
　がんの治療は手術，放射線，化学療法が主要なもので
あり，それぞれ単独あるいは併用して行われる。近年で
は機能性食品やハーブ，健康食品などを用いた補完代替
療法（CAM: Complementary and Alternative Medicine）
への関心が高まり，がんの予防効果や抗腫瘍活性が期
待される食品やハーブ類が様々な視点から検討されて
いる1‒5）。2005年に報告された国内のがん患者に対する
CAMの利用実態に関する調査において，44.6％のがん
患者が何かしらの CAMを利用していることが明らかに
なっている6）。
　がんに限らず，薬物療法における重要な課題として医
薬品間の相互作用と共に医薬品と CAMを含めた食品と
の相互作用が挙げられる。最近はハーブやいわゆる健康
食品，一般食品においても医薬品との相互作用が注目さ
れ研究も徐々に増加している7）。食品と医薬品の相互作
用は，医薬品間と同様に大きく薬物動態学的相互作用と
薬力学的相互作用に分けて考えることが可能である。薬
物動態学的相互作用は薬物の吸収，分布，代謝および排
泄過程で生じるもので，よく知られたグレープフルーツ
の相互作用は吸収過程で生じ，この範疇に含まれる。多
くの場合，消化管内における物理化学的機序，薬物代謝
酵素あるいは薬物トランスポーターの阻害や誘導が重要
な要因となる7）。一方，薬力学的相互作用は薬物の薬理
作用発現過程で生じる相互作用で，ビタミン K高含有

食品によるワルファリンの作用減弱が古くから知られて
いる。食品は多様であり嗜好も個人差が非常に大きいた
め因果関係と影響の程度の評価が難しい現状であるが，
最近では薬物との薬物動態学的相互作用に関しては多く
の研究が行われるようになってきており，新しい相互作
用に関するデータも蓄積してきている7）。しかしながら，
薬力学的相互作用に関しては食品の機能性から推測され
る例を除いてはあまり研究されていないのが現状であ
る。CAMとして使用されるハーブ，健康食品や一般食
品の中にはがん予防効果や抗腫瘍活性において化学療法
薬と相加・相乗あるいは拮抗作用により治療効果や副作
用発現に著しく影響を与える可能性のあるものも想定で
きる。
　今回，我々は俗に“がんに効く”といわれ，化学療法
を受けるがん患者が積極的に摂取する可能性のあるいく
つかの食品やハーブと抗腫瘍薬の薬力学的あるいは細胞
レベルでの相互作用が生じる可能性を探ることを目的と
して，ヒト肝臓がん細胞株である HepG2細胞を用いて
検討を行った。
　被検試料としてこれまでがんの予防や抗腫瘍活性に
関する何らかの報告があるアシタバ（Angelica keiskei）8），
キャベツ（Brassica oleracea var. capitata）9）， ブロッコ
リー（Brassica oleracea var. italica）9），ショウガ（Zingiber 
offi cinale）10）11），チンピ（ウンシュウミカン：Citrus 
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unchiu）12），ニンニク（Allium sativum）9），ホウレンソウ
（Spinacia oleracea）3）13）およびチャ（Thea sinensis）14）を選
択し，それらの酢酸エチル抽出物を使用した。
　抗腫瘍薬としてドキソルビシン（DOX），メルファラ
ン（L-phenylalanine mustard, L-PAM）およびメトトレキ
サート（MTX）についてそれらの抗腫瘍活性に対する被
検試料の効果を検討した。DOXは別名アドリアマイシ
ンで，腫瘍細胞のDNAと複合体を形成して DNAポリメ
ラーゼ，RNAポリメラーゼおよびトポイソメラーゼⅡ反
応を阻害することで細胞増殖を抑制する，アントラサイ
クリン系の抗腫瘍性抗生物質である。葉酸拮抗薬である
MTXは，核酸合成に必要なジヒドロ葉酸還元酵素の働き
を阻止することにより細胞の増殖を抑制する。正常細胞
や感受性の高いがん細胞には葉酸トランスポーターを介
して能動的に取り込まれ15），殺細胞作用を示す。DOXと
MTXは P-糖タンパク質（P-gp）あるいは多剤耐性関連タ
ンパク質（MRP）ファミリーの基質となることが知られ
ている。L-PAMはナイトロジェンマスタードにフェニル
アラニンを結合させ，腫瘍細胞への親和性を高めたアル
キル化薬であり，細胞内に取り込まれた後に DNA鎖間
またはDNA鎖内架橋形成あるいはDNA‒蛋白架橋形成を
通して抗腫瘍作用や骨髄抑制作用を示す。
　本研究では，これら作用機序および特性の異なる抗悪
性腫瘍薬による HepG2細胞増殖抑制あるいは細胞傷害
活性と被検食品の相互作用について検討した。すなわち，
食品が抗腫瘍薬の作用を増強あるいは減弱させる可能性，
あるいは食品の機能性として抗腫瘍作用の観点から検討
した。

