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略語一覧 

 

 

本論文中では、以下に示す記号を略語として用いた。 

5-FU 5-フルオロウラシル 

ADMT androgen deprivation monotherapy 

AR アンドロゲン受容体 (androgen receptor) 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

CAB combined androgen blockade 

CI コンビネーションインデックス (combination index) 

CPA シクロフォスファミド (cyclophosphamide) 

CRPC 去勢抵抗性前立腺がん (castration-resistant prostate cancer) 

DHA ドコサヘキサエン酸 (docosahexaenoic acid) 

DMSO ジメチルスルホキシド (dimethyl sulfoxide) 

DOX ドキソルビシン (doxorubicin) 

eNOS endothelial nitric oxide synthase 

EPA エイコサペンタエン酸 (eicosapentaenoic acid) 

EPT エトポシド (etoposide) 

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2 

LH-RH 性腺刺激ホルモン放出ホルモン 

MLCP ミオシン軽鎖フォスファターゼ (Myosin light-chain phosphatase)MMP9 

matrix metalloproteinase 9 

M-PER mammalian protein extraction reagent 
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n-3 PUFA n-3 系多価不飽和脂肪酸 (n-3 polyunsaturated fatty acid) 

NAC N-アセチルシステイン (N-acetyl cysteine) 

NRTK 非受容体チロシンキナーゼ (nonreceptor tyrosine kinase) 

p-ERK1/2 phospho- extracellular signal-regulated kinase 1/2  

p-Pyk2 phospho-Proline-rich tyrosine kinase-2 

PTX パクリタキセル (paclitaxel) 

Pyk2 proline-rich tyrosine kinase-2 

Rho キナーゼ Ras homolog gene family kinase 

RIP receptor-interacting protein kinase 

ROCK Rho-associated coiled-coil kinase  

ROS 活性酸素種 (Reactive oxygen species) 

RSK1/2/3 ribosomal S6 kinases 1/2/3 

RTK 受容体型チロシンキナーゼ (receptor tyrosine kinase) 

SMAC second mitochondria-derived activators of caspase 

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 

sTNF-R2 可溶性腫瘍壊死因子レセプター2 (soluble tumor necrosis factor receptor 

2) 

TRAIL-R1 tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand receptor 1  
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総論の部 

 

 

緒言 

 

 

 脂質とは三大栄養素の一つである。脂質の主要構成分子である脂肪酸は一般

的に炭素鎖を持ち、その末端にカルボキシル基を持つ構造をしている。この炭素

鎖の長さによって短鎖脂肪酸、中鎖脂肪酸、長鎖脂肪酸に分類される。さらに炭

素鎖の炭素数によって、異なる種類が存在する。本研究で、用いた脂肪酸である

エイコサペンタエン酸 (EPA) とドコサヘキサエン酸 (DHA)は、n-3 PUFA に分

類される。EPA は炭素鎖 20 の中に五箇所の二重結合を持ち、DHA は炭素鎖 22

の中に六箇所の二重結合を持つ。EPA、DHA 共に海洋生物の多くが豊富に持つ

脂肪酸であり、特に魚油の主成分として知られている。昨今、サプリメントの主

成分としても多くの製品に用いられる他、臨床の場においても現在、末端のカル

ボキシル基がエチルエステル化された製剤が高脂血症治療薬として処方せん医

薬品に指定されている。また、第一類医薬品、スイッチ OTC としても販売され

ている。これら n-3 PUFA である EPA、DHA の作用として報告されているもの

は、血清脂質低下、リポタンパク代謝作用 (1, 2)、閉塞性動脈硬化症に伴う冷感、

疼痛、潰瘍の治療効果である。一方、副作用として主なものは出血傾向、肝機能

障害、消化器症状等である。また、心血管系に対する作用として心血管系イベン

トの抑制効果 (3, 4, 5)、冠状動脈疾患の患者におけるアテローム性動脈硬化症の

進行遅延 (6)、コラーゲンによる血小板凝集の阻害 (7)、ウサギにおける血管動

脈壁の進展性を改善する (8)、及び血管平滑筋の弛緩効果 (9) などが報告されて
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いる。近年、これらの効能に加えてがんの抑制効果が報告されるようになった。

我が国で行われた大規模疫学調査においても n-3 PUFA摂取量が多いほど肝臓が

ん発症抑制効果が大きいというエビデンスを得ている (10)。さらに臨床におけ

る重要ながんの悪液質改善作用に関しては肯定的なものばかりではないが、複

数の報告がなされている (11, 12, 13, 14)。このように n-3 PUFA のがんやそれに

関連する病態に対する効果が認知されつつある。その、がんに対する効果に関し

ては種々の報告があり (15)、乳癌 （16, 17）、神経芽細胞腫 （18）、肝臓癌 （19）、

結腸直腸癌 （20）、結腸癌 （21）、B 細胞慢性リンパ球性白血病 （22）などに

おいては、細胞実験でその効果が実証されている。 

 近年、日本の死因第一位はがんとなった (23)。がんとは正式名称を悪性新生

物と言い、自己の細胞が何らかの原因で DNA に異常を来し、無制限な増殖と転

移を伴う致死性の病である。Ras などに代表される細胞を増殖させるために必要

な遺伝子が変異することによって産まれるがん原遺伝子の活性化 (24)、p53 な

どに代表される細胞の異常を検知し細胞を死に向かわせるためのがん抑制遺伝

子が抑制され (24, 25)、細胞周期の調節が失われることによってがん化の第一段

階が起こる。この遺伝子の変異の段階をイニシエーションと言う。このイニシエ

ーションの原因はウィルス感染、放射線被曝、薬物刺激など多岐にわたる (26, 

27)。がん原遺伝子は本来細胞の増殖に関与し、個体の発生や分化時などにおい

て、活発にその生理的機能を発現させている (28, 29, 30)。がん抑制遺伝子は本

来細胞が過増殖もしくは何らかの刺激に対して細胞の生存が不都合、ないし不

可能になった場合に細胞を死滅させるために働くものが多い。これには細胞周

期の停止や細胞の自殺であるアポトーシスが関与する。細胞のがん化において

は、イニシエーションに続いてさらに遺伝子に変異を起こし、細胞周期の歯止め

がかからなくなり、変異した細胞が増殖を開始する。この無制限な増殖を開始し
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た段階をプロモーションといい、この段階では発生したがん化細胞は臓器内に

留まっている。この段階からさらなる遺伝子の変異などが蓄積し転移能を獲得

するプログレッションという過程を経ることで一般的に知られる悪性度の高い

がんに至る (31)。 

本研究においては種々のがんの中で、前立腺がんに着目した。前立腺がんは男

性特有の器官である前立腺に発症するがんであり、加齢に伴い発症頻度が増加

する。また、2003 年には部位別罹患率が 3 位であり、その後も男性における代

表的ながんの地位を占めている(32)、日本における前立腺がんの死因簡単分類別

に見た死亡率は 2017 年において人口 10 万人対で 19.8 人であり漸増している

（23）。また、世界的にも前立腺がんは増加傾向にある (33)。前立腺がんの治療

は主に内分泌療法が適応となるが、この内分泌療法は Huggins らによって既に

1941 年に報告され、この時には外科的去勢とエストロゲン投与が有効であった

とされている (34)。現在、前立腺がんの治療薬は抗アンドロゲン作用を持つ薬

が主流である。これは前立腺がん細胞がアンドロゲン受容体 (AR) を介して増

殖することに起因する。内分泌療法の目的は、この AR の基質であるアンドロゲ

ンの作用を遮断することである。アンドロゲンは精巣由来で分泌されるものと

副腎より分泌されるものとがあるので、内分泌療法は精巣由来のアンドロゲン

を遮断する去勢単独療法 ADMT (Androgen Deprivation Monotherapy) と、副腎を

含めて複合的にアンドロゲンを遮断する複合アンドロゲン遮断療法 CAB 

(Combined Androgen Blockade) に分かれる (35, 36）。特に CAB 療法は、ADMT と

比較して有効性が高く、標準治療として推奨される (37)。これらの治療には性

腺刺激ホルモン放出ホルモン (LH-RH) アゴニストや LH-RH アンタゴニストの

ような LH-RH 誘導体、ビカルタミドやフルタミドなどの非ステロイド性抗アン

ドロゲン薬などが用いられる (38, 39)。このような内分泌療法は治療開始初期の
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奏効率が高い。また、前立腺がんの好発転移部位は骨であり、次に脳転移が多い。

