Extract: AGE）はそ

の安全性の高さから長期間の継続服用に適した素材であり、過去の研究におい

て発癌予防効果が報告されている(48)。ただし、AGEが腫瘍の発育・進行に対

する抑制効果についてはまだ不明な点が多く、その作用機序についての情報は

少ない。そこで、本研究では AGE の抗腫瘍効果について、特に腫瘍の発育過

程における効果や、その作用機序について解明することを目的として研究を行

った。 

 

第二章では、大腸化学発癌モデルラットを用いて AGE の抗腫瘍効果を検証

した。ニンニクの作用の一つとして発癌物質の解毒・排出効果が知られている

ため(58, 59)、本検討では AGEによる発癌剤の解毒効果の影響を排除した実験

系にて検証を行った。DMH 処理による発癌誘導が起こっているラットに

3 %(w/w) AGE含有飼料を 23週間摂餌させた。全実験期間を通じての体重、摂
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餌量、飲水量および、解剖時の各臓器重量について、AGE群とコントロール群

で違いはなことから、長期間の AGE 摂餌がラットに対して悪影響は与えてい

ないことが分かる。 

AGEによる腫瘍発育段階での抑制効果について、病理組織学的に検証したっ

結果、観察された ACFや腺腫、腺癌の発生数は AGE群で有意な減少効果が確

認され、AGEによる腫瘍発育の抑制効果が確認された（Table 2-5、Table 2-7、

Table 2-9、Table 2-10）。 

 発育中の腫瘍で共通して起こるイベントの一つは、細胞の自律的な増殖であ

る。PCNAは細胞増殖マーカーとして知られており、異形成病変や腫瘍の進行

により発現量が亢進する(76, 77)。そして先行研究で、癌細胞の増殖抑制効果と

PCNA活性抑制効果が示されている。例えば、ニンニク由来の成分であるジア

リルジスルフィド（DADS）によって増殖が抑制された乳癌細胞では PCNAの

発現量も低下する（80）。また、AGEにも含まれる S-アリルシステイン（SAC）

はマウスに移植した口腔癌細胞の PCNA発現量を抑制した（81）。 

本研究では、腫瘍組織の細胞について特に、同一組織型の病変同士で PCNA

の発現量を免疫染色法にて解析したところ、中等度異型腺腫と腺癌の組織にお

いて、AGE が PCNA の発現量が低下させる結果を示した。一方、軽度異型腺

腫組織では PCNA発現量に違いはなく、正常腺管組織の増殖活性も群間で違い

はなかった。本研究においても、先行の類似研究と同様の結果が得られ、AGE

の抗腫瘍発育効果が腫瘍病変の細胞増殖活性の抑制に起因することを明らかに

した。 

 

 第三章では、第二章で得られた AGE の腫瘍細胞への増殖活性抑制効果につ

いてその機序を明らかにするため、AGEがヒト大腸癌細胞に与える影響とその
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機序について検証した。 

 AGEはヒト大腸癌細胞株 DLD-1細胞に対しも、濃度依存的にその増殖を抑

制することが確認されたが、その抑制効率は緩やかであり、3 日間以上の培養

で統計上有意差のある増殖抑制効果を確認した。また４日間の培養でも細胞は

増殖傾向にあり、AGEの増殖抑制効果は強いものではないことが示された。一

般的に癌細胞の細胞倍加時間は 1日程度とされているため、細胞増殖を顕著に

抑制する薬剤を使用すると、培養 1日時点でも細胞数の違いを確認することが

できる。また、AGE の正常細胞に対する影響についてヒト正常繊維芽細胞

MRC-5を用いて評価した結果、4日間の培養でも増殖の抑制作用は確認されず、

むしろ増殖を促進する傾向にあった。Table １-１にも示したが、ニンニクには

28 %の糖質が含まれており、水溶性の AGEにも糖質が含まれていることは十

分考えられ、増殖活性が高くない正常細胞に対しては増殖エネルギーとして作

用した可能性も考えられる。AGEは増殖活性が高い腫瘍細胞に対して特異的に

増殖抑制作用を示すことが確認された。また Matsuura らも同程度の AGE 濃

度でヒト大腸癌細胞株 HT29, SW480, SW620 細胞の増殖を抑制することを示

しており（47）、本検討と一致する結果であった。 

  

ニンニク由来のイオウ化合物（DADS、DATS）は化学発癌動物モデルや、

乳癌、大腸癌、前立腺癌、肺癌細胞株に対して抗腫瘍効果を示し、アポトーシ

スや細胞周期の停止作用との関連が報告されている(91)。AGEの増殖抑制効果

がアポトーシスの誘導と細胞周期の停止作用に関係があるかどうかを検証した

が(Figure 3-7、Figure 3-8、Figure 3-9、Figure 3-10)、AGEは DLD-1細胞に

対して特定の周期で細胞を停止させることはなく、さらに、アポトーシスの指

標であるカスパーゼ 3 の活性化も誘導しなかった。これらの結果は AGE が細
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胞に対して細胞周期の停止能やアポトーシスの誘導能を持たないことを示して