実　験　方　法

　1．細 胞 培 養
　1.1　HepG2細胞の培養　本研究にはヒト肝がん由来
細胞株 HepG2細胞（理化学研究所細胞バンク）を用いた。
HepG2細胞は 0.1 mg/mLストレプトマイシン（Sigma-
Aldrich）および 100 U/mLペニシリン G（Sigma-Aldrich）
含有 DMEM（Gibco）に 10％牛胎児血清を添加した培
養液に懸濁し，直径 100 mmのシャーレまたは 24穴プ
レート上に播種し，37℃，5％ CO2インキュベーター内
にて培養した。
　1.2　初代培養ラット肝実質細胞　実験動物はWistar
系雄性ラット（三協ラボサービス）（体重約 200 g）を使
用し， 実験に供するまで実験動物用固形飼料MF （オリ
エンタル酵母） および水道水を自由摂取させ，室温 23±
1‒2℃，湿度 55±10‒15％，明暗サイクル 12 h（明期 
7：00‒19：00），照明 150‒300ルクス（床上 85 cm）の
環境で飼育した。なお，動物実験は，総理府の「実験動
物の飼養および保管ならびに苦痛の軽減に関する基準」
および城西大学生命科学研究センターの「動物実験の適
正な実施に向けたガイドライン」に従って行った。
　初代培養肝実質細胞の調製は，コラゲナーゼ灌流法

にて行った16）。分散した肝実質細胞は 10－9 Mデキサ
メサゾン（Sigma-Aldrich），10－9 Mインスリン（Sigma-
Aldrich），0.1 mg/mLストレプトマイシン（Sigma-Aldrich）
および 100 U/mLペニシリン G（Sigma-Aldrich）含有
DMEMに 5％牛胎児血清を添加した培養液に懸濁し，
24穴プレートに 2.5×105 細胞/ウエルで播種し，37℃，
5％ CO2インキュベーター内にて培養した。培養 3時間
後に培養液を交換して未接着細胞を除き，培養を継続し
24時間後に実験に使用した。
　2．抗悪性腫瘍薬および被検試料抽出物の調製
　使用した抗悪性腫瘍薬としてメトトレキサート （MTX）
およびメルファラン （L-PAM），ドキソルビシン （DOX）
は DMSO （Sigma-Aldrich，組織培養グレード）に溶解し
て使用した。被検試料はアシタバおよびキャベツ，ショ
ウガ，チンピ，ニンニク，ブロッコリー，ホウレンソウ，
チャとし，それぞれ乾燥物 400 mgに対して 4 mLの酢酸
エチル （和光純薬工業（株）） を加え，2時間振盪した後，
遠心分離 （3,000 rpm, 10 min） を行い，酢酸エチル層を別
の遠沈管に移し，減圧下で酢酸エチル層を濃縮，乾固し，
200 μLの DMSOに溶解して試料とした。
　3． 被検試料による抗腫瘍薬の作用に対する影響の