転移のある患者では CAB 療法の優位性は立証されておらず (37)、その他の治療

法として、骨転移患者においては塩化ラジウム (223Ra; ゾーフィゴ®) を静脈投

与することでがん細胞の DNA を α 線によって切断し、がん細胞を破壊する治療

も内分泌療法と併用される (40)。投与は転移を有する前立腺がんにおいて生存

期間を延長し、骨関連イベントまでの期間を延長させることが、海外の大規模無

作為化比較試験で実証された (37, 41)。また骨転移に伴う骨疼痛に対しては従来

のがんの転移に伴う緩和治療を行うが、十分な疼痛管理が困難な場合には鎮痛

補助役として、造骨性転移を起こす前立腺がんの特徴に合わせて β 線を出すス

トロンチウム 89 を投与することがある (40)。しかし、このような治療を行って

も遠隔転移を起こした患者の予後は悪い。また前立腺がん患者は高齢者が多く、

抗がん剤の副作用などの身体的負担に耐えられない患者も多い。さらに、内分泌

療法開始後から数年が経過すると前立腺がんは内分泌療法に抵抗性を示すよう

になる。また、本来前立腺がんの増殖を抑制する抗アンドロゲン薬が前立腺がん

の増殖を促すように働く Androgen withdrawal syndrome がコホート研究によって

明らかにされている (42)。このように本来前立腺がんに有効であった内分泌療

法に抵抗性を示すようになった前立腺がんは去勢抵抗性前立腺がん (CRPC) と

呼ばれ (43, 44, 45)、現在の日本で CRPC の治療に使用する抗がん剤はエンザル

タミド、アビラテロンの新規抗アンドロゲン薬、タキサン系抗がん剤であるドセ

タキセル、カバジタキセルであり治療薬の選択肢は少ない (46, 47)。 

本研究の目的は治療法の限られている CRPCの治療に n-3 PUFAを用いること

で CRPC の新規治療の可能性を見出すことである。さらに n-3 PUFA は前立腺癌

の発症を抑制する可能性が示されており (48)、EPA および DHA も前立腺癌細

胞に対して増殖抑制効果を有することが判明している (49, 50）。本研究では骨転
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移の患者から樹立した前立腺がん細胞である PC3 を用いて、in vitro の系で n-3 

PUFA の有効性を検討した (51)。この PC3 細胞は AR が失活しており、CRPC の

状態となっている前立腺がん細胞株である。第一章では、n-3 PUFA である EPA、

DHA が単独で PC3 細胞の増殖、転移・浸潤にどのような影響を与えるかを検討

するとともに、EPA、DHA が生理的な血中濃度範囲で効果を示すか否かを検討

した。第二章では、第一章の結果から n-3 PUFA を既存の抗がん剤と併用した場

合に、相乗効果を発揮できるか否かを検討した。CRPC の既存治療では内分泌療

法薬以外ではタキサン系抗がん剤のみが用いられるが、第二章においては、本来

適応がない抗がん剤を用い、これらの薬剤が単独で PC3 細胞に増殖抑制効果を

認めるのか否か、そして、それら抗がん剤と n-3 PUFA を併用することで、その

増殖抑制効果がさらに増強するか否かを検討した。これらの検討により、現時点

では適応がない抗がん剤の効果、また、それらと n-3 PUFA を併用することによ

る利点を明らかとした。第三章では第一章、第二章で判明した n-3 PUFA の抗が

ん効果のメカニズムを解明することを目的とした。細胞内のシグナル伝達は膨

大な数に及ぶため、抗体アレイを用いて複数のシグナルを確認した。アレイによ

る検討から通常のアポトーシス経路からのカスパーゼの活性化を伴った細胞死

とは別の活性酸素種 (ROS) による細胞死を検証し、さらに細胞死だけではなく、

細胞の増殖に関するシグナルを追うことで n-3 PUFAが持つがんに対するメカニ

ズムの一端を追求した。  
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第一章 n-3 系多価不飽和脂肪酸によるアンドロゲン非依存性前立腺細胞株に

対する増殖並びに浸潤・転移抑制効果 

 

 

第一節 小緒言 

 

 がん細胞の増殖を抑制することは非常に重要な治療戦略である。さらには、が

ん細胞の増殖とともに転移・浸潤が生じることは患者の生命予後に大きく影響

する。がん細胞は原発巣で増殖した後、原発巣から離れ、転移先の臓器において

再度増殖を開始し、転移巣を形成する。転移は血行性転移、リンパ行性転移、管

腔性転移に分類される (52, 53, 54)。そのメカニズムは共通性があり、原発巣で

の増殖、原発巣からのがん細胞の離脱と脈管への浸潤、脈管内での移動、転移臓

器、標的臓器の血管内皮への接着、転移臓器への浸潤、転移臓器内での増殖とい

う過程から構成され、この過程が患者の免疫監視機構から逃れてがん細胞が生

存するなど全ての過程が連続して起こることが条件である。転移に至らないが

んは新規治療法の確立、新規薬物の登場などで予後が良好であることが多い。そ

のため、この転移の有無は、がん患者の生命予後に関して大きな意味を持つ (55, 

56)。そして、これは前立腺がんも同様である。 

 数多くの研究は EPA、DHA の持つがんの増殖抑制効果に着目している。本章

においては、その増殖抑制効果のみならず転移・浸潤抑制効果にも着目した。 

 まず本章では、EPA、DHA が単独で細胞の増殖抑制効果を示すかを、血球計

算盤とトリパンブルーを用いた生細胞数の計測を行うことで、EPA、DHA が濃

度依存的な生細胞数の減少を認めるかを検討した。さらに、その結果からダブル

チャンバー法による Migration assay と Invasion assay を用いることで、EPA、DHA
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の持つ転移・浸潤能の抑制効果を評価した。これは細胞より小さな細孔を持つ膜

を用いて、細胞に過酷条件と増殖に都合の良い条件を同時に用意することによ

って、その細胞の移動能を試験する方法であり、また、膜に特殊なゲルを固定す

ることによって簡便に細胞の浸潤能を試験する方法である。  
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第二節 実験方法 

 

1-2-1 試薬 

 PC3 細胞を国立研究開発法人理化学研究所バイオリソースセンター (茨城, 

日本) より購入した。EPA、DHA を Sigma Aldrich (St. Louis, U.S.A) より購入し

た。マトリゲル基底膜マトリックス (以下、マトリゲル)を Corning (NY, U.S.A) 

より購入した。リン酸緩衝液(PBS)、RPMI1640 培地、ペニシリン・ストレプト

マイシン溶液、ウシ血清アルブミン (BSA) 、特級 Isopropanol、一級メタノー

ル は Wako (大阪, 日本)より購入した。クリスタルバイオレット液は林純薬工

業より購入した。 

 

 

1-2-2 試薬調製 

 EPA、DHA は Isopropanol に溶解した。Isopropanol に溶解させた EPA,DHA は

－30℃以下で保存した。その後 3% BSA 含有 RPMI1640 培地に添加し、ソニケ

ーションにより完全に溶解させた。 

 

 

1-2-3 細胞培養 

 PC3 細胞を 5％ FBS、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン

の濃度になるよう調整した RPMI1640 培地で培養した。細胞は一日または、二

日おきに培地を交換し、60～70％コンフルエントに達したとき培地をアスピレ

ータで除去し PBS で二回洗浄後、Trypsin 溶液を用いて継代した。培養は CO2

インキュベータ内にて 5% CO2、37℃の条件下で細胞を培養した。 
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1-2-4 細胞増殖 

 PC3 細胞を 3×105 cells/well となるよう 6 well-plate に播種し、24 時間 CO2イ

ンキュベータにて培養を行った。24 時間後 PBS で二回細胞を洗浄し、無血清

培地に交換後 EPA、DHA を最終濃度 25、50、100、200 µg/mL となるように添

加した。再度 24 時間培養を行い、Trypsin で剥離し、血球計算盤で細胞数を計

測した。 

 

 

1-2-5 Migration アッセイ 

 24 well-plate、Cell Culture Insert (Corning, NY, U.S.A) を用いて行った。上方と

なる Cell Culture Insert に PC3 細胞懸濁液を無血清条件で 5×104 cells/mL 入れ、

下方となる 24 well-plate には 10%FBS 含有 RPMI1640 培地を入れた。この時上

方には、EPA、DHA をそれぞれ 25、50 µg/mL 添加した。24 時間 CO2インキュ

ベータにて培養を行った。その後、メタノールで細胞を固定しクリスタルバイ

オレットで染色し、顕微鏡にて Cell Culture Insert メンブレンのポアを通過し、

メンブレン底部に付着した細胞を計測した。 

 

 

1-2-6 Invasion アッセイ 

 24 well-plate、Cell Culture Insert を用いて行った。上方となる Cell Culture 

Insert にマトリゲルを入れ CO2インキュベータ内で 90 分固定した。マトリゲル

の固定後、PC3 細胞懸濁液を無血清条件で 1×105 cells/mL 入れ、下方となる 24 

well-plate には 10%FBS 含有 RPMI1640 培地を入れた。この時上方には、

EPA,DHA をそれぞれ 25、50 µg/mL 添加した。40 時間 CO2インキュベータにて
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培養を行った。その後、メタノールで細胞を固定しクリスタルバイオレットで

染色し、顕微鏡にて Cell Culture Insert メンブレンのポアを通過し、メンブレン

底部に付着したした細胞を計測した。 

 

 

1-2-7 統計処理 

全ての統計解析は R version 3.4.3 (R Core Team 2017)を用いて行い、Dunnett の

検定にて有意差を判定した。 

  



13 

 

第三節 結果 

 

1-3-1 PC3 細胞の増殖に及ぼす EPA、DHA の影響 

EPA、DHA は PC3 細胞に対し濃度依存的な生細胞数の減少効果を認めた

(Figure 1, 2)。EPA、DHA は共に 25、50 µg/mL の濃度では対照群と比較して生

細胞数の減少を示さないが、100 µg/mL から、その生細胞数を有意に減少さ

せ、200 µg/mL では著明に減少させた。 

 

Figure 1. Photomicrographs of untreated and EPA added PC3 cells. The number of 

surviving cells after 24 h incubation of EPA and DHA concentrations 25 to 200 µg/mL 

and untreated cells. 
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Figure 2. Effect of DHA (right panel) and EPA (left panel) on PC3 cell proliferation. At 

24 h after seeding, various concentrations of DHA and EPA (0, 25, 50, 100, 200 µg/mL) 

were added. Final concentrations of BSA and isopropanol were adjusted in all wells. 

