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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 
 

 

博士の専攻分野の名称 博士　　 臨床薬学） 氏 名  野崎 怜雄 

 

 

 

学 位 論 文 題 名 

 

山椒熱水抽出物により誘導されるオートファジー細胞死に関する研究 

 

 

大建中湯は、3 つの生薬（乾姜、人参、山椒）の熱水抽出成分と膠飴からなる漢方薬であ

る。現在、最も多く処方されている漢方薬であり、主に術後イレウス発生を防止する目的で

処方される。山椒 (Zanthoxylum piperitum) は日本固有種で、漢方薬の構成生薬として利

用されてきた。これまで当研究室グループは山椒主要成分 hydroxy-α-sanshool が腸管上皮

細胞の TRPA1 チャネルを介して腸管運動や腸管血流を増加させることを明らかにしてき

た。さらに、腸管神経細胞のKCNK9 カリウムチャネルを抑制して細胞膜電位を上昇させる

ことで神経細胞の易刺激性を高めることも明らかにしてきた。当研究室グループとシカゴ大

学で共同で行った大建中湯のヒト大腸癌細胞異種移植モデルでは、未公表ながら腫瘍抑制効

果を観察している。さらに、大腸癌発癌モデルマウスにおいて大建中湯の癌抑制効果を明ら

かにしてきた。しかしながら、大建中湯の癌増殖抑制効果および発癌抑制効果の発現機序に

ついては明らかとなっていない。 

 これまでに本研究室では大建中湯の癌増殖抑制および発癌抑制について、各構成生薬の癌

細胞への影響を検討してきた。その先行研究から、山椒成分に癌増殖抑制作用がある可能性

が強く示唆された。更に、大建中湯の薬物動態試験結果から山椒の主要成分が大量かつ急速

に血中に移行することにも着目し、山椒熱水抽出物 (Zanthoxylum Fruits Extract、以下

ZFE) の癌細胞に対する影響を明らかにすることを目的として研究を行った。 

 

1. ZFEが各種癌細胞形態および細胞増殖に与える影響の解析 

 始めに ZFE が各種癌細胞の形態に及ぼす変化を検討した。実験には由来の異なる以下の

癌細胞を用いた、DLD-1（大腸癌）、HepG2（肝臓癌）、A549（肺癌）、MCF-7（乳癌）。ま

た、正常細胞として IEC-6（ラット小腸）を用いた。ZFEで 24時間処理した細胞を光学顕

微鏡で観察すると、DLD-1, HepG2の細胞質に多量の空胞構造が確認された。A549, MCF-

7, IEC-6ではこのような変化は確認されなかった。次に、ZFEを添加した細胞の増殖活性を

測定した。その結果、DLD-1, HepG2 では増殖率が有意に減少した。また、A549, MCF-7, 

IEC-6には増殖に影響を及ぼさなかった。DLD-1を用いて、トリパンブルー染色における生

死判定、生細胞数の計測を行ったところ、ZFEがDLD-1, HepG2に細胞死を引き起こすこ

とが明らかとなった。以後、ZFE が引き起こす細胞死の機序について、DLD-1 を用いて解

析を行うこととした。 

 

2. ZFEが引き起こす細胞死とオートファジーに関する解析 

ZFEが引き起こす細胞死の種類を解析するため、アポトーシスの指標であるカスパーゼの

　　　　　（



関与を調べたところ、ZFEはカスパーゼ 3/7活性に影響を及ぼさなかった。形態学上の違い

から分類されている主要なプログラム細胞死として、アポトーシス、ネクロプトーシス、オ

ートファジー細胞死の3つが挙げられるがこれまでの形態学的な検討とカスパーゼ活性測定

の結果から、オートファジー細胞死の可能性に着目した。 

始めに ZFE によって引き起こされた空胞構造がオートファジーによるものかを解析する

ため、電子顕微鏡による微細形態の観察を行った。その結果、オートファジーに特徴的なオ

ートファゴソームやオートリソソーム構造が観察された。更に、オートファジーマーカーで

あるLC3-IIのウェスタンブロットの結果からZFEがオートファジーを亢進することが明ら

かとなった。 

 次に、ZFE が引き起こすオートファジーと細胞死との関連性を調べるため、siRNA を用

いてオートファジー必須遺伝子の一つである ATG5 のノックダウン (KD) を実施し検討を

行った。ATG5をKDしたDLD-1に ZFEを添加すると、コントロールと比較し空胞形成は

減少した。さらに、ATG5 の KD は ZFE による細胞死を軽減することが明らかとなった。

これらのことから ZFE が引き起こす細胞死がオートファジー細胞死である可能性が強く示

唆された。 

 

3. ZFEが引き起こすオートファジー細胞死に関与するシグナル伝達経路の解析 

 ZFE が引き起こすオートファジー細胞死に関与するシグナル伝達経路の解析を行ったと

ころ、ZFE がストレス応答性 MAPK である JNK を活性化することが明らかとなった。さ

らに JNK阻害剤を用いて、ZFEが細胞増殖とオートファジーに及ぼす影響を検討したとこ

ろ、JNK 阻害剤がオートファジーマーカーLC3-II 発現量および空胞形成を抑制した。同時

にJNK阻害剤によってZFEの引き起こすオートファジー細胞死が抑制されることが明らか

となった。以上のことから、ZFEが引き起こす細胞死には JNKの活性化が必要であること

が明らかとなった。 

 

本研究では山椒熱水抽出物 ZFE が癌細胞の細胞質に異常な空胞形成および細胞死を引き

起こすことを足掛かりに解析を進め、以下の 3つの点を明らかにした。 

 

①ZFEは癌細胞のオートファジーを過剰に亢進し細胞死を引き起こす 

②ZFEによって引き起こされる細胞死はオートファジー細胞死である 

③ZFEによって引き起こされるオートファジー細胞死には JNKの活性化を必要とする 

 

現在臨床で用いられている多くの抗がん剤は癌細胞へのアポトーシス誘導が主流である。

しかし、多くの癌細胞では p53遺伝子変異などの要因によりアポトーシス感受性が低下して

いる。また、癌細胞では正常細胞よりもオートファジーに依存的な代謝をすると言われ、癌

細胞のオートファジーを標的とした治療法は有効な手段であると考えられている。癌のオー

トファジーの標的治療法として、オートファジー阻害剤と抗癌剤を組み合わせた臨床試験は

既に行われている。一方で、オートファジー細胞死を利用した治療法は未だ臨床応用に至っ

ていない。本研究では ZFEが癌細胞に対し、JNK依存性オートファジー細胞死を誘導する

ことを世界で初めて明らかにした。本成果は、オートファジー細胞死を標的とした臨床応用

に向け、抗癌剤開発のシーズとなる可能性を見出した。 

 