検討
　3.1　被検試料および抗悪性腫瘍薬の細胞生存率に対
する影響　HepG2細胞を 24穴プレートに 4×105 cells/
well（8×105 cells/mL）で播種し，CO2インキュベーター
で培養した。播種後約 24時間，細胞がサブコンフルエ
ントの状態に達した後，各被検試料（0.018‒18 mg/mL）
および抗悪性腫瘍薬として DOX（0.1 μM），MTX（10 
μM）または L-PAM（10 μM）を培養液へ添加し，さら
に 24または 48時間培養した後，細胞生存率の測定また
は総 RNAの抽出に供した。
　3.2　細胞生存率の測定　細胞生存率の測定にはMTT
アッセイ法を用いた。3.1にて処置した培養細胞を用い
て以下のとおり行った。培養液を Hanks液にて洗浄後，
1 mg/mL MTT （3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-di phenyl-
tetrazolium bromide （和光純薬））を Hanks液に溶解し
た溶液を 0.25 mL添加し，30分間インキュベーション
した。溶解液として 50 mL/100 mL N, N-ジメチルホル
ムアミド（和光純薬），20 g/100 mL SDS（和光純薬）
を 80％ 酢酸 : 1 N 塩酸＝1 : 1溶液で pH 4.7に調製した
溶液を 0.2 mL加え，一晩 CO2インキュベーター中でイ
ンキュベーションした。その後マイクロプレートリー
ダー（Wallac 1420 ARVOsx）にて波長 570 nmの吸光度
を測定した。細胞生存率はコントロール群の吸光度を
100％とし，コントロールに対する割合で算出した。
　3.3　アポトーシス関連遺伝子および薬物代謝酵素，
薬物トランスポーター遺伝子発現の検討　3.1にて処理
した直径 100 mmのシャーレからラバーポリスマンに
て細胞をかき取り，3,000 rpm，5分間の遠心により回
収した細胞ペレットから AGPC法17）に従って総 RNA
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を抽出した。得られた総 RNAの 5 μgから以下のとお
り cDNAを作成した。M-MLV 逆転写酵素（Invitrogen）
添付の fi rst-strand buffer中，0.5 μg oligo（dT）12‒18，0.2 
mM dNTP mix，10 mM DTT，10 units RNase inhibitor，
20 units M-MLV 逆転写酵素の組成中，37℃，50分間の
インキュベーションを行った。Real-time PCRは SYBR 
Premix Ex TaqTM（タカラバイオ（株））を用い，iCycler 
iQTM Multi-Color Real Time PCR Detection System に よ
り発現量測定を行った。PCR 条件は 95℃，10 秒間，
60℃，30秒間，55℃，1分間にて 45サイクル行った。
使用したプライマー配列および増幅産物のサイズを表１
に示した。
　4．抗腫瘍作用の期待できる食品の腫瘍選択性の検討
　初代培養ラット肝実質細胞の培養開始 24時間後に抗
悪性腫瘍薬または被検食品を添加しさらに 48時間培養
を継続し細胞生存率をMTT assay法にて計測した。
　5．統 計 処 理
　本研究で得られた実験結果は，平均値±標準誤差
（Mean±SE）で示した。比較は二元配置分散分析後，

Dunnettの多重比較により解析した。統計における有意
水準は 5％とした。統計処理は，エクセル統計 2004に
より行った。

実　験　結　果

　1．HepG2細胞の細胞生存率への影響の検討
　1.1　抗腫瘍薬　MTX， L-PAMおよび DOXの HepG2
細胞への細胞生存率低下作用の検討はそれぞれ 10－8‒
10－4 Mを培養液中に添加し，添加後 24時間および 48
時間において行った（図 1）。その結果，いずれの抗悪
性腫瘍薬においても暴露時間と濃度に依存して生存率の

