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略語表 

本論文に用いた略語を以下に示す。 

 

AMPK  AMP-activated protein kinase 

ATG  autophagy related 

Ctrl  control 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DOX  doxorubicin 

FBS  fetal bovine serum 

HAS  hydroxy-alpha-sanshool 

HBS  hydroxy-beta-sanshool 

JNK  c-jun N-terminal kinase 

KCNK9  potassium two pore domain channel subfamily K member 9 

LC-MS  liquid chromatography-mass spectrometry  

mTOR  mammalian target of rapamycin 

NCCD  Nomenclature Committee on Cell Death 

PE  phosphatidylethanolamine 

RNAi  RNA interference 

SDS-PAGE SDS‐polyacrylamide gel electrophoresis 

siRNA  small interfering RNA 

TRPA1  transient receptor potential ankyrin 1 

WB   western blotting 

ZFE  Zanthoxylum Fruits Extract 
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1. 序論 

 

癌は世界の重大な死因の一つであり、日本においても癌患者数は年々増加の一途を

辿っている。癌に対する三大治療は手術、化学療法、放射線療法である。化学療法は

他の治療法と異なり全身治療にも有効であり、日々新たな化学療法の創薬資源が探索

されている1, 2。薬用植物は今日用いられている主要な抗癌剤の創薬資源となってお

り、イリノテカンやパクリタキセルはその代表としてあげられる。 

 漢方薬は中国より伝わった中医学が日本独自の発展を遂げ形成された医薬である。現

在では漢方薬は癌化学療法における副作用の軽減に対する効果が期待されており、実際

に臨床で用いられている。例として、オキサリプラチンの末梢神経障害に対する牛車腎

気丸（Goshajinkigan）の有効性 3,4、FOLFIRI 療法による口腔粘膜細胞の障害を起因

とする口内炎に対する半夏瀉心湯（Hangeshashinto）の予防効果 5、シスプラチンによ

る食思不振に対する六君子湯（Rikkunshito）の食欲改善効果 6などがあげられる。 

現在最も多く処方されている漢方薬である大建中湯（Daikenchuto）は 3 つの生薬

（乾姜、人参、山椒）の熱水抽出成分と膠飴から構成される。大建中湯は腸管血流を増

加させ、腸の蠕動運動を促す作用があり、臨床現場ではクローン病や術後イレウスによ

る癒着を防止する目的で処方される 7,8。 

近年では家族性大腸ポリポーシスの原因遺伝子である Apc 遺伝子変異と大腸癌誘発

薬剤である Azoxymethane を組み合わせた大腸癌発癌モデルマウスにおいて、大建中

湯による腫瘍抑制効果が明らかとなった 9。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。大建中湯の癌増殖抑

制および発現抑制に関わる構成生薬について、これまでに本研究室では大建中湯の各構

成生薬の癌細胞への影響を検討してきた。その検討結果から大建中湯の構成生薬の中で、

特に山椒に強い癌増殖抑制作用がある可能性が示唆された (Fig.1) 10。さらに大建中湯

の薬物動態に関する報告から、山椒成分は乾姜および人参と比較して 100 倍以上の量

が迅速に血中に取り込まれることが明らかとなっており 11、山椒の生体内での働きを解

明することは重要であると考えられる。そこで本研究では山椒に焦点を当て、山椒の癌
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増殖抑制作用およびその機序について詳細な解析を行い、抗癌剤開発のための新たなタ

ーゲットとしての可能性を探った。 

 

 

Fig.1 大建中湯の各構成生薬がヒト大腸癌細胞 DLD-1の増殖に及ぼす影響 

図に示す各生薬を含有する培地で 3日間培養し、増殖活性を測定した結果。大建中湯

の濃度は 1 mg/ml であり、各生薬の濃度は大建中湯に含まれる割合に調整している。

（本研究室卒業生、坂牧佑一学士より提供） 
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山椒について 

 山椒（Zanthoxylum piperitum: Japanese pepper）は日本原産の植物であり、その

果皮の乾燥粉末はスパイスとして一般的に知られている。一方で、山椒は日本独自の生

薬としても用いられてきた。山椒の生理作用に関して、これまでに山椒主要成分 

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 12、腸管神経細胞の KCNK9カリウムチャネルを抑制し、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が報告されている 13。 

 山椒と癌との関連を示した過去の報告について、同種の山椒由来である糖タンパク質

が、肝癌モデルマウスにおける肝癌発症を抑制すること 14、中国産の山椒（花椒：

Zanthoxylum bungeanum, Sichuan pepper）の水抽出物が xenograftモデルマウスに

おいて神経線維腫症 1 型腫瘍細胞の増殖を抑制すること 15 が示唆されているが、報告

数は少数に留まり、詳細な機序については明らかにされていない。 

 

 本論文では、山椒熱水抽出物（Zanthoxylum Fruits Extract: ZFE）の抗癌作用につ

いて、ヒト由来である大腸癌、肝臓癌、肺癌、乳癌の各種細胞株を用いて検討を行った。

さらに、その詳細なメカニズムについてヒト大腸癌細胞 DLD-1を用いて解析を行った。

また正常細胞への影響についてはラット正常小腸細胞である IEC-6 を用いて検討を行

った。その結果を以下に詳述する。 
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2. 結果 

 

2-1. ZFEの生理作用に関する解析 

 

2-1-1. ZFEが各種細胞形態に及ぼす影響 

 始めに ZFEがヒト大腸癌由来 DLD-1細胞に与える影響を形態学的に解析するため、

光学顕微鏡による観察を行った。ZFE を添加した培地で 24 時間培養した DLD-1 細胞

の細胞質に多量の空胞様構造が出現する事を確認した (Fig.2)。 

 

Fig.2 ZFEがヒト大腸癌細胞 DLD-1の細胞形態に及ぼす影響.  