Data represent mean ± S.E. (n = 3). **P<0.01. 

 

 

1-3-2 PC3 細胞の移動能に及ぼす EPA、DHA の影響 (Migration assay) 

 EPA 及び DHA は増殖に影響を及ぼさない濃度である 25、50 µg/mL で PC3 の

移動能を抑制し (Figures 3、4)、EPA と DHA 25 µg/mL では有意差を認めること

は出来なかったが、50 µg/mL では有意差を認めた。 
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Figure 3. Photomicrographs of untreated and EPA added PC3 cells. PC3 cells and EPA 

or DHA were placed in cell culture insert and incubated for 24 h. PC3 cells were 

stained with crystal violet. 

 

 

Figure 4. Effect of DHA (right panel) and EPA (left panel) on PC3 cell migration. PC3 

cells were seeded in the upper chamber and incubated with various concentrations of 

DHA or EPA (25 and 50 µg/mL) with 10% FBS supplemented medium in the lower 
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chamber. After 24 h, the number of migrating cells were counted. Data are presented as 

mean ± S.E. (n = 3). *P<0.05, **P<0.01 vs. control PC3 cells.  

 

 

1-3-3  PC3 細胞の浸潤能に及ぼす EPA、DHA の影響 (Invasion assay) 

 EPA 及び DHA は PC3 細胞の増殖に影響を及ぼさない濃度である 25、50 

µg/mL で PC3 細胞の浸潤能を抑制し (Figures 5、6)。EPA では 25 µg/mL の濃度

では浸潤能の抑制に影響しなかったが、50 µg/mL では 50 %まで抑制した。一

方 DHA は 25 µg/mL において浸潤能を 50 %程度まで有意に抑制した。 

 

 

Figure 5. Photomicrographs of untreated and treated PC3 cells. Cell culture insert was 

coated Matrigel®. PC3 cells and EPA or DHA were placed in cell culture insert and 

incubated for 40 h. PC3 cells were stained with crystal violet. 
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Figure 6. Effect of DHA (right panel) and EPA (left panel) on PC3 cell invasion. PC3 

cells were seeded with Matrigel coating in the upper chamber and incubated with 

various concentrations of DHA or EPA (25 and 50 µg/mL) with 10 % FBS contained 

medium in lower chamber. After 40 h, the number of invading cells were counted. Data 

are presented as mean ± S.E (n = 3). *P<0.05, *P<0.01 vs. control PC cells.  
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第四節 小括 

 

 本章では、EPA、DHA を PC3 細胞に添加することによって、その増殖、転

移・浸潤能に影響を与えるか否かを検討した。まず、細胞増殖に対する EPA、

DHA の効果を検討した。その結果、EPA、DHA 共に 25、50 µg/mL では無添加

群と比較して顕著な差はなく、EPA、DHA 共に 100 µg/mL で有意に生細胞数を

減少させた。また、EPA、DHA が 200 µg/mL ではさらに強い生細胞数減少効果

を認めた。EPA と DHA の減少を比較すると、生細胞数の減少に関しては今回

設定した最高濃度である 200 µg/mL において EPA の効果が DHA の効果を上回

った。次に EPA、DHA が増殖に影響しない濃度である 25、50 µg/mL を用いて

Migration assay と Invasion assay を行った。Migration assay では、EPA、DHA 共

に同様の傾向で細胞の移動能を抑制した。25 µg/mL では共に有意差を認めるこ

とは出来なかったが、50 µg/mL では無添加群と比較して 50 %までその移動能

を有意に抑制することが判明した。Invasion assay では、EPA 25 µg/mL では無添

加群と比較して差がなかったが、EPA 50 µg/mL では浸潤能を無添加群と比較し

て 50 %前後まで有意に抑制した。一方、DHA では、より低濃度の 25 µg/mL に

おいても無添加群と比較して 60 %以下まで浸潤能を有意に抑制し、50 µg/mL

では、無添加群と比較して 30 %前後まで浸潤能を有意に抑制した。Invasion 

assay の結果から、EPA と比較して DHA がより顕著に浸潤能を阻害することが

明らかになった。EPA と DHA は共に単独で前立腺がん細胞株 PC3 細胞に対し

て増殖、転移・浸潤抑制効果を認めるが、両者の効果の差異についてはさらな

る検討が必要である。 

 がん細胞の増殖はもちろんのこと、転移はがん患者の生命予後に大きく関与

することは自明であり、その転移を抑制する可能性のある安価な治療法の探索
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は非常に重要である。我が国においては EPA、DHA は処方薬として主に血中

脂質改善を目的として処方される患者が多い。臨床試験において EPA 製剤を単

回 2700mg 服用した場合には最大血中濃度で 150 ± 60 µg/mL 前後まで上昇する

(60)。また、DHA と EPA の合剤 4g/日を反復投与することで、EPA、DHA の血

中濃度は 200 µg/mL 以上まで上昇する(61)。これらの情報から、今回設定した

EPA、DHA の濃度設定は臨床的に十分到達可能な濃度である。しかし、転移・

浸潤アッセイで用いた EPA、DHA の濃度は 25、50 µg/mL とさらに低く、

EPA、DHA を製剤として服用した後の平均血中濃度推移からも大きく下回るこ

とはない濃度である。この観点からも今回設定した EPA、DHA の濃度設定は

生理的な範囲に収まる濃度設定である。 

以上の結果から、EPA、DHA は単独かつ生理的な濃度範囲において PC3 細

胞に対して濃度依存的な増殖、転移・浸潤抑制効果を持つことが明らかとなっ

た。 
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第二章 n-3 系多価不飽和脂肪酸によるアンドロゲン非依存性前立腺細胞株に

対する抗がん剤の効果と併用効果における増殖抑制効果 

 

第一節 小緒言 

 

第一章にて、EPA および DHA が PC3 細胞に対して濃度依存的な増殖抑制効

果を示すことが明らかとなった。しかし、EPA、DHA 単独または両者の併用で

臨床的に必要十分ながんの治療効果を得ることができるか否かは不明である。

そこで本章では、数種の作用機序の異なる抗がん剤と EPA、DHA を併用する

ことによる相乗作用、相加作用、拮抗作用の有無を検討した。現在、CRPC の

治療に使用できる抗がん剤はタキサン系抗がん薬を除けば、全て抗アンドロゲ

ン作用に関与する内分泌療法薬である。本章で検討する併用効果の結果によっ

ては、既存の抗がん剤と EPA、DHA を併用するといった新規治療戦略を提唱

できる可能性がある。また、作用機序に関わらず、EPA、DHA の併用によって

抗がん剤の効果が増強され、相乗、ないし相加効果を得るのであれば、根治に

至らずとも腫瘍体積の減少などによる延命効果を期待することができる。 

 細胞の増殖は染色体 DNA の複製から一つの細胞が二つに増えるまでの一連

の流れであり、この流れを細胞周期と言い、がんにおいてはこの制御系が働か

ずに細胞周期が乱れ、無制限に増殖している。現在、臨床で使用されている抗

がん剤の多くは、細胞増殖を抑える効能を持つことが多く、細胞周期に影響を

与えるものである。本章で用いた抗がん剤のうち四種類は、この効果を持つ。

5-フルオロウラシル (5-FU) は、DNA の構成塩基であるチミンと代替して入り

込み、DNA ポリメラーゼの伸長反応を停止させ、ドキソルビシン (DOX) は

DNA の塩基対間に入り込むことで DNA ポリメラーゼによる DNA 合成を阻害
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し、エトポシド (ETP) は DNA の合成時に発生する超螺旋構造を開裂するトポ

イソメラーゼを阻害し、シクロフォスファミド (CPA) は DNA の塩基をメチル

化することで DNA の合成を阻害する。細胞は分裂するときに二倍になった染

色体 DNA を二つの細胞に分けて分裂が完了となる。パクリタキセル (PTX) 

は、染色体を二つの細胞へと分ける微小管の重合を過形成し、その脱重合を阻

害することで有糸分裂を阻害する。これら五種の抗がん剤を用いて本章におけ

る実験を行った。これらの抗がん剤は本来、CRPC に適応がない薬剤である。

PTX に関しては類縁の薬剤であるドセタキセルとカバジタキセルが適応を持つ

が PTX には適応はない。他の抗がん剤は泌尿器系のがんにおいて適応を持つも

の (62)、また海外研究において CRPC に対してフェーズ 2 の臨床試験が行われ

たことがある抗がん剤を中心に選択している (63, 64, 65, 66)。本章では、まず

初期の検討として、これら抗がん剤を PC3 細胞にそれぞれ単独で添加し、その

抗がん剤が増殖抑制効果を示すのか否かを検討する。 

 次に抗がん剤と n-3 PUFA である EPA または DHA を併用した時の相乗、相

加、拮抗効果を検討した。その判定には 1981 年に Chao-Chou 等が提唱したコ

ンビネーションインデックス (CI)を用いた (67, 68, 69)。さらに、今回用いた抗

がん剤の単独使用時の最大濃度で得られた結果と併用時の効果を比較すること

で併用時の効果が各抗がん剤単独かつ最大濃度使用時の効果を上回るか否かに

ついても検討した。  
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第二節 実験方法 

 