低下を示した。抗悪性腫瘍薬単独で中程度の細胞傷害活
性を示す濃度が各抗悪性腫瘍薬と被検試料の相互作用を
効率良く評価できると思われたため，被検試料が抗腫
瘍薬の効果に及ぼす影響の検討にはMTXおよび L-PAM
は最終濃度 10 μM，DOXは 0.1 μMを用い，添加後 48
時間において検討することとした。
　1.2　被検試料抽出物単独あるいは抗腫瘍薬との併用
HepG2細胞の生存率に対する各処理群の影響について
表 2に示した。被検試料単独の効果はそれぞれ 0.018‒18 
mg/mLの濃度範囲で検討した。アシタバ，ショウガおよ
びホウレンソウは 0.018 mg/mLの低濃度から有意な生存
率低下作用が認められた。一方，キャベツ，チンピ，ニ
ンニク，ブロッコリーおよびチャでは，程度の差はある
ものの単独ではHepG2細胞の生存率への影響は限られた
ものであった。
　MTXと各食品抽出物の併用では，MTXの作用を減弱
する食品は認められなかったが，アシタバ，キャベツ，
ショウガ，ホウレンソウおよびチャの 1.8 mg/mLある
いは 18 mg/mLにおいて相加的な細胞生存率の低下が
観察された。チンピ，ホウレンソウおよびチャの 0.018‒
1.8 mg/mLにおいて，L-PAMの生存率低下作用を完全
に打ち消す効果が認められた。一方で，キャベツ，ショ
ウガ，ニンニク，ホウレンソウおよびチャの 18 mg/mL
において相加的な細胞生存率の低下が認められた。ま
た，DOXの HepG2細胞への細胞傷害作用をブロッコ
リーの 0.018 mg/mLおよびチャの 0.018‒1.8 mg/mLに
おいて有意に減弱した。また，有意ではないもののチン
ピおよびホウレンソウの 0.018‒1.8 mg/mLで DOXの作
用を減弱する傾向が認められた。一方で，アシタバ，キャ
ベツ，ショウガ，ニンニク，ホウレンソウおよびチャの

表 1　リアルタイム RT-PCRで使用したプライマー
Target gene Primer Sequence Expect product 

gapdh
forward 5′GGTGAAGGTCGGAGTCAACG3′

123 bp
reverse 5′ACCATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG3′

bad
forward 5′CGGAGGATGAGTGACGAGTT3′

123 bp
reverse 5′CCACCAGGACTGGAAGACTC3′

bax
forward 5′AACATGGAGCTGCAGAGGAT3′

104 bp
reverse 5′CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA3′

bcl-2
forward 5′GTCTGGGAATCGATCTGGAA3′

121 bp
reverse 5′GCAACGATCCCATCAATCTT3′

caspase-3
forward 5′GGTTCATCCAGTCGCTTTGT3′

100 bp
reverse 5′AATTCTGTTGCCACCTTTCG3′

mdr1
forward 5′CTGTATTGTTTGCCACCACGA3′

138 bp
reverse 5′AGGGTGTCAAATTTATGAGGCAGT3′

mrp1
forward 5′GGGCTGCGGAAAGTCGT3′

 80 bp
reverse 5′AGCCCTTGATAGCCACGTG3′

mrp2
forward 5′ACTGTTGGCTTTGTTCTGTCCA3′

 99 bp
reverse 5′CAACAGCCACAATGTTGGTCTCTA3′

mrp3
forward 5′GGTGGATGCCAACCAGAGAA3′

 85 bp
reverse 5′GCAGTTCCCCACGAACTCC3′

cyp3a4
forward 5′TCTGGGATGAGAGCCATCACTA3′

 86 bp
reverse 5′AGCCCAGCAAAGAGCAACAC3′
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図 1　MTX，L-PAMおよび DOXの HepG2細胞生存率に対する影響の用量反応曲線
HepG2細胞を 24 穴プレートに 4×105 cells/wellで播種し，培養 24 時間後に各抗悪性腫瘍薬を最終濃度
10－8‒10－4 Mの濃度で添加し，24または 48 時間後にMTT assayにより細胞生存率の計測を行った。デー
タは平均値±標準誤差 （n＝3）で表す。有意差検定は Dunnettによる多重比較で行い，有意水準は 5％
とした。＊＊p＜0.01，＊p＜0.05はコントロールとの比較を表す。

表 2　抗悪性腫瘍薬および被検試料の単独あるいは併用による HepG2細胞生存率に対する影響
Specimens

Drug （－） MTX （＋） L-PAM （＋） DOX （＋）
（mg/mL） （10 μM） （10 μM） （0.1 μM）

None 100±2.5 68.4±2.8＊＊ 79.5±6.3＊＊ 63.0±6.6＊＊

Ashitaba

0.018 67.6±3.7＊＊ 66.8±1.2 77.8±5.2 59.3±3.0
0.18 63.1±4.2＊＊ 58.9±2.6 71.7±5.2 56.6±4.3
1.8 63.6±4.7＊＊ 57.5±2.6＋ 71.4±3.8 63.8±2.1
18 60.9±3.5＊＊ 46.6±17.1 51.1±18.8 23.4±11.0＋