DLD-1を ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培

地にて 24時間培養し、光学顕微鏡観察を行った。Scale bars, 50 μm. 
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さらに同様の観察を時系列で行ったところ、ZFE による細胞質の空胞形成は 8 時間

以降に出現していることが明らかとなった (Fig.3)。 

Fig.3 ZFEが DLD-1の細胞形態に及ぼす影響（時系列）. 

ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地にて図に

示す時間で培養し、光学顕微鏡で観察した。Scale bars, 50 μm.  

 

他の癌組織由来の細胞への影響を解析するため同様の観察を行ったところ、ヒト肝臓

癌由来 HepG2 細胞では DLD-1 と同様の空胞様構造を確認した。ヒト肺癌由来 A549

細胞、ヒト乳癌由来MCF-7細胞では、細胞形態に変化は見られなかった (Fig.4)。また

DLD-1と同じ大腸癌由来である Caco-2細胞、WiDr細胞において、Caco-2では空胞様

構造が出現したが WiDr では形態に変化は見られなかった (Fig.5)。ラットの正常小腸

由来である IEC-6 細胞で、同様の観察を行ったところ、細胞形態に変化は見られなか

った (Fig.6)。 
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Fig.4 ZFEが各種癌細胞の細胞形態に及ぼす影響 

図に示す癌細胞を ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有

する培地にて 24 時間培養し、光学顕微鏡で観察した。矢印は空胞構造を示している。

Scale bars, 50 μm. 
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Fig.5  ZFEがヒト大腸癌細胞 Caco-2およびWiDrの細胞形態に及ぼす影響 

ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地にて 24

時間培養し、光学顕微鏡で観察した。矢印は空胞構造示している。Scale bars, 50 μm. 

Fig.6  ZFEがラット正常腸細胞 IEC-6の細胞形態に及ぼす影響 

IEC-6を ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地

にて図に示す時間で培養し、光学顕微鏡で観察した。Scale bars, 50 μm. 
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2-1-2. ZFEが各種細胞増殖に及ぼす影響 

 続いて ZFE が各種癌細胞の増殖に及ぼす影響を解析するため、細胞増殖活性の測定

を行った。ZFE 100 μg/mlでは 72時間で DLD-1の増殖を抑制していると考えられた、

ZFE 200 μg/mlでは 48時間以降で細胞死を起こしている可能性が示唆された (Fig.7)。

以後は ZFEの濃度を 200 μg/mlに設定し、他種癌細胞を用いて同様の実験を行った。

その結果、HepG2、Caco-2では DLD-1と同様に ZFEによって細胞死が誘導されてい

る可能性が示唆された。一方で A549, MCF-7, WiDr, IEC-6では増殖に変化を及ぼさな

かった (Fig.8)。 

 

 

Fig.7  ZFEが DLD-1の細胞増殖に及ぼす影響 

ZFE 100 μg/ml , 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する

培地で培養し、図に示す時間で細胞増殖活性の測定を行った。エラーバーは平均値± SD 

(n=3) を示す。(*p < 0.05; Dunnett's test) 
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Fig.8 ZFEが各種細胞の増殖に及ぼす影響 

ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地で培養し、

図に示す時間で細胞増殖活性の測定を行った。エラーバーは平均値± SD (n=3) を示す。

(*p < 0.05, **p < 0.01; Student’s t-test) 
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2-1-3. ZFEが細胞死に及ぼす影響 

ZFE が細胞死を誘導する可能性が示唆されたため、DLD-1 を用いてトリパンブルー

染色による生細胞数の計測を行った。その結果、生細胞数の減少が確認されたため、ZFE

が DLD-1に細胞死を誘導していることが明らかとなった (Fig.9)。次に ZFEの引き起

こす細胞死の種類を明らかにするため、カスパーゼ 3/7 活性の測定を行った。ポジティ

ブコントロールとして用いたドキソルビシンに対し、ZFE の添加後 24, 48, 72 時間の

いずれでもカスパーゼ 3/7 活性の亢進は見られなかった (Fig.10)。以上の結果より、

ZFEによって DLD-1にもたらされた細胞死は、カスパーゼ依存的なアポトーシスであ

る可能性は否定的と考えられた。 

 

Fig.9 ZFEが DLD-1の生存率に及ぼす影響 

ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地にて図に

示す時間で培養し、トリパンブルーアッセイを行い細胞生存率および生細胞数を測定し

た。エラーバーは平均値±SD (n=3) を示す。(**p < 0.01; Student’s t-test) 
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Fig.10  ZFEが DLD-1のカスパーゼ 3/7 活性に及ぼす影響 

 ZFE 200 μg/ml を含有する培地にて図に示す時間で培養した。0.2 % v/v DMSO (コ

ントロール) 、ポジティブコントロールとしてドキソルビシン (DOX) 7 μM を含有す

る培地で 24 時間培養しカスパーゼ活性を測定した。縦軸はコントロールに対する比を

表す。エラーバーは平均値± SD (n=3) を示す。(*p < 0.05; Student’s t-test) 

 