2-2-1 試薬 

 5-FU、CPA、DOX、ジメチルスルホキシド (DMSO)は Wako より購入した。

PTX、ETP は Sigma Ardrich より購入した。LUNAⅡは LMS (東京, 日本)より購

入した。 

 

 

2-2-2 試薬調整 

 5-FU、PTX、ETP、5-FU、CPA は全て DMSO にて溶解した。ドキソルビシン

は PBS にて溶解し－30 度以下で保管した。全ての抗がん剤は使用時に DMSO

または PBS で溶解した。EPA, DHA の調整は第一章第二節 1-2-2 の方法を用い

て行った。 

 

 

2-2-3 抗がん剤単独における PC3 細胞の増殖への影響 

 3×105 cells/well にて PC3 細胞を 6 well-plate に播種し、CO2インキュベータに

て 24 時間培養した。その後、五種の抗がん剤をそれぞれの濃度で添加した

後、再度 24 時間培養を行った。24 時間後、セルカウンターである LUNAⅡを

用いて生細胞数を計測した。 

 

 

 

 



23 

 

2-2-4 抗がん剤と EPA、DHA の併用による PC3 細胞の増殖への影響 

 1×105 cells/well にて PC3 細胞を 24 well-plate に播種し、CO2インキュベータ

にて 24 時間培養した。その後、五種の抗がん剤と EPA、DHA をそれぞれの濃

度で添加した後、再度 24 時間培養を行った。24 時間後、セルカウンターであ

る LUNAⅡを用いて生細胞数を計測した。 

 

 

2-2-5 抗がん剤と EPA、DHA の併用における相乗、相加、拮抗効果の判定 

 抗がん剤と EPA もしくは DHA を併用した時の濃度をそれぞれ、[DAD,EPA]、

[DAD,DHA]、[DEPA,AD]、[DDHA,AD]とし、単独における抗がん剤、EPA、DHA の添

加実験において、抗がん剤と EPA、DHA を併用した時と同じ効果を得る濃度

をそれぞれ[DAD]、[DEPA]、[DDHA]とし、以下の式を用いて CIを算出した。しか

し、抗がん剤及び EPA、DHA との併用によって得られた細胞増殖抑制効果

が、抗がん剤単独における効果を上回る場合、単独添加実験において用いた最

高濃度を[DAD]として使用した。CI = 1 を相加効果、CI < 1 を相乗効果、CI > 1

を拮抗効果として判定した。また、効果濃度の推定には R の drc パッケージを

使用した。 

 

Combination Index =  
[DAD,EPA]

[DAD]
(or 

[DAD,DHA]

[DAD]
) +  

[DEPA,AD]

[DEPA]
(or 

[DDHA,AD]

[DDHA]
) 

 

 

2-2-6 抗がん剤単独、並びに EPA、DHA 併用における効果の判定 

 2-2-3 と 2-2-4 から得られた結果より 2-2-3 において本章で用いられた抗がん

剤単独添加時の最大濃度で得られた細胞の生存率から 2-2-4 で得られた抗がん
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剤と n-3 PUFA の併用時得られた結果の差を求めた。この差が 0 以下を－、0～

5 を+、5～10 を++、10 以上を+++として表示した。 

 

 

2-2-7 統計解析 

 全ての統計解析は R version 3.4.3 (R Core Team 2017) を用いて行い、

Dunnett の検定にて有意差を判定した。また、多群間の比較には Tukey の検定

にて有意差を判定した。 
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第三節 結果 

 

2-3-1 抗がん剤単独における PC3 細胞の増殖への影響 

 CPA では PC3 細胞に対する効果が弱く、最大濃度である 200 µg/mL において

も有意な増殖抑制効果を示さなかった (Figure 7)。5-FU は、1～50 µg/mL の濃

度において濃度依存的な細胞数の減少を認めた (Figure 8)。DOX は、0.1～10 

µg/mL の濃度において濃度依存的な細胞数の減少を認めた (Figure 9)。ETP

は、5～100 µg/mL の濃度において濃度依存的な細胞数の減少を認めた (Figure 

10)。PTX は、0.001～10 µg/mL の濃度において濃度依存的な細胞数の減少を認

め、最小有効濃度は 0.01 µg/mL であった (Figure 11)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Effect of cyclophosphamide on PC3 cell proliferation. The X-axis shows 

anticancer drug concentrations, and the Y-axis shows the percentage based on the live 

cell number. After 24 h of cell seeding, various concentrations of cyclophosphamide (0 
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(control), 10, 20, 50, 100, 200 µg/mL) were added and incubated for an additional 24 h. 

Data are presented as mean ± S.E. (n=4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Effect of 5-FU on PC3 cell proliferation. The X-axis shows anticancer drug 

concentrations, and the Y-axis shows the percentage based on the live cell number. After 

24 h of cell seeding, various concentrations of 5-FU (0 (control), 1, 5, 10, 20, 50 

µg/mL) were added and incubated for an additional 24 h. Data are presented as mean 

± S.E. (n=4): *P<0.05, **P<0.01. 
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Figure 9. Effect of doxorubicin on PC3 cell proliferation. The X-axis shows anticancer 

drug concentrations, and the Y-axis shows the percentage based on the live cell number. 

After 24 h of cell seeding, various concentrations of doxorubicin (0 (control), 0.1, 0.5, 

1, 5, 10 µM) were added and incubated for an additional 24 h. Data are presented as 

mean ± S.E. (n=4): **P<0.01. 
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Figure 10.Effect of etoposide on PC3 cell proliferation. The X-axis shows anticancer 

drug concentrations, and the Y-axis shows the percentage based on the live cell number. 

After 24 h of cell seeding, various concentrations of etoposide (0 (control), 5, 10, 20, 

50, 100 µg/mL) were added and incubated for an additional 24 h. Data are presented as 

mean ± S.E. (n=4): **P<0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Effect of paclitaxel on PC3 cell proliferation. The X-axis shows anticancer 

drug concentrations, and the Y-axis shows the percentage based on the live cell number. 

After 24 h of cell seeding, various concentrations of paclitaxel (0 (control), 0.001, 0.01, 

1, 5, 10 µg/mL) were added and incubated for an additional 24 h. Data are presented as 

mean ± S.E. (n=4): **P<0.01. 
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2-3-2 抗がん剤と EPA または DHA の併用による PC3 細胞の増殖への影響 

 CPA の濃度を 5、20 µg/mL、EPA、DHA の濃度を 25、50 µg/mL として CPA

と n-3 PUFA 全ての組み合わせで実験を行った結果、CPA の濃度に関わらず、

EPA、DHA の 50 µg/mL において CPA 単独と比較して強い細胞増殖抑制が認め

られた (Figure 12)。5-FU の濃度を 1、5 µg/mL、EPA、DHA の濃度を 25、50 

µg/mL として 5-FU と n-3 PUFA 全ての組み合わせで実験を行った結果、DHA 

25 µg/mL + 5-FU 1 µg/mL の組み合わせ以外において有意差を認めた。EPA、

DHA 50 µg/mL + 5-FU 5 µg/mL の組み合わせにおいては強い細胞増殖抑制効果

を認めた (Figure 13)。DOX の濃度を 1、5 µM、EPA、DHA の濃度を 25、50 

µg/mL として DOX と n-3 PUFA 全ての組み合わせで実験を行った結果、全ての

組み合わせで有意差を認めた。そして、特に EPA、DHA 50 µg/mL + DOX 5 µM

の組み合わせにおいては、DOX 単独 10 µM の効果と比較してさらに強い細胞

増殖抑制効果を認めた。ETP の濃度を 5、20 µg/mL、EPA、DHA の濃度を 25、

50 µg/mL として ETP と n-3 PUFA 全ての組み合わせで実験を行った結果、全て

の組み合わせで有意差を認めた。EPA, DHA の濃度を 50 µg/mL で併用すると、

ETP の濃度が僅か 5 µg/mL であっても ETP 単独で 100 µg/mL の高濃度時の作用

と比較してさらに強い細胞増殖抑制効果を認めた (Figure 15)。PTX の濃度を

1、5 µg/mL、EPA、DHA の濃度を 25、50 µg/mL として PTX と n-3 PUFA 全て

の組み合わせで実験を行った結果、全ての組み合わせで有意差を認めた。PTX

の濃度を 5 µg/mL、EPA、DHA の濃度を 50 µg/mL で併用すると PTX 単独で 10 

µg/5mLの高濃度時の作用と比較してさらに強い細胞増殖抑制効果を認めた 

(Figure 16)。 

 以上、検討してきた抗がん剤単独における PC3 細胞の増殖への影響と抗がん

剤と EPA または DHA の併用による PC3 細胞の増殖への影響の結果を Table 1
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にまとめて示した。抗がん剤単独における結果において各種抗がん剤の最大濃

度添加時の生細胞数をさらに下回る抗がん作用を示した抗がん剤と EPA または

DHA の併用時の結果には * を付記した。 

 

 

Figure 12. Effects of EPA or DHA and cyclophosphamide on PC3 cell proliferation. The 

X-axis shows anticancer drug and fish oil concentrations. The Y-axis shows the 

percentage based on the live cell number. After 24 h of cell seeding, various 

concentrations of cyclophosphamide (5, 20 µg/mL) and EPA (25, 50 µg/mL) or DHA 

(25, 50 µg/mL) were added and incubated for an additional 24 h. Data are presented as 

mean ± S.E. (n=4) versus control PC3 cells: **P<0.01 vs Control. +P<0.05 vs CPA 5 

µg/mL 
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Figure 13. Effects of EPA or DHA and 5-FU on PC3 cell proliferation. The X-axis shows 

anticancer drug and fish oil concentrations. The Y-axis shows the percentage based on the 

live cell number. After 24 h of cell seeding, various concentrations of 5-FU (1, 5 µg/mL) 

and EPA (25, 50 µg/mL) or DHA (25, 50 µg/mL) were added and incubated for an 

additional 24 h. Data are presented as mean ± S.E. (n=4) versus control PC3 cells: 

*P<0.05, **P<0.01. 