Cabbage

0.018 86.3±0.2＊ 67.6±1.5 70.2±7.2 63.3±6.1
0.18 90.2±1.8＊ 62.9±2.5 62.1±3.6 58.2±7.5
1.8 90.3±2.4＊ 66.0±3.5 69.9±2.7 66.5±6.9
18 74.5±4.4＊＊ 53.3±0.8＋＋ 56.5±2.5＋ 39.3±5.1＋

Ginger

0.018 65.1±3.8＊＊ 67.1±3.1 75.6±6.2 67.9±2.3
0.18 60.6±2.3＊＊ 59.7±4.7 70.5±6.4 62.7±4.1
1.8 59.2±2.3＊＊ 51.0±0.4＋＋ 67.1±3.5 48.4±3.8
18 0.84±0.1＊＊  8.0±6.3＋＋  1.5±0.4＋＋  1.1±0.3＋

Citrus unshiu peel

0.018 90.4±2.8 66.4±3.5 101.5±2.9＋ 74.9±3.6
0.18 89.7±2.6＊ 62.3±3.9 100.2±3.7 68.9±0.9
1.8 90.8±2.6 61.4±4.8 103.1±3.3＋ 71.5±4.4
18 81.3±7.9 54.5±10.4 67.7±11.0 36.4±9.3

Garlic

0.018 90.2±2.5 65.4±4.6 87.8±4.2 64.8±5.2
0.18 86.5±3.7＊ 62.9±3.8 70.0±6.4 60.1±4.5

1.8 91.0±3.9 63.3±5.7 68.5±2.1 60.9±6.3
18 58.8±0.5＊ 51.3±10.2 46.2±1.8＋＋ 23.7±2.9＋＋

Broccoli

0.018 93.1±3.6 66.2±4.4 79.5±4.2 70.3±3.7＋＋

0.18 96.5±3.2 62.3±5.4 76.9±5.2 68.7±4.6
1.8 94.1±3.9 67.5±5.9 77.4±4.9 71.2±4.2
18 84.7±7.5 59.3±6.4 65.9±9.1 38.2±2.8

Spinach

0.018 70.8±2.0＊＊ 63.8±3.3 105.4±3.2＋ 69.4±2.6
0.18 68.6±3.6＊＊ 57.5±3.5 101.8±4.4＋ 67.8±4.6
1.8 60.2±3.8＊＊ 60.4±3.8 103.4±2.3＋ 70.8±5.1
18 54.0±1.4＊＊ 43.0±8.7＋ 39.1±6.5＋＋ 23.4±4.4＋＋

Tea

0.018 95.4±0.8 69.5±2.8 101.0±2.7＋ 84.5±2.1＋

0.18 95.6±0.4 68.9±2.3 100.7±3.2 97.9±4.0＋

1.8 89.7±3.6 65.7±2.1 102.1±3.1＋ 90.3±5.2＋

18 71.5±4.6＊＊ 51.4±4.0＋＋ 49.7±1.7＋ 34.5±6.8＋

　 HepG2細胞を 24 well plateに 4×105 cells/wellで播種し，培養 24時間後に各抗悪性腫瘍薬または DMSOおよび被
検試料を培養液に添加し 48時間後にMTT assayにより細胞生存率の計測を行った。データは平均値±標準誤差
（n＝3）で表す。有意差検定は Dunnettの多重比較で行い，有意水準は 5％とした。＊＊p＜0.01，＊p＜0.05は被検試
料単独または抗腫瘍薬単独時の生存率と溶媒のみ添加したコントロール群の生存率との有意差を表し，＋＋p＜0.01，
＋p＜0.05は抗腫瘍薬と被検食品を併用したときの生存率とそれぞれ抗腫瘍薬単独時の生存率との比較を表す。
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18 mg/mLでは相加的な細胞生存率の低下を示した。
　2．抗腫瘍作用の期待できる食品の腫瘍選択性の検討
　今回使用した抗悪性腫瘍薬あるいは被検試料のがん細
胞への選択的傷害活性（腫瘍選択性）についての検討
結果を表 3に示した。HepG2細胞に対して用いたのと
同じ濃度の 10 μM MTX，10 μM L-PAMまたは 0.1 μM 
DOXを正常細胞としてのラット初代培養肝実質細胞に
添加し，48時間後に細胞生存率を測定し，HepG2のデー
タと比較した。その結果，いずれの抗腫瘍薬も使用した