2-2. ZFEとオートファジーの関連性の解析 

 

2-2-1. ZFEがオートファジーに及ぼす影響 

 ZFE の添加によって出現した多量の空胞様構造をさらに詳細に解析するため、電子

顕微鏡による観察を行った。ZFE を添加し 24 時間後の DLD-1 の電子顕微鏡像から、

細胞内オルガネラを隔離する二重膜構造であるオートファゴソーム、およびその内容物

と内側の膜が分解された一重膜構造であるオートリソソームが多量に観察された 

(Fig.11)。これらの形態学的な所見により、ZFE が DLD-1 にオートファジーを誘導し

ている可能性が強く示唆された。さらにオートファジーマーカーである LC3のWBを

行ったところ、ZFEの添加後 6時間から LC3-IIのバンドが増強することが明らかとな

った (Fig.12)。以上の結果から ZFE はオートファジーを誘導することが明らかとなっ

た。 
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Fig.11 ZFEが DLD-1の微細形態に及ぼす影響（電子顕微鏡像） 

 ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地にて図に

示す時間で培養し、電子顕微鏡撮影を行った。Scale bars, 2μm. 

(Arrows: autophagosomes, Arrowheads: autolysosomes.) 
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Fig.12 ZFEがオートファジーマーカーLC3に及ぼす影響 

 ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地にて図に

示す時間で培養、細胞のタンパク質を回収し、図に示す抗体を用いてウエスタンブロッ

ト法を行った。 
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2-2-2. ATG5ノックダウンが ZFEによる細胞死および細胞形態に及ぼす影響 

 オートファジーは必須遺伝子である ATG ファミリーのノックダウンによって阻害

される。DLD-1に siRNAを導入し、 ATGファミリーの一つである ATG5のノックダ

ウンを行った。qRT-PCRとWBによる解析から、遺伝子発現、タンパク質レベルの両

方で siRNAによる ATG5のノックダウンを確認した (Fig.13)。  

Fig.13 siATG5導入による遺伝子発現およびタンパク質発現抑制の確認 

DLD-1 を用い、以下に示す条件で siRNA を導入し mRNA 回収後、ATG5 遺伝子発

現を（左）qRT-PCRで確認および ATG5タンパク質発現を（右）ウエスタンブロット

法で確認した。Ctrl: 無処理、Mock: トランスフェクション試薬のみを添加、Scramble: 

トランスフェクション試薬を用いて scramble siRNA を導入、siATG5: トランスフェ

クション試薬を用いて ATG5 siRNAを導入。エラーバーは平均値±SD (n=3) を示す。

(**p < 0.01; Student’s t-test) 

 

次に ATG5ノックダウンが ZFEによる細胞形態に及ぼす影響を光学顕微鏡観察によ

って解析したところ、ATG5 のノックダウンにより ZFE が誘導する空胞様構造の減少

を確認した (Fig.14)。さらに、ATG5 のノックダウンによって ZFE による細胞死が軽

減されることを確認した (Fig.15)。ATG5ノックダウンの再現性を確認するため、以上

で行った実験を配列の異なる ATG5 siRNA (siATG5#2) を用いて同様に実験を行った 

が、結果は同様であった (Fig.16)。 



19 

 

 

Fig.14 ATG5ノックダウンが ZFEによる細胞形態に及ぼす影響 

DLD-1に siRNAを導入後、ZFE 200 μg/ml を含有する培地で 24時間培養し、光学

顕微鏡観察を行った。Scale bars, 50 μm. 

 

Fig.15  ATG5のノックダウンが ZFEによる細胞死に及ぼす影響 

DLD-1に siRNAを導入後、ZFE 200 μg/ml もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロー

ル) を含有する培地で図に示す時間培養し、細胞増殖活性の測定を行った。エラーバー

は平均値±SD (n=3) を示す。(**p < 0.01; Student’s t-test) 
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Fig.16 配列の異なる ATG5 siRNA (siATG5#2) を用いた再現性の確認 

ATG5遺伝子およびタンパク質発現抑制の確認 (a, b)、ATG5ノックダウンが ZFEに

よる細胞形態(c) および増殖抑制(d) に及ぼす影響について Fig.13-15 に示した結果と

同様の実験を行った。エラーバーは平均値±SD (n=3) を示す。 

(Scale bars, 50 μm, **p < 0.01; Student’s t-test) 
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2-3. ZFEの誘導するオートファジー細胞死のシグナル伝達経路に関する解析 

 

2-3-1. ZFEが JNKシグナルに与える影響 

ZFEの誘導するオートファジー細胞死に JNKが関与している可能性を探るため、ウ

エスタンブロット法を用いて、各種細胞における JNKのリン酸化活性を解析した。そ

の結果、DLD-1, HepG2, Caco-2では、ZFE添加後に JNKのリン酸化が亢進している

ことが確認された。またこの時HepG2では LC3-IIの増強が見られたが、Caco-2, WiDr

においてそのような変化は認めなかった (Fig.17 および Fig.18)。一方、A549, MCF-7, 

WiDr, IEC-6 では JNK のリン酸化に変化は見られなかった、またこの時 IEC-6 では

LC3-IIが増強していた (Fig.18)。続いて ZFEの誘導するオートファジー細胞死におけ

る JNKの役割を明らかにするため、JNK inhibitorである SP600125存在下で、ZFE

がオートファジーに及ぼす影響の解析を行った。JNK inhibitor の存在下で ZFEによ

る LC3-IIの増強が抑制された (Fig.18)。 

Fig.17 ZFE が JNK シグナルおよび LC3 に及ぼす影響と JNK inhibitor SP600125

の添加による影響 

ZFE 200 μg/ml 含有培地で JNK inhibitor (5μM SP600125) 非存在下もしくは存在

下、0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地で培養し、図に示す時間でタンパ

ク質を回収後、図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法を行った。 
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Fig.18 ZFEが各種細胞の JNKシグナルおよび LC3に及ぼす影響 