いる。ニンニクから単離されたジアリルトリスルフィド（DATS）は癌細胞に

対して G2/M期で細胞周期を停止させ、BCL-2ファミリータンパク質の発現量

を調節してアポトーシスを誘導するとされている（91）。AGEがアポトーシス

を誘導しなかった原因についてはまだ不明な点が多い。ただ、興味深いことに

細胞周期を同調させた細胞を用いた実験において、AGEは細胞周期の速度を遅

延させていることが確認された（Figure 3-11）。G1／S期の境界で同調させた

細胞は、通常培地に交換することで細胞周期が再開し、21時間後には次のサイ

クルの S期に移行していることから、DLD-1細胞の増殖倍加速度は 21時間程

度であることが分かる。一方、10 mg/mlの AGEを添加した培地条件では G2/M

期での遅延が確認され、次の S 期への移行が 24 時間後に遅延していた。つま

り、AGEは DLD-1細胞の増殖倍加時間を 2-3時間程度遅延させていることを

示す結果が得られた。この結果を踏まえ、倍加時間の違いによる細胞増殖数の

変化を試算したところ（Table 3-2）、細胞倍加時間が 21時間から 24時間程度

に遅延した場合、2日後で 19,504個、16,000個の違いしかなく、3日後で 43,069

個、32,000 と識別可能な細胞差に増殖することが確認できた。この試算は

Figure 3-4で示した細胞増殖検討とほぼ同様の結果を示している。また、G2/M

期で細胞周期が遅延することは結果として S期の細胞の存在比を低下させるこ

とに繋がり、AGE 摂餌ラットの大腸腫瘍では PCNA 陽性細胞の比率が低下し

た結果（Figure 2-13、Figure 2-14）とも結び付けて考えることができる。 

  

これら遅延効果の原因を検討するため、細胞周期調節因子のタンパク質発現

量を検討した。AGEは G2/M期での遅延効果を示したため、G2/M期で作用す

る細胞周期関連タンパク質として、サイクリン B1 と Cdk1 の発現量を評価し
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た。サイクリン B1と Cdk1複合体は細胞周期の G2期からM期へ移行する際

の調節因子として重要な役割を担っており、G2/M 期で細胞停止させアポトー

シスを誘導するベンジルイソチアシアネート（BITC）はサイクリン B1、Cdk1

の発現量を低下させることが報告されている(94)。本研究によって AGE は

DLD-1細胞のサイクリン B1と Cdk1の発現量を濃度依存的に抑制することが

確認された。一方で、G1 期から S 期移行に関連するサイクリン D1 の発現量

に変化は無く、G1期からS期への進行には影響を与えない可能性を示唆した。 

 

 さらに、AGE によるサイクリン B1 発現抑制効果について検討するため、

NF-B 活性化との相関について評価した。NF-B は癌細胞の増殖に関与して

おり(108)、さらに、サイクリン B1の発現量を調整する因子としても報告があ

る(101)。活性化 NF-B を評価する方法として核内移行した NF-B の量を検

討した。その結果、AGE は濃度依存的に DLD-1 細胞の核内移行した NF-B

量を抑制することが確認された。 

 

本研究によって、AGEは腫瘍細胞の発育抑制効果を有することが確認された。

その AGE の作用機序として、AGE は腫瘍細胞で亢進した NF-B の活性化を

抑制することで、細胞増殖調整タンパク質であるサイクリン B1 の発現量を低

下させ、その結果、G2/M 期での細胞周期の遅延を引き起こさせ、最終的に、

腫瘍の増殖活性を抑制させたと考察する。 

 

本研究では大腸癌モデルラットを用いた病理学的な腫瘍形成評価および培養

細胞を用いた作用機序検討を行うことで、熟成ニンニク抽出液（AGE）が腫瘍

の発育抑制効果を示すことを明らかにした。これまで AGE 研究で腫瘍発育抑
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制に焦点を充てた研究はなく、腫瘍細胞の増殖速度に影響を与える事実は新知

見であり、AGEの新たな有効性を示した研究成果である。 

  

現在そして将来、癌による死亡者は増加することが予想されており、日常生

活において、発癌・発育を予防することが重要である。2012年に閣議決定され

たがん対策推進基本計画(5)では、がんによる死亡者数減少を目指しており、が

ん医療の充実とともに、野菜摂取量の増加など、予防につながる生活習慣の啓

蒙の重要性が記されている。また、2014年には消費者庁、厚生労働省、農林水

産省から食品の新たな機能性表示制度に関する検討会報告書(110)が公表され、

2015 年 4 月からの運用開始に向けて準備が進められている。このように、科

学的根拠の基で食品の新しい機能を見出すことにより、国民の健康が維持・増

進することが期待されている。 

本研究では、動物実験において、AGEの腫瘍発育抑制効果を示し、ヒト大腸

癌細胞を用いて作用機序の一端を明らかにした。本研究成果は食習慣による大

腸癌の予防効果を科学的に示したものであり、AGEによって大腸癌の発症や発

育の予防に貢献できるものと期待される。 
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