濃度ではラット初代培養肝実質細胞に対して細胞傷害活
性を示さなかった。また，被検試料による細胞傷害活性
の腫瘍選択性について検討したところ，アシタバの 1.8 
mg/mLと 18 mg/mLおよびホウレンソウの 18 mg/mL
においては正常細胞の生存率低下作用が著しく認められ
た。一方，キャベツ，ショウガ，チンピ，ブロッコリー，
ニンニク，ホウレンソウおよびチャでは HepG2細胞生
存率低下作用の方が正常細胞より強い傾向が認められ
た。
　3． リアルタイム RT-PCRにおける遺伝子発現に対す

る影響の検討
　HepG2細胞に対する抗腫瘍薬の傷害性を減弱した食
品抽出物について，アポトーシス関連遺伝子，薬物代謝
酵素および薬物トランスポーターの遺伝子発現に対する
効果を検討した（表 4）。
　3.1　アポトーシス関連遺伝子　DOX単独ではカス
パーゼ-3 （cas pase-3） mRNAの発現がコントロールに対
して 3.3倍の増加傾向を示したが，チンピの併用ではコ
ントロールに対して1.3倍，ブロッコリーでは1.7倍，チャ
では 2倍といずれもカスパーゼ-3 mRNA発現量の減少
が認められた。同様に bax mRNA発現は，DOXでコン
トロールの 1.9倍であったがチンピ，ブロッコリーおよ
びチャが発現を減少させた。また，bad mRNAについて
は，DOX単独時の発現量に対してブロッコリーが低下
させる傾向が認められた。一方，L-PAM単独時の遺伝
子発現に対して大きく影響する食品抽出物は見いだされ
なかった。
　3.2　薬物代謝および薬物トランスポーター関連遺伝
子　DOX単独時に mdr1 mRNAがコントロールに対し
て 2.6倍の増加を示したが，チンピ併用時には 1.6倍
と減少傾向を示した。また，cyp3a4 mRNAに関して，
L-PAM単独でも 3.5倍の増加が認められたが，チンピと
の併用で 11.1倍と発現量が増加した。一方，DOX単独
時の cyp3a4 mRNA発現はコントロールの 2.4倍を示し
たが，チンピとの併用では 0.8倍と減少させた。

考　　　　　察

　本研究は，化学療法を受ける患者ががんの改善効果を
期待して摂取する可能性のある食品やハーブと抗腫瘍薬
の相互作用，すなわち食品やハーブが抗腫瘍薬の作用を
減弱または増強する可能性について検討することを目的
とした。その結果，被検試料単独では HepG2細胞に対
してアシタバ，ショウガおよびホウレンソウで強い生存
率低下作用を示した（表 2）が，正常細胞としての初代
培養肝実質細胞に対しては，高濃度のアシタバとホウレ
ンソウを除き細胞生存率への影響が低い傾向が認められ
た（表 3）。さらに，その他の被検試料および検討した 3
種の抗悪性腫瘍薬においても同様の傾向が認められ，が
ん細胞に選択的な傷害活性を示した。したがって，これ
らの被検食品は本実験において HepG2細胞の増殖サイ

表 3  抗腫瘍薬および被検試料の初代培養ラット肝実質
細胞の生存率に対する影響

Specimens Viability （％）
MTX 10 μM 105.7±7.2 （154.5）
L-PAM 10 μM 107.0±5.4 （134.6）
DOX 0.1 μM 100.9±2.8 （160.2）