図に示す各種細胞を ZFE 200 μg/ml 含有もしくは 0.2 % v/v DMSO (コントロール) 

を含有する培地で培養し、タンパク質を回収後、図に示す抗体を用いてウエスタンブロ

ット法を行った。 
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2-3-2. JNK inhibitorが ZFEによる空胞形成に与える影響 

 DLD-1において JNK inhibitor存在下で、ZFEが誘導する空胞形成に及ぼす影響の

解析を行った。JNK の阻害によって ZFE による空胞形成を抑制することを確認した 

(Fig.19)。 

 

Fig.19  JNK inhibitorが ZFEによる空胞形成に与える影響 

DLD-1を ZFE 200 μg/ml 含有培地で JNK inhibitor (5 μM SP600125) 非存在下も

しくは存在下、0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地で培養し、光学顕微鏡

観察を行った。Scale bars, 50 μm. 
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2-3-3. JNK inhibitorが ZFEによる細胞死に与える影響 

DLD-1において JNK inhibitor 存在下で、ZFEが誘導する細胞死に及ぼす影響の解

析を行った。JNK の阻害によって ZFE による細胞死を抑制することを確認した 

(Fig.20)。 

Fig.20 JNK inhibitorが ZFEによる細胞死に与える影響 

DLD-1を ZFE 200 μg/ml 含有培地で JNK inhibitor (5μM SP600125) 非存在下も

しくは存在下、0.2 % v/v DMSO (コントロール) を含有する培地で図に示す時間培養

し、細胞増殖活性の測定を行った。エラーバーは平均値±SD (n=3) を示す。 

(**p < 0.01; Student’s t-test) 

 

2-3-4. JNK activator を単独添加した際の影響 

 ZFE が引き起こす空胞形成および細胞死に JNK を必要とすることが明らかとなっ

たため、DLD-1において JNK activatorである anisomycinを用いた JNKの活性化に

よって、同様の現象が見られるかを試みた。その結果、JNK activatorは 2時間で JNK

を強力にリン酸化し、その強度は 6時間以降減弱した。同時に行った光学顕微鏡による

観察では DLD-1に ZFE添加で見られた空胞形成は出現しなかった (Fig.21)。 
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Fig.21 JNK activator anisomycinを添加した際の影響 

(a) DLD-1を JNK activator (5μM anisomycin) 含有培地で図に示す時間培養し、細胞

のタンパク質を回収後、図に示す抗体を用いてウエスタンブロット法を行った。 

(b) DLD-1を JNK activator (5μM anisomycin) 含有もしくは 0.2 % v/v DMSO (コン

トロール) を含有する培地で 8 時間培養し、光学顕微鏡観察を行った。Scale bars, 50 

μm. 

 

2-4. ZFEの主要成分 sanshools に関する検討 

 ZFEの主要成分である sanshools（hydroxy-α-sanshool, hydroxy-β-sanshoolを混合

し調整）を DLD-1 に添加し、光学顕微鏡による細胞形態の観察、オートファジーマー

カーLC3-IIのウエスタンブロット法、細胞増殖活性の測定をそれぞれ行った（Fig. 22）。

その結果、sanshools の単独添加ではいずれの検討でも変化が見られなかった。 
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Fig.22 ZFEの主要成分 sanshools の影響 

(a) DLD-1を 38 μM sanshools (HASとHBSを同濃度で混合したもの) を含有した

培地で 24 時間培養後、光学顕微鏡観察を行った。(b) 同条件で図に示す時間でタンパ

ク質を回収し、ウエスタンブロット法を行った。(c) 同条件で図に示す時間で細胞増殖

活性の測定を行った。Scale bars, 50 μm. 
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3. 考察 

 本研究では、ZFE が癌細胞の細胞質にオートファジーによる多量の空胞形成を誘導

し、最終的に細胞死を誘導することを明らかにした。さらに、過剰なオートファジーの

活性化と JNKを必要因子とするオートファジー細胞死が、ZFEの抗癌作用の主要な機

序であることが示唆された。 

 

 オートファジーは細胞質成分をリソソームで分解するための主要な細胞内分解機構

である16。オートファジーは細胞内異常タンパク質の排除と再利用、ダメージを受けた

ミトコンドリアや小胞体のようなオルガネラの除去など、細胞の恒常性維持に寄与して

いる17,18。オートファジー関連遺伝子群 (ATG Genes19) は酵母からクローニングされ 

20、2016年時点でATG1~41までが発見されている21。その中でもATG8の哺乳類ホモロ

グであるLC3はオートファジーの指標として頻繁に用いられている。LC3は翻訳後、す

ぐにC末端側のプロセシングを受けLC3-Iとなり、さらにオートファジーシグナルが誘

導されると基質であるPEと結合しLC3-IIとなる22。LC3-IIはLC3-Iよりも分子量は大き

いが、疎水性が高いためSDS-PAGE上ではLC3-I は18kDa, LC3-II は16kDa 相当に泳

動される。 

癌細胞では多くの場合、正常な細胞や組織よりもオートファジーに依存的であると言

われている23,24。これは癌細胞が生存困難なストレス環境、低酸素状態、低栄養状態な

どに曝露されても、増殖に必要なエネルギー源を優先的にオートファジーによって獲得

しようとするためである25。 

 一方、ある状況下では、過剰なオートファジーの活性化が細胞死を引き起こしうるこ

とが報告されている。これまでのプログラム細胞死（アポトーシス、ネクロプトーシス）

に加えて、新たな細胞死として過剰なオートファジー発現が引き金となるオートファジ

ー細胞死の概念が登場した26-28。 
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 過去にはオートファジー細胞死という名称は単に、「形態学的にオートファジーを伴