 

 

 

Figure 14. Effects of EPA or DHA and doxorubicin on PC3 cell proliferation. The X-axis 
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shows anticancer drug and fish oil concentrations. The Y-axis shows the percentage based 

on live cell number. After 24 h of cell seeding, various concentrations of doxorubicin (1, 

5 µM) and EPA (25, 50 µg/mL) or DHA (25, 50 µg/mL) were added and incubated for an 

additional 24 h. Data are presented as mean ± S.E. (n=4) versus control PC3 cells: 

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

 

 

 

Figure 15. Effects of EPA or DHA and etoposide on PC3 cell proliferation. The X-axis 

shows anticancer drug and fish oil concentrations. The Y-axis shows the percentage 

based on the live cell number. After 24 h of cell seeding, various concentrations of 

etoposide (5, 20 µg/mL) and EPA (25, 50 µg/mL) or DHA (25, 50 µg/mL) were added 

and incubated for an additional 24 h. Data are presented as mean ± S.E. (n=4) versus 

control PC3 cells: *P<0.05, **P<0.01 vs Control, + P<0.05, ++P<0.01 vs ETP 5 µg/mL. 
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Figure 16. Effects of EPA or DHA and paclitaxel on PC3 cell proliferation. The X-axis 

shows anticancer drug and fish oil concentrations. The Y-axis shows the percentage 

based on the live cell number. After 24 h of cell seeding, various concentrations of 

paclitaxel (1, 5 µg/mL) and EPA (25, 50 µg/mL) or DHA (25, 50 µg/mL) were added 

and incubated for an additional 24 h. Data are presented as mean ± S.E. (n=4) versus 

control PC3 cells: **P<0.01 vs Control. †P<0.05, ††P<0.01 vs PTX 5 µg/mL. 
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Table 1. Summary of results. 

 

AD: anticancer drug. MIN: minimal concentration of AD or n-3 PUFAs. MAX: maximal concentration of AD or n-3 PUFAs. Low, High: 

the lower or higher concentrations of AD in the combination treatments, respectively. *: effects of the combination treatment were 

higher than the effects of single AD therapy at maximal concentration. The effects of the single treatment of EPA or DHA are shown in 

the lower position in the table.  
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2-3-3 抗がん剤と EPA、DHA の併用における相乗、相加、拮抗効果の判定 

 CIによる結果を Table 2 に示した。各種抗がん剤と EPA または DHA を併用

した結果、DHA 25 µg/mL + 5-FU 1、5 µg/mL の併用時のみ拮抗効果を認めた 

(CI > 1.0) が、それ以外の併用時全てにおいて相乗効果 (CI < 1.0) を認めた。 
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Table 2. CI: Combination Index. 

 

Values of CI, <1, ≒1, >1 indicate a synergistic effect, an additive effect, and an antagonistic effect, respectively. 
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2-3-4 抗がん剤単独、並びに EPA、DHA 併用における効果の判定 

 抗がん剤単独添加実験において設定された最大濃度の結果と抗がん剤と

EPA、DHA を併用した時に得られた結果の差を Table 3 に示した。EPA 25 

µg/mL の併用時では DOX または PTX との併用、DHA 25 µg/mL の併用時では

PTX との併用時のみ、これら抗がん剤の最大濃度使用時の細胞増殖抑制効果を

上回った。一方、EPA またが DHA 50 µg/mL との併用においては一部の組み合

わせを除いて、ほとんどの組み合わせで抗がん剤最大濃度使用時の効果を大き

く上回るという結果を得た。 

Table 3. Comparison with the inhibitory effects of the combination treatment and that of 

single AD therapy at maximal concentrations. 

 

The levels of the advantage of the inhibitory effect of the combination treatment; less 

than 0%, 0 to 5%, 5 to 10% or more than 10% were described -, +, ++ or +++, 

respectively. 
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第四節 小括 

 

第一章において、n-3 PUFA である EPA、DHA は PC3 細胞の増殖、転移・浸

潤を抑制した。しかし、これらの結果から、ただちに臨床で EPA および DHA

の単独または両者の併用にて、がんに対する効果が得られると結論付けること

はできない。本章においては、まず抗がん剤単独によって PC3 細胞が濃度依存

的に減少することを確認した。用いた五種類の抗がん剤のうち、5-FU、DOX、

ETP、PTX の四種において実験で用いた濃度範囲内において有意に PC3 細胞の

増殖を抑制した。特に PTX は PC3 細胞に対して 1 µg/mL という比較的低濃度

においても高い増殖抑制効果を認めた。また、PTX は本来 CRPC に適応はない

が同種同効薬であるカバジタキセル、ドセタキセルが CRPC に適応を持つこと

から、PTX についても CRPC に対して単独投与によって有効である可能性が示

唆された。5-FU では設定した濃度範囲における全てにおいて有意差を認め、比

較的低濃度から効果が現れるものの、50 µg/mL という高濃度においても低濃度

と比較して強い増殖抑制効果を認めなかった。DOX は 1 µM 以上の濃度におい

て濃度依存的に有意な増殖抑制効果を示した。ETP は 5 µg/mL 以上の濃度で濃

度依存的に生細胞数を減少させたが、5-FU と同様に高濃度 (100 µg/mL) にお

いても顕著な抑制作用が見られなかった。CPA においては全ての濃度において

有意差を認めることは出来ず、最大濃度であっても対照群と比較して細胞数の

減少傾向が小さく、他の抗がん剤と比較して PC3 細胞に対する増殖抑制効果を

期待できなかった。これらの結果から現在、前立腺がん治療に適応のない抗が

ん剤単独でも CPA 以外の四種類の抗がん剤に関してはその効果をある程度期待

できるものと推察された。 
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 併用実験においては n-3 PUFA と抗がん剤の濃度を各二通り設定し、一つの

抗がん剤に対して 4 種類の組み合わせの下、実験を行った。第一章の結果を参

考とし、n-3 PUFA である EPA、DHA の濃度は単独使用時では細胞増殖抑制効

果の低い濃度を選択した。EPA 25 µg/mL、EPA 50 µg/mL、DHA 25 µg/mL、およ

び DHA 50 µg/mL は、PC3 細胞の生細胞数をそれぞれ 98.9±5.7 ％、87.2 ± 

5.7 ％、102.8 ± 2.5 ％、および 84.8 ± 5.2 ％に減少させた。よって、EPA、

DHA は 25 µg/mL では抗がん作用はなく 50 µg/mL では極めて弱い抗がん作用を

示すと考えられる。また、EPA、DHA の濃度は n-3 PUFA 製剤の内服でも容易

に達する血中濃度でもある。また、臨床試験等に関する文献 (70, 71, 72, 73, 74) 

から、当研究の併用実験で用いた抗がん剤の濃度は、臨床で使用された場合の

血中濃度と比較して 1/2～1/10 の低濃度と推測された。このような条件下で実

験を行い、CIを用いて併用効果による相乗効果を確認した。その結果、DHA 

25 µg/mL と 5-FU の併用時にのみ阻害効果を認めるものの、その他の併用時に

は全て相乗効果を認める結果になった。CI による検討から、EPA、DHA は各

種抗がん剤とは別の作用機序によってがんに対して増殖抑制効果を持つ可能性

がある。また併用治療によって、より強い効果を得るためには EPA、DHA の

濃度、抗がん剤の濃度の設定が非常に重要である可能性が示唆された。また、

今回設定した抗がん剤単独における細胞増殖抑制効果の最大濃度での結果と併

用時の結果を比較すると、特に EPA、DHA を 50 µg/mL で併用した場合に各抗

がん剤単独における最大濃度の効果を上回る結果を得ている。以上のことか

ら、これらの組み合わせによって抗がん剤の投与量の減少による患者への肉体

的負荷、副作用の軽減に繋がる可能性が示唆された。また、副作用の軽減に伴

うがん患者の QOL 向上のみならず副作用によって治療を断念せざるをえなか
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った患者に対する新規治療戦略を提唱するための基礎検討となる可能性を示し