Ashitaba

0.018 mg/mL 127.5±7.4 （188.5）
0.18 mg/mL 117.4±7.2 （193.0）

1.8 mg/mL 40.9±2.3 （64.7）
18 mg/mL 19.0±2.2 （31.2）＊

Cabbage

0.018 mg/mL 107.1±11.6 （124.1）＊＊
0.18 mg/mL 97.2±6.2 （107.7）

1.8 mg/mL 92.8±7.9 （102.8）
18 mg/mL 71.4±7.1 （95.8）

Ginger

0.018 mg/mL 91.1±4.9 （140.0）＊
0.18 mg/mL 92.4±7.7 （152.4）

1.8 mg/mL 76.3±3.9 （128.9）
18 mg/mL 10.0±2.2 （1190）

Citrus
unshiu peel

0.018 mg/mL 130.3±2.9 （144.1）＊＊
0.18 mg/mL 106.4±3.1 （118.5）＊＊

1.8 mg/mL 99.2±6.7 （109.2）
18 mg/mL 88.5±4.0 （108.8）

Garlic

0.018 mg/mL 105.9±10.0 （117.3）
0.18 mg/mL 100.4±4.5 （116.2）

1.8 mg/mL 94.5±10.0 （103.8）
18 mg/mL 90.9±11.3 （154.6）

Broccoli

0.018 mg/mL 116.3±10.1 （124.9）
0.18 mg/mL 115.5±16.3 （119.8）

1.8 mg/mL 111.1±14.0 （118.1）
18 mg/mL 96.0±6.4 （113.4）

Spinach

0.018 mg/mL 86.5±3.6 （122.2）
0.18 mg/mL 93.5±3.3 （136.3）

1.8 mg/mL  96.6±4.5 （16.5）
18 mg/mL 42.5±6.7 （78.8）＊

Tea

0.018 mg/mL 100.6±4.8 （105.4）
0.18 mg/mL 110.4±3.7 （115.5）

1.8 mg/mL 103.1±4.1 （115.0）
18 mg/mL 101.5±5.1 （142.0）

　 初代培養ラット肝実質細胞に抗悪性腫瘍薬または被検
試料を添加し 48時間後にMTT assayにて細胞生存率
を検討し，HepG2細胞と比較した。データは平均値±
標準誤差 (n＝3)で表し，（　）内は同じ処理における
HepG2細胞の生存率を 100としたときの割合を示す。
有意差検定は Dunnettの多重比較で行い，有意水準は
5％とした。＊＊p＜0.01，＊p＜0.05は同じ処理における
HepG2細胞の生存率との比較を表す。
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クルへ影響することで特異的に抗腫瘍活性を示すことが
強く示唆された。一方，チンピ，ブロッコリーおよび
チャは DOX，また，チンピ，ホウレンソウおよびチャ
は L-PAMによる HepG2細胞の細胞生存率の低下を有意
に抑制する作用，すなわち抗腫瘍活性を減弱させる可能
性のあることを見いだした（表 2）。
　チンピはウンシュウミカンの成熟果皮を乾燥させた生
薬で，芳香・苦味健胃，鎮咳作用などを有する。ウンシュ
ウミカンの果皮は，清涼飲料の原料としても用いられて
おり，ハーブサプリメントとしての使用が考えられる素
材である。食品として摂取する他の被検試料とは異な
るが，本研究では生薬のチンピを用いて検討した。チン
ピにはこれまで骨髄性白血病細胞の分化を促進する作用
12），ヒトリンパ芽球様白血病細胞（MOLT-4）への C型
肝炎ウイルスの感染を抑制する作用18）などが報告され
ている。また，ホウレンソウをはじめ，パセリ，タマネ
ギ，ネギ，ピーマン，チャ，ニンジン，ニンニクなどに
は DNAポリメラーゼα を阻害することが知られている
スルホキノボシルジアシルグリセロール（SQDG）が豊
富に含まれ，がん細胞の増殖を抑制する可能性が指摘さ
れている13）。さらに，チャ類に含まれるフラボノイドの
一種であるエピガロカテキンガレートが肝がん細胞であ
る SMMC7721細胞にアポトーシスを誘導することが報
告されている19）。キャベツやブロッコリーなどのアブラ
ナ科野菜に含まれるイソチオシアネート類のスルフォラ
ファンなどは第Ⅱ相の異物代謝系を誘導する活性を有し
ており，発がん抑制作用をはじめ，ヘリコバクター・ピ
ロリを