う細胞死」として用いられてきた29。しかしながら、アポトーシスや他の細胞死におけ

るストレス応答でも、生存のためにオートファジー自体は起こりうる。そのため近年で

は、オートファジーの必要性を伴う細胞死にのみ、この名称を用いるべきであるという

提言がなされている30。Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)の提案によ

るとオートファジー細胞死は以下のように定義付けされている30 

「細胞死の実行過程でオートファジーが誘導され、かつオートファジーの実行が細胞死

に必要である。」 

さらに、オートファジー細胞死を確かめる生化学的および機能的な手段について、薬

剤および/もしくはRNAi などの遺伝学的方法によるオートファジー経路の阻害によっ

て細胞死が抑制されること、と提言されている。 

 オートファジー細胞死は形態学的に、特に電子顕微鏡観察によって、アポトーシス（ク

ロマチン凝集、核の断片化）やネクローシス（細胞膜の破裂、オルガネラの膨張）にお

ける特徴が見られず、細胞質にオートファジー構造物（すなわち、オートファゴソーム

やオートリソソーム）を伴った空胞化が起きる。この形態学的定義を念頭に置き、癌細

胞に対してZFE が及ぼす影響を観察した。さらに、この観察結果の補強としてオート

ファジーマーカーLC3-IIの発現増加という結果が得られた。今回の結果に示したアクチ

ンに対するLC3-II 比の増加はオートファゴソーム形成数を反映している。それゆえに、

ZFEが引き起こした細胞死が、形態学的および生化学的に「オートファジー細胞死」の

定義にある「細胞死の実行過程におけるオートファジーの誘導」を満たしていると言え

る。 

 一方、オートファジー細胞死の定義には「オートファジーの実行が細胞死に必要であ

る」ことも要求される。これを解決するため本研究では、遺伝学的方法によるオートフ

ァジー経路の阻害によって細胞死が抑制されるかどうかを検討した。ATG5-ATG12複
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合体はオートファゴソームの形成に必要なオートファジー早期段階の主要調節因子で

ある31。本実験においてはATG5のノックダウンによって、ZFEの引き起こした細胞死

およびオートファジーによる空胞形成が明確に抑制された。ここまででZFEが引き起こ

した細胞死はオートファジー細胞死の定義を満たすことを証明できた。しかし、ZFEの

引き起こすオートファジー細胞死の根底にある正確なメカニズムは依然として不明で

ある。 

JNK シグナルは、飢餓、酸化ストレス、薬剤などの種々のストレッサーに応答して

癌細胞のオートファジー調節に関与している32-34。加えて、近年の研究ではJNKの活性

化がオートファジーおよびオートファジー細胞死に関与することが報告されている35-37。 

本研究では、ZFEがオートファジー細胞死を誘導した癌細胞においてJNKのリン酸

化を亢進していることを示した。また、JNK inhibitor によってオートファジーの誘導

および細胞死が抑制されることを示した。一方、今回用いた一部の癌細胞 (A549, MCF-

7, WiDr) ではこのような変化は見られなかった。これらの結果から、JNKシグナルの

活性化がZFEの誘導するオートファジー細胞死に必要であることが明らかとなった。し

かしながら、JNK activator の単独添加では強力にJNK活性化を引き起こしたものの、

空胞形成が見られなかったことは、オートファジー細胞死の誘導にはJNKの活性化だ

けでは不十分であること示している。 

JNKシグナルはアポトーシスの誘導に関与することでも知られる38。しかしながら今

回の結果はZFEの誘導する細胞死は少なくともカスパーゼ依存的なアポトーシスの可

能性は低いと考えられる。清水らはアポトーシス経路を阻害した細胞のJNKを活性化

すると、代償的にオートファジー細胞死が引き起こされることを示している39。今回の

検討では、ZFEによるアポトーシス経路の阻害効果を明らかにできていないため、詳細

な検討が必要である。また清水らは子宮頸癌由来HeLa細胞においてはJNKのリン酸化

が十分でないためオートファジー細胞死が誘導されにくいことを明らかにしている39。
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今後、ZFEによるオートファジー細胞死が有効な癌種を確かめるためには、JNKのリン