た。  
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第三章 アンドロゲン非依存性前立腺がん細胞株における n-3 系多価不飽和脂

肪酸が及ぼす抗がん機構の検討 

 

第一節 小緒言 

 

 がん細胞の発生、増殖、転移のメカニズムは科学の進歩に伴い徐々に明らか

になりつつある。昨今のがん治療に臨床で使用される、がんが持つ特定の機能

を破壊させ得る分子標的薬は、これらメカニズムの解明に伴って開発されたも

のである。がんを実験レベルで発症させる方法は、放射線照射、薬物投与によ

って実験動物、細胞共に確立されている。また、細胞に関してはウィルスを感

染させることで細胞の不死化、がん化を誘導できる。また、今回用いた PC3 細

胞のようにがん患者から継代細胞として樹立することも可能である。このよう

にがんを発症させること、がん細胞株を樹立したりすることが出来る一方、が

んを確実に治癒させる方法は確立されていない。 

 今回注目した n-3 PUFA は、第一章、第二章にて、PC3 細胞に対する抗がん

効果を持つことを明らかにした。現在、前立腺がん細胞に対する n-3 PUFA の

効果については種々の研究報告があるが、魚油由来の n-3 PUFA を多く摂取す

ることで前立腺がんの発症頻度を抑制するという報告については必ずしも肯定

的なものばかりではない (75, 76)。また、前立腺がん細胞のみならず、その他

のがん細胞に対する n-3 PUFA の抗がん効果に関する研究は行われているもの

の、前章までに明らかになった結果に関する作用機序については明確になった

とは言えない (77, 78)。本章では、そのｎ-3 PUFA の効果の一端を明らかにす

るために実験を行った。 
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細胞には増殖するためのシグナルが存在する。細胞増殖には多数のシグナル

が関与しており、これらの制御が利かなくなることが、がんの発生メカニズム

の一端である。前立腺がんの増殖には AR の存在が非常に重要である。アンド

ロゲンは AR と結合して核内に移行し、その標的遺伝子の発現を調節する 

(45)。この AR が内分泌療法のターゲットとして効果がなくなるのが CRPC で

ある。今回用いた PC3 細胞は AR が失活した前立腺がん細胞である (79, 80)。

CRPC の増殖には、どのようなシグナルが関与しているのか。また、CRPC は

どのようなシグナルによって細胞死に至るのか。これらの機序について検討す

る必要がある。 

 がん細胞の増殖には様々なタンパクが関与しており、非常に多くの増殖に関

するパスウェイが存在する。一方で、n-3 PUFA が誘導する細胞死に関して

Reactive oxygen species (ROS) などの酸化ストレスによって誘導される細胞死が

示唆されている（19）。ROS はミトコンドリア等に存在するが、通常であれば

細胞内の還元酵素によって無毒化される (81)。ROS による刺激は細胞を増殖、

生存させる方向にシグナルを動かすこともあるが、過剰の ROS は細胞死へと

向かわせる (82)。n-3 PUFA 刺激による ROS 過剰産生から至る細胞死は HepG2

でも確認されている。一方で n-3 PUFA は正常肝臓細胞には毒性を示さないこ

とが報告されている (19)。また、これらの細胞以外でも DHA が ROS 産生を誘

導することによって細胞死を起こすことが知られている (83)。 

 そこで本章では n-3 PUFA の抗がん作用機序の解明のため、はじめに EPA の

至適濃度、至適作用時間の検討を実施し、次に抗体アレイによる網羅的なタン

パクの解析を実施した。これらの得られた情報から EPA の作用機序を探索する

と共に、他の先行研究から提唱されている ROS の影響を ROS の阻害剤である

N-acetyl cysteine (NAC) を用いて明らかにすることを目的とした。  
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第二節 実験方法 

 

3-2-1 試薬 

 DMEM、PBS を Gibco (New York, USA)より購入した。Can Get Signal を東洋

紡 (大阪, 日本)より購入した。TGX プレキャストゲル、Immun-Blot PVDF 

membranes、Clarity western ECL substrate を Bio-Rad (California, U.S.A)より購入

した。ブロックエースを KAC  (京都, 日本)より購入した。全ての抗体を CST 

(Massachusetts, USA)より購入した。Mammalian protein extraction reagent (M-PER)

を Thermo fisher scientific (Massachusetts, USA)より購入した。NAC を Wako よ

り購入した。Human phospho-kinase array を R&D (Minnesota, USA)より購入し

た。Human apoptosis antibody array membrane を Abcam (Cambridge, UK)より購入

した。 

 

 

3-2-2 試薬調整 

 全ての抗体を Can Get Signal solution1/2 によって適当な濃度になるよう溶解し

た。EPA は Isopropanol に溶解した。Isopropanol に溶解させた EPA は－30℃以

下で保存した。その後 3% BSA 含有 DMEM 培地に溶解しソニケーションを行

うことで完全に溶解させた。NAC は PBS を用いて目的濃度に溶解した。 

 

 

3-2-3 細胞培養 

 PC3 細胞を 10％ FBS、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシ

ンの濃度になるよう調整した DMEM 培地で培養した。細胞は一日または、二
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日おきに培地を交換し、60～70％コンフルエントに達したとき培地をアスピレ

ータで除去し PBS で二回洗浄後、Trypsin 溶液を用いて継代した。培養は CO2

インキュベータ内にて 5% CO2、37℃の条件下で細胞を培養した。  

 

 

3-2-4 PC3 細胞の細胞増殖に及ぼす EPA の効果 

 PC3 細胞を 3×105 cells/well となるよう 35mm Dish に必要枚数播種し、24 時間 

CO2インキュベータにて培養を行った。24 時間後 PBS で二回細胞を洗浄し、無

血清培地に交換後さらに 24 時間培養を行った。その後、PBS で二回洗浄し、

無血清培地に交換し EPA を最終濃度 100、300、500 µM となるように添加し

た。比較対象群には EPA を溶解するために用いた 3% BSA 含有 DMEM を添加

した。さらに 24 時間培養を行い、Trypsin で剥離し、血球計算盤で細胞数を計

測した。 

 

 

3-2-5 PC3 細胞の細胞増殖に及ぼす EPA の Time course 

 PC3 細胞を 3×105 cells/well となるよう Grid 付き 35mm Dish (Ibidi, Am 

Klopferspitz, Germany) に必要枚数播種し、24 時間 CO2インキュベータにて培

養を行った。24 時間後 PBS で二回細胞を洗浄し、無血清培地に交換後さらに

24 時間培養を行った。その後、PBS で二回洗浄し、無血清培地に交換し EPA

を最終濃度 500 µM となるように添加した。添加直前を 0 hr とし、一時間毎に

写真を撮影し、Grid 内の細胞数の変化を計測した。また、同様にして Vehicle

として EPA の溶媒を添加した群を用意し、2, 5, 10, 24 時間で写真撮影を行っ

た。 
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3-2-6 PC3 細胞のアポトーシスおよびリン酸化シグナルへ EPA が及ぼす影響 

 PC3 細胞を、10 % FBS DMEM を用いて 8×105 cells/well となるよう 60mm デ

ィッシュで 24 時間培養した。その後、二回 PBS で洗浄し PC3 細胞を無血清培

地に交換後、さらに再度 24 時間培養し PBS 洗浄後、EPA 500μM で刺激した。

Human phospho-kinase array 及び Human apoptosis antibody array membrane を用い

た。この実験は、各抗体アレイのプロトコールに従って行った。最終段階の化

学発光検出は Lumi Cube で行い、Clarity western ECL substrate を発光基質として

用いた。 

 

 

3-2-7 ROS 存在下における EPA の細胞増殖に及ぼす影響 

 PC3 細胞を 3×105 cells/well となるよう 35mm Dish に必要枚数播種し、24 時間 

CO2インキュベータにて培養を行った。24 時間後 PBS で二回細胞を洗浄し、無

血清培地に交換後再度 24 時間培養を行った。その後、PBS で二回洗浄し、無

血清培地に交換し NAC and/or EPA を最終濃度 5 mM, 500 µM となるように添加

した。再度 24 時間培養し、Trypsin で剥離し、血球計算盤で細胞数を計測し

た。 

 

 

3-2-8 細胞増殖に関するタンパクのリン酸化に及ぼす EPA の効果 

 PC3 細胞を、10 % FBS DMEM を用いて 8×10 5 cells/well となるよう 60mm デ

ィッシュで 24 時間培養した。その後、二回 PBS で洗浄し PC3 細胞を無血清培

地に交換後、再度 24 時間培養し PBS 洗浄後、EPA 500 μM または対照で刺激し

た。細胞溶解液である M-Per を添加し、5 分間氷上振盪を行った後、13000rpm 
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4 ℃で 10 分間遠心分離した。上清を回収し、2×Laemmli sample buffer で希釈