酸化に与える影響を解析することが重要である。 

 近年ではオートファジーの調節が癌に対する新たな治療戦略の一つとして考えられ

ている40。特にオートファジーの調節による治療法が有効と考えられるのは既存のアポ

トーシス誘導を主な機序とする抗癌剤に耐性を持つ癌細胞である41。オートファジーを

癌の治療に応用する戦略は主に二つあり、一つは癌のオートファジーを抑制して抵抗性

を弱め、既存の治療法の効果を高めること、もう一つはアポトーシス経路とは別に、オ

ートファジー細胞死を誘導することである。 

 前述したように、一般的に多くの癌細胞は厳しい環境下で生存するためにオートファ

ジーへの依存度が高い。すなわち癌のオートファジー抑制もしくは阻害が治療標的とな

りうる可能性を示唆しており、実際に癌治療目的のためオートファジー阻害剤と抗癌剤

を組み合わせた前臨床試験は行われている42-45。 

 一方、オートファジー細胞死はオートファジーの阻害よりも、むしろオートファジー

の過剰な亢進によって起こる。オートファジー細胞死はアポトーシス経路に必要な

Bax/Bak 遺伝子をノックダウンした細胞において、アポトーシス代償的に行われるプ

ログラム細胞死として発見された46。その後、生体内におけるオートファジー細胞死の

代表例として、ショウジョウバエの発生過程で実際に起きていることが証明された47-49。

哺乳類の個体レベルでのオートファジー細胞死に関しては十分な解析が進んではいな

いが、細胞レベルでの解析ではプログラム細胞死の機能として確かに存在していると理

解される50。このように現在のアポトーシス誘導を主流とする抗癌剤耐性を持つ細胞に

対して、オートファジー細胞死を誘導するという戦略がある。 

 オートファジー細胞死を誘導する物質として、特に天然物由来成分の報告が多数ある。

有効な治療標的が模索されているトリプルネガティブ乳癌細胞に対して、植物由来の物

質であるParthenolide 51やPhysagulide P 52がJNK活性化を伴うオートファジー細胞死
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を引き起こすという報告や、大腸癌細胞 HCT116や乳癌細胞 MCF-7, MDA-MB-231に

対してウコンの主成分であるクルクミン53,54 が同様にJNKの関与する細胞死を引き起

こすという報告が見られ、これらは今回のZFEによるオートファジー細胞死誘導と類似

する。他に、赤ワインなどに含まれるレスベラトロールでもin vitroで各種癌細胞にオ

ートファジー細胞死を誘導することが報告されており、その機序にはmTOR, AMPK, 

JNK などの経路が関与するとされる45,55-57。 

このように、ZFEを含むオートファジー細胞死を誘導する天然物は、新たな創薬資源

の一つとして有望な出発点となりうるだろう。 

 ZFEは山椒の含有する様々な化合物の混合物である。山椒に含まれる化合物には、果

皮の精油成分としてはcitronellal, limonene, 1-β-phellandrene, geraniol, xanthoxin 

が報告されている58。しかしながら、昨今の漢方製剤エキスの製法であるスプレードラ

イ法では精油成分は揮発しほとんど含まれていないと考えられている。今回ツムラより

提供を受けた山椒熱水抽出物についても同様の製法であり、精油成分の関与は考えにく

い。他には、flavonoid類としてrutin, hyperoside, quercitrin を含むとされる59-61。こ

れら成分についてオートファジー誘導もしくは細胞死誘導に関する報告62-65も見られる

が今回ZFEが引き起こしたオートファジー細胞死への関与については更なる解析が必

要である。 

本研究ではZFEの含有する化合物の中で最も割合の高い、sanshools（HASとHBSの

混合物）について検討を行った。HASにはいくつかの生理作用が知られている。HAS

は、腸管上皮細胞を直接刺激し、強力な血管拡張ホルモンであるアドレノメデュリンの

産生を増加させる66。また、序論でも述べたようにKCNK9カリウムチャネルの阻害に

よって腸管運動の亢進に関わることも報告されている13。しかし、sanshools と癌との

関連性は過去にも報告されておらず、本結果でもsanshoolsのみを添加した結果では、

抗癌作用を確認することはできなかった。ZFEの含有するオートファジー細胞死に関与



32 

 

する成分については、微量に含まれるflavonoid類や未同定の成分、あるいは複数の物質

の相互作用である可能性も考えられ、今後の重要な検討課題である。  
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4. 結論 

本研究結果をまとめると、山椒熱水抽出物である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、ZFEが癌細胞にJNKシグ

ナルを必要とするオートファジー細胞死を引き起こしていることを明らかにした。

ATG5のノックダウン実験、JNK inhibitor および JNK activatorによる検討結果から、現

在までに明らかにしたZFEのオートファジー細胞死誘導機序を図に示す（Fig.23）。 

Fig.23 本研究で予測されるZFEによるオートファジー細胞死誘導機序 

 

ZFEが誘導するオートファジー細胞死には少なくとも、「オートファジーの（過剰な）

亢進」と「JNKシグナル活性化」の2つの要素が必要であり、それらを担う単体もしくは

複数の化合物がZFEに含有されていると想定された。DLD-1とHepG2細胞ではそれら2つ

の要素によってオートファジー細胞死が誘導されたと考えられ、IEC-6ではオートファ

ジーの亢進は起こっているものの、JNKの活性化は見られていないため、細胞死には至

らなかったと推測できる。また、癌細胞でもオートファジーやJNKの活性化が見られる
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ものとそうでないものがあり、細胞による基底レベルのオートファジー活性の違いや

JNK活性化の度合いに着目し、今後ZFEの有効性を検証していく必要がある。 

 

本研究では山椒熱水抽出物ZFEが癌細胞に対し、JNK活性化を必須とするオートファ

ジー細胞死を誘導することを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、新規抗癌剤開発のシーズとなることが期待される。 
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5. 実験材料および実験方法 

 

5-1. 実験に使用した試薬と抗体 

使用試薬の入手先を以下に示す。 

Dimethyl sulfoxide ― Wako Pure Chemical Industries Ltd. (Osaka, Japan) 

Doxorubicin ― Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

SP600125 ― Sigma- Aldrich 

Anisomycin ― Sigma- Aldrich 

Hydroxy-α-sanshool ― Tsumura (Tokyo, Japan) 

Hydroxy-β-sanshool ― Tsumura  

 

使用抗体の入手先を以下に示す。 

anti-LC3 pAb (PD014) ― Medical and Biological Laboratories Co. Ltd (Nagoya, 

Japan) 

anti-Atg5 mAb (M153-3) ― Medical and Biological Laboratories Co. Ltd 

anti-phospho-JNK pAb (Thr183/Tyr185) (#9251S) ― Cell Signaling (Danvers, MA, 

USA) 

anti-JNK pAb (#9252S) ― Cell Signaling 

anti-β-Actin mAb (#4970) ― Cell Signaling 

 

5-2. ZFEの調整方法 

 山椒の熱水抽出物は株式会社ツムラ（Tokyo, Japan）より提供された。ツムラによる

山椒抽出物の精製法について以下に示す。山椒 (Zanthoxylum piperitum) の果皮を精

製水で 100°C、1時間抽出し、可溶性抽出画分を不溶性画分から分離後、減圧下で水を

除去することによって濃縮した。更にスプレードライ法によって乾燥抽出粉末を精製し

た。この乾燥抽出粉末を ZFEとし、以後実験に用いた。ZFE粉末 10 mgを DMSO 100 

μl に溶解し、10 分間の超音波処理を行った後、3% FBS (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) 含有 DMEM (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan) 10 mL 中
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に溶解し、0.22 μmフィルターユニット (Toyo Roshi Kaisya Ltd., Tokyo, Japan) に通

し濾過した。これを ZFE 溶液の原液とし、実験に必要な各種濃度に DMEM で希釈し

て用いた。 

 

5-3. 実験に用いた細胞と培養方法 

 ヒト大腸癌由来細胞 DLD-1、Caco-2、WiDr、ヒト肝臓癌由来細胞 HepG2、ヒト肺

癌由来細胞 A549、ヒト乳癌由来細胞MCF-7 およびラット小腸上皮由来細胞 IEC-6 は

10% FBS含有 DMEM培地にて、37°C、5% CO2にて培養した。 

 

5-4.光学顕微鏡観察 

 各細胞の観察には CKX41 倒立型顕微鏡 (OLYMPUS, Tokyo, Japan）を用いた。 

  

5-5. 細胞増殖活性の測定 

 細胞培養用 96-well プレート に対し、ヒト由来各種癌細胞を 4 × 103 cells/wellの密

度で、ラット小腸細胞 IEC-6を 6 × 103 cells/wellの密度で播種し、接着のため一晩培

養した。翌日細胞の接着を確認後、ZFE もしくは試薬を各種実験結果に記載した薬剤

の終濃度に調整した 3% FBS含有 DMEM 培地に置き換えた。陰性対照群は DMSOを

終濃度 0.2% に調整した 3% FBS 含有 DMEM 培地に置き換えた。これらの細胞は

37°C , 5% CO2 条件下で 24, 48, 72 時間 の培養を行った。細胞増殖の測定試薬は、

CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay kit (Promega, Fitchburg, 

WI) を用い、試薬を添加し 1 時間後に吸光度を測定した。吸光度はプレートリーダー

(Infinite f200; TECAN, Männedorf, Switzerland) を用いて測定した。 

 

5-6. トリパンブルー染色と生細胞数のカウント 

 DLD-1 細胞を 12-well プレートに対し 5 × 104 cells/well の密度で播種し 48 時間培

養した。次に、ZFEを終濃度 200 μg/mlに調整した 3% FBS含有 DMEM 培地に置き

換えた。陰性対照群は DMSOを終濃度 0.2% に調整した 3% FBS含有 DMEM 培地に

置き換えた。これらの細胞は 37°C , 5% CO2 条件下で 48, 72時間の培養を行った。細
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胞を回収し、トリパンブルーを終濃度 0.2% となるよう細胞懸濁液に添加した。染色し

た細胞は Countess II FL Automated Cell Counter (Thermo Fisher SCIENTIFIC, 

Waltham, MA, USA) を用いて計測した。細胞生存率は生細胞（トリパンブルー陽性を

除いた細胞）の割合で示した。それと同時に生細胞数も計測した。 

 

5-7. Caspase 3/7 活性測定 

 DLD-1 細胞の播種培養条件については、細胞増殖活性の測定と同様の条件とした。

接着を確認後、ZFEを終濃度 200 μg/mlに調整した 3% FBS含有 DMEM 培地に置き

換えた。陰性対照群は DMSO を終濃度 0.2% 、陽性対照群は doxorubicin を終濃度 7 

μM に調整した 3% FBS 含有 DMEM 培地に置き換えた。Caspase 3/7 活性測定には

Caspase-Glo 3/7 assay kit (Promega) を用いた。各ウェルの蛍光強度測定にはマルチ

プレートリーダー (Infinite 200 PRO; Tecan) を用いた。測定した値からブランク（培

地のみ、細胞無し）を差し引き、データは陰性対照に対する倍率で示した。 

 