し、タンパク質試料を 100 ℃で煮沸した。 タンパク質サンプルを TGX プレキ

ャストゲルの各レーンにロードし、電気泳動を開始した（100V、0.3A）。 電気

泳動が完了した後、タンパク質サンプルを Immun-Blot PVDF membranes 

(100V、0.35A、1 時間）に転写した。 1 時間後、メンブレンをブロックエース

で 1 時間ブロッキングした後、抗体希釈液を室温で 1 時間反応させた。全ての

洗浄は 1 ％Tween20 TBS にて行い、Lumi Cube (Liponics, 東京, 日本) および

Clarity western ECL substrate を用いて化学発光を検出した。 

 Extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)抗体、Phospho- Extracellular 

signal-regulated kinase 1/2 (p-ERK1/2)抗体を Can Get Signal solution1 によって 1：

1000 で希釈した。Proline-rich tyrosine kinase-2 (Pyk2)抗体、Phospho-Proline-rich 

tyrosine kinase-2 (p-Pyk2)抗体を Can Get Signal solution1 によって 1:500 で希釈し

た。Anti-rabbit 抗体を Can Get Signal solution 2 によって 1:1000 で希釈した。 

 

 

3-2-9 統計解析 

全ての統計解析は R version 3.4.3 (R Core Team 2017) を用いて行い、対照群の

ある多群間比較は Dunnett の検定にて有意差を判定した。二群間の比較は F 検

定で分散を確認し、分散応じたｔ検定で有意差を判定した。全ての二群間の多

重比較は Tukey-Kramer の検定にて有意差を判定した。 

画像の解析および編集処理は全て Image J を用いて行った。 
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第三節 結果 

 

3-3-1 PC3 細胞の細胞増殖に及ぼす EPA の効果 

 無血清状態と EPA が PC3 細胞に及ぼす影響について示した。24 時間 10 ％ 

FBS 含有 DMEM 培地で培養後、24 時間無血清培地に交換した結果、EPA の濃

度依存的な細胞数の減少を認めた。EPA 100、300 µM では有意差を認めなかっ

たが、500 µM (151 µg/mL)の高濃度では有意に生細胞数を減少させた (Figure 

17)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Effect of EPA on PC3 cell proliferation. After 24 h of culture in serum-free 

medium, various concentrations of EPA (0, 100, 300, and 500 µM) were added to the 

cultures. Data represent mean ± S.E. (n = 3). **P < 0.01 vs. 0 µM. 
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3-3-2 PC3 細胞の細胞増殖に及ぼす EPA の Time course 

 Figure 17 と同条件において EPA がどのような経時的変化をもって PC3 細胞

に影響を与えているかを示した。PC3 細胞に EPA 500 µM を添加し、0～24 時間

までの時間経過によって、0～2 時間までは細胞数の有意な変化はないが、

3~12、24 時間において刺激 0 時間と比較して有意な差を認めた。また、EPA 溶

解のために用いた溶媒 (Vehicle) を添加したところ、細胞数に有意な変化は認

められなかった。また、コントロール群 (Vehicle 添加) と EPA 添加群の対応す

る時間において有意差検定を行ったところ、2 および 5 時間では有意差を認め

ることは出来なかったが、10、24 時間では有意に EPA 添加群の細胞生存率が

低下した (Figure 18)。 

 

Figure 18. Effect of EPA on PC3 cell proliferation time course. After 24 h of cell 

seeding and serum starved for 24h. Concentration of EPA (500 µM) or vehicle were 

added and incubated for an additional time (n=3). Mean ± S.E. **P<0.01 vs 0 h. 

#P<0.05, ##P<0.01 vs vehicle.  
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3-3-3 PC3 細胞のアポトーシスおよびリン酸化シグナルへ EPA が及ぼす影響 

 Human apoptosis antibody array-membrane を用いた一回の実験結果をグラフに

示した (Figure 19)。その結果をもとに Figure 19 においてコントロールと比較し

て増減が 20％以上あるものは可溶性腫瘍壊死因子レセプター2 (sTNF-R2)、

Second mitochondria-derived activators of caspase (SMAC)、Survivin、Tumor 

necrosis factor related apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAIL-R1)、Caspase 8、

B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)、p53 であった。これらのうち sTNF-R2 と Bcl-2 のみ

が減少し、その他は増加した (Table 4)。 

次に Human-Phopho kinase array kit を使用して同様の検討を行い (Expt 1, Expt 

2)、その結果を併記した (Figure 20)。Figure 20 から増減において二回とも同一

の傾向を示したものを抜き出し、それぞれをコントロールと比較した。その

内、二回とも増減が 20％以上となったものが PYK2, Endothelial nitric oxide 

synthase (eNOS), c-Jun, Ribosomal S6 kinases 1/2/3 (RSK1/2/3)の四種であり、これ

ら全てで 20 %以上の減少を示した (Table 5)。 
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Figure 19. Results of the apoptosis antibody array. PC3 cells with or without EPA treatment were analyzed. The y axis shows the pixel 

density (%). The expression level of each protein in the control was adjusted to 100%. 
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Table 4. Differences in expression levels of various proteins relative to the control in 

PC3 cells treated with EPA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

1, 2: Differences relative to the control are shown as ± > 20%. 
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Figure 20. Results of two experiments using the human phosphokinase array. The y axis shows pixel density (%). For the control groups 

in experiments 1 and 2 (Expt1 Control and Expt2 Control, respectively), the expression level of each protein was adjusted to 100%. For 

the EPA-treated groups in experiments 1 and 2 (Expt1 EPA and Expt2 EPA, respectively), the expression level of each protein was 

determined relative to that in the corresponding control group. 
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Table 5. Differences in the expression levels of various proteins in EPA-treated PC3 cells 

relative to the control (related to Figure 20). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1: Differences relative to the control are shown as ±±±± > 20%. 2: Differences relative to 

the control are shown as ±±± > 10%. 3: Differences relative to the control are shown as 

±± > 5%.  
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3-3-4 ROS inhibitor 存在下における EPA の細胞増殖に及ぼす影響 

 ROS inhibitor である NAC の存在が EPA の効果に対し影響を与える否かを示

した。NAC 5 mM を添加した群では無添加群と比較して細胞数の変化がなかっ

たが、EPA 500 µM 添加群では、無添加群の約 60 %に有意に減少した。一方、

EPA 500 µM と NAC 5 mM を同時添加した結果では、無添加群と比較して

90 ％前後までの減少を示し、EPA の効果が減弱した。また、EPA 500 µM 単独

と、EPA 500 µM と NAC 5 mM 併用群の比較検定では、二群に有意差を認め

た。同様に NAC 5 mM 単独添加群と EPA 500 µM 単独添加群の比較検定におい

ても二群に有意差を認めた (Figure 21)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Effect of NAC on the anti-cancer effect of EPA against PC3 cells. After 24 h 

of culture in serum-free medium, cells were treated with EPA (500 μM) or NAC or both. 

Data represent mean ± S.E. (n = 3). *P < 0.05. 
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3-3-5 細胞増殖に関するタンパクのリン酸化に及ぼす EPA の効果 

 次に EPA が ERK の活性化にどのような影響を与えているのかを示した。

PC3 細胞を EPA 500 µM で刺激し、0.5、1、2、3、4 時間インキュベートした

後、それぞれの刺激時間におけるコントロールと共に細胞ライセートを作成

し、ウェスタンブロットによって ERK1/2、p-ERK1/2 のタンパクを検出した。

ローディングコントロールには今回β-actin を使用した。グラフは p-ERK1/2 / 

ERK1/2 の比で表され、0.5 と 3 時間以上の刺激では ERK の活性化はそれぞれ

のコントロール群と比較して有意差を認めなかった。一方、刺激 1 時間ではコ

ントロール群の 70％前後まで低下、刺激 2 時間では 60％前後まで有意に低下

した (Figure 22)。 

 次に EPA が Pyk2 の活性化に対してどのような影響を与えているかを検討し

た。PC3 細胞を EPA 500 µM で刺激し、0.5、1、2、4 時間インキュベートした

後、それぞれの刺激時間におけるコントロールと共に細胞ライセートを作成

し、ウェスタンブロットによって Pyk2、p-Pyk2 (Y402) のタンパクを検出し

た。グラフは p-Pyk2/Pyk2 の比を示した。この結果、0.5、2 時間の刺激時間に

おいて有意に Pyk2 の活性化が抑制された (Figure 23)。 

 さらに NAC 添加によって、EPA による Pyk2 の活性化が EPA で変化するか

否かについて検討した。PC3 細胞を NAC 5 mM 単独もしくは NAC 5 mM と

EPA 500 µM の併用、溶媒のみを添加したコントロール群に分け、2 時間インキ

ュベートした後、細胞ライセートを作成し、ウェスタンブロットによって

Pyk2、および p-Pyk2 (Y402) のタンパクを検出した。グラフは p-Pyk2/Pyk2 の

比を示した。コントロール群と NAC 添加群では Pyk2 の活性化に大きな差を認

めなかったが、NAC と EPA を同時添加した群では Pyk2 の活性化が抑制され
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た。また、全群間を比較検定にかけたところ、NAC と EPA の同時添加群は他

の二群との比較で有意に Pyk2 のリン酸化が抑制された (Figure 24)。 

 

Figure 22. Effect of EPA on ERK1/2 phosphorylation. Upper panel: Representative 

results of western blot analysis. Lower panel: Pixel density of the control group at the 

indicated times was adjusted to 100%; relative pixel density of EPA-treated PC3 cells is 

shown. Data represent mean ± S.E. (n = 3). *P < 0.05. 
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Figure 23. Effect of EPA on Pyk2 phosphorylation. Upper panel: Representative results 

of western blot analysis. Lower panel: Pixel density of the control group at the indicated 

times was adjusted to 100%; relative pixel density of EPA-treated PC3 cells is shown. 