5-8. 電子顕微鏡観察 

 DLD-1 細胞を 100-mm ディッシュで 100%コンフルエントとなる前まで培養し、

ZFEを終濃度 200 μg/ml に調整した 3% FBS含有 DMEM 培地で 24時間培養した。

陰性対照群は DMSOを終濃度 0.2% に調整した 3% FBS含有 DMEM 培地で 24時間

培養した。細胞は 2% パラホルムアルデヒド、2% グルタールアルデヒドを含有する

PBS (pH 7.2) にて 4°Cで 30分の固定を行い、続いて 1% OsO4 を含有する PBSにて

4°Cで 1時間の処理を行った。細胞をディッシュから静かに剥がし、遠心してペレット

化した。次に、ペレット化下細胞を段階的にエタノールで脱水し、最終的に Epon812

に包埋した。ウルトラミクロトームを用いて超薄切切片を作製し、酢酸ウランとクエン

酸鉛にて染色した後、透過型電子顕微鏡 (H-7650; Hitachi High Technologies, Tokyo, 

Japan) を用いて観察を行った。 

 

5-9. ウエスタンブロッティング 

細胞培養用 6-well プレートに対し、ヒト由来各種癌細胞を 4 × 103 cells/wellの密度
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で、ラット小腸細胞 IEC-6を 6 × 103 cells/wellの密度で播種し、接着のため一晩培養

した。翌日細胞の接着を確認後、ZFE もしくは試薬を各種実験結果に記載した薬剤の

終濃度に調整した 3% FBS含有 DMEM 培地に置き換えた。陰性対照群は DMSOを終

濃度 0.2% に調整した 3% FBS含有DMEM 培地に置き換えた。これらの細胞は 37°C , 

5% CO2 条件下で各種実験結果に示した時間で培養を行った。その後、細胞を冷 TBS 

(20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 137 mM NaCl)で 2回ウォッシュし、100 μlの cell lysis 

buffer (25 mM Tris-HCl [pH 6.8], 0.8% w/v SDS, 4% w/v glycerol, 0.008% w/v 

bromophenol blue, 2% v/v 2-mercaptoethanol) で溶解した。細胞溶解液は 95°Cで 5

分間加熱し、10,000gで 5分間遠心し、細胞タンパク質を回収した。その後、各サンプ

ル 10 μlを 10% もしくは 12.5% の SDSポリアクリルアミドゲルにローディングし、

トリス-グリシンバッファー（Tris 25 mM, glycine 191 mM, 0.1% w/v SDS）中で電気

泳動を行った。次に、Immobilon-P membranes (Millipore, Bedford, MA, USA) に対

し、Transfer Buffer（Tris 25 mM, glycine 191 mM, 10% MeOH）を用いてセミドライ

式により転写を行った。転写したメンブレンを 5% スキムミルク含有 TBS-T (20 mM 

Tris-HCl [pH 7.5], 137 mM NaCl, 0.05 % Tween 20) に浸して室温で 1時間ブロッキ

ングを行い、以下に示した抗体 (anti-LC3 pAb, anti-Atg5 mAb, anti-phospho-JNK 

pAb, anti-JNK pAb, and anti-β-actin mAb) を添加し、室温で一晩反応させた。その後

メンブレンを TBS-T で 3 回洗浄し、TBS で希釈した horseradish peroxidase-

conjugated antibody against rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

West Grove, PA, USA) に室温で30分反応させた。Immobilon Western HRP Substrate 

detection reagents (Millipore) を用いて発光させ、LAS 4010 system (GE Healthcare 

Life Sciences, Amersham, UK) にてバンドの検出を行った。 

 

5-10. siRNAの導入 

Small interfering RNAs (siRNAs) targeting ATG5 (NM_004849) と scrambled 

siRNA は QIAGEN (Hilden, Germany) より購入したものを用いた。siRNAのターゲ

ットシーケンスを次に示す。 
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ATG5:  5’-AACCTTTGGCCTAAGAAGAAA-3’  

ATG5#2: 5’-CTAGGAGATCTCCTCAAAGAA-3’. 

 

 細胞培養用 6-well プレートにてDLD-1細胞を 60-70% コンフルエントまで培養し、

Opti-MEM (Thermo) で希釈した siRNA を HiPerFect Transfection Reagent 

(QIAGEN) と共に細胞に添加し、siRNAの導入を行った。siRNA導入後、細胞タンパ

ク質、Total RNA の回収を行った。また、細胞増殖活性の測定においては、siRNA導

入後の細胞を一度回収し、96-well プレートに播種し直して実験を行った。 

 

5-11. qRT-PCR 

 Total RNA は ISOGEN reagent (Nippon Gene, Toyama, Japan) を用いて抽出を行

った。抽出した RNAから PrimeScript RT Master Mix (Takara Bio, Shiga, Japan) を

用いて以下の条件で cDNAの合成を行った。 

 

［37°C – 15分、85°C – 5秒、4°C – ∞］ 

 

作製した各 cDNA (10 ng) をテンプレートとして Platinum SYBR Green qPCR 

SuperMix-UDG (Invitrogen) を用い、StepOne Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) にて定量的 PCRを行った。 

 

［50°C – 2分、95°C – 2分］ 

↓ 

［95°C – 15秒、60°C – 30秒 72°C – 1分］× 45 cycles 

↓ 

［95°C – 15秒、60°C – 15秒、95°C – 15秒、］ 

 

目的遺伝子の発現量は ΔΔCT 法によって算出し、コントロールとして GAPDH を用

いた。 
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