Data represent mean + S.E. (n = 3). **P < 0.01. 
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Figure 24. NAC did not affect the inhibitory effect of EPA on Pyk2 phosphorylation. After 

24 h of culture in serum-free medium, PC3 cells were treated with EPA (500 μM) or NAC 

or both. Data represent mean + SEM (n = 3). *P < 0.05.  
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第四節 小括 

 

本章においては抗体アレイによって複数の増殖に関与するタンパクのリン酸

化、アポトーシスに関するタンパクを検出することによって、EPA がどのよう

な作用機序で抗がん効果を発揮するのかを検討した。また文献的考察から、

ROS の影響が予想されたため、その影響についても検討した。 

まず、抗体アレイによる検討の前に条件検討を行った。PC3 細胞の細胞周期

によって EPA の効果にばらつきが出ることを防ぐために 24 時間の無血清培地

での培養を行うことで細胞周期を均一化した。その後、EPA 500 µM の濃度に

おいて、どのような時間経過で PC3 細胞を減少させているのかを確認した。こ

の時間経過による細胞増殖の変化において、Vehicle となる溶媒添加群は細胞の

増殖において時間経過で有意な差を認めなかった。この原因として細胞のコン

タクトインヒビジョンなどから細胞数が一定のまま維持されている、または細

胞の死滅と増殖の均衡が保たれているために細胞数が変化しないといった理由

が考えられた。一方、EPA 添加群では添加開始後数時間以内に効果を示し、そ

の増殖の抑制、ないし殺細胞効果を示しているものと推測された。この結果か

ら EPA の濃度を 500µM とし、有意差を認める直前の添加 2 時間後にタンパク

のサンプルを作成し、抗体アレイ法によってアポトーシスに関与するタンパク

が EPA によってどのように変化するかを確認した。 

アポトーシスに関与するシグナルにおいて対照群と比較した際に 20％の差が

あったものの内、アポトーシスの誘導に働く TRAIL-R1、Caspase 8、p53 は増

加し、sTNF-R2 は低下した。一方、アポトーシスを阻害する SMAC、Survivin

は増加し、Bcl-2 は低下した。以上から EPA の添加によってカスパーゼの活性

化を阻害する Survivin の活性化が示唆された。そのため、カスパーゼの関与す
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るアポトーシス以外の経路による細胞死を誘導する ROS の関与を疑い、ROS

を阻害する NAC を EPA と同時添加することによって、その効果の影響を検討

した。その結果、NAC と EPA を同時添加することによって EPA の生細胞数減

少効果を阻害することが判明した。これらの結果より、EPA が PC3 細胞に対し

て生細胞数減少効果を示すためには ROS の存在が非常に重要であることが判

明した。EPA が、抗がん作用を示す際には ROS が重要な働きをしていること

は肝臓がんで明らかになっていると同時に正常肝臓細胞には、EPA が毒性を示

さないことが判明している (19)、同様に前立腺がん細胞であっても、ROS 産生

が n-3 PUFA の作用に大きく関与していることが示唆されている(83)。 

増殖に関与するシグナルの検討においては変化があったものは多数あるが、

そのうち二回の結果とも同じ傾向にあり、かつ対照群と比較したときに差が

20 ％以上あったものは Pyk2、eNOS、c-Jun、RSK1/2/3 であり、全て抑制傾向

を示した。さらにウェスタンブロット法によって ERK のリン酸化が抑制され

ている可能性が示唆された。しかし、ERK のリン酸化の抑制は 0.5～4 時間に

おいて変動が見られた。そこで本研究では、より上流のシグナルタンパクの関

与を疑い、抗体アレイによってリン酸化の抑制があったタンパクのうち、Pyk2

の抑制に着目し、その抑制を一般的なウェスタンブロット法で確認した。その

結果、抗体アレイと同様の抑制傾向を認めた。さらに、NAC もしくは NAC と

EPA を同時添加した結果、NAC 単独では Pyk2 活性化の抑制が確認されなかっ

たが、NAC と EPA を同時添加した場合に Pyk2 活性化の抑制が確認された。こ

のことから EPA の持つ Pyk2 抑制効果は少なくとも一部は ROS 産生を介するも

のではないと推測された。Pyk2 には先に発見された FAK があり、この FAK も

抗体アレイによってリン酸化の抑制が示唆された。FAK は Pyk2 と高いタンパ

ク組成の相同性が認められている (84)。この FAK はインテグリンと共に細胞
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外マトリックスとの接着部位に局在しているが、一方、Pyk2 は細胞内において

一部インテグリンと共役するが、細胞膜に限局して存在するのではなく、細胞

質にも存在が確認されている NRTK の一つである (85)。また、PC3 細胞にはイ

ンテグリンが数種存在し、リガンドとなる細胞外マトリックスと反応すること

が知られている (86)。細胞外マトリックスとの接着部位に限局する FAK の活

性化が EPA によって抑制されることによって、細胞の移動能、細胞接着に影響

を与えている可能性がある他、FAK の N 末端ドメインにはチロシンキナーゼに

EGFR、c-Met、Src などの増殖に関与するタンパクをリン酸化するためのドメ

インも含まれている (87)。また、FAK はインテグリンと結合し、細胞内骨格に

影響を与えている F-Actin のアンカーとなっているだけでなく、細胞の移動能

に関与する Ras homolog gene family (Rho) キナーゼの活性化に関与している 

(88)。このように焦点接着に関与する NRTK である FAK の抑制は PC3 細胞の

細胞増殖抑制メカニズム、転移・浸潤抑制メカニズムに深く関与していること

が今回の検討によって推測された。 

本来、Pyk2 は細胞内 Ca 濃度に依存して、その活性化が惹起されることが知

られている NRTK である (89, 90)。n-3 PUFA のがん細胞への添加により細胞内

Ca2+濃度が上昇することが知られており (19, 91)、また ROS 産生によって細胞

内 Ca2+濃度が上昇することも実験的に確認されている (92, 93)。これらに反し

て、本研究では本来細胞内 Ca2+濃度上昇に伴い活性化する Pyk2 が抑制されて

いることが示唆された。Pyk2 は、ERK1/2、Signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3) の活性化から Matrix metalloproteinase 9 (MMP9) の発現調

節を行っていることが三種の乳がん細胞を用いた検討で確認されている (94)。

さらにチロシンキナーゼ活性を持つ Pyk2 は Src を活性化し (95)、さらにその

Src の下流には ERK が存在する (96, 84)。本研究によって ERK は 0.5～4 時間
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でシグナルが推移することが確認されており、この Pyk2 から下るシグナルが

抑制されたことによって細胞の増殖が停止したものと考えられる。さらに今

回、Pyk2 のリン酸化抗体はチロシン 402 番のリン酸化を検出する抗体である。

Pyk2 のこの部位は Src の活性化に必要なリン酸化ドメインであり (95)、Src の

活性化抑制に繋がると考えられる。また、シグナル上流の活性化の変化が減弱

するほど、下流のシグナルもそれに比例して減弱するのではなく、上流シグナ

ルの刺激時間のずれによって生じるピーク強度の伝達効率の違いが下流のシグ

ナルのピーク強度に影響を与えるという研究から (97)、この 0.5~4 時間までの

ERK の強度のばらつきは EPA による直接作用ではなく、上流シグナルの影響

を受けた、もしくは別経路からのシグナルによって活性化が維持されることな

どにより生じたものと考えられた。Pyk2 は相同性のある FAK と同様に Rho キ

ナーゼの活性化にも関与しており、その Rho キナーゼが活性化する Rho-

associated coiled-coil kinase (ROCK)、ミオシン軽鎖フォスファターゼ (MLCP) 

へとシグナルが伝達する (98)。これらのシグナルの不活化は細胞の形態変化に

異常を来すことから、EPA は細胞増殖抑制のみならず、転移・浸潤抑制効果を

示したものと考えられる。 

本章の結果から EPA は ROS による細胞死を PC3 細胞に惹起し、Pyk2 の抑制

から細胞増殖を抑制し、さらにその下流において細胞形態の異常を引き起こす

ことによって転移・浸潤能を抑制しているものと考えられた (Figure 25)。 
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Figure 25. EPA-induced anti-cancer signaling in PC3 cells 
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結論 

 

 第一章より、n-3 PUFA である EPA および DHA は単独で PC3 細胞に対して

増殖抑制効果と転移・浸潤抑制効果を示すことが明らかとなった。 

 第二章より、n-3 PUFA である EPA、DHA は 5-FU、CPA、Dox、ETP、PTX

との併用において、ごく一部の組み合わせを除き、相乗効果を認めることが明

らかとなった。また、併用によって抗がん剤を単独で添加するよりも抗がん剤

の濃度を極めて低濃度にしても、その効果を上回ることが明らかとなった。 

 第三章より、n-3 PUFA である EPA は PC3 細胞内において ROS を産生するこ

とによって PC3 細胞に細胞死を誘導していること、Pyk2 を抑制することによ

って、その効果を表していることが明らかとなった。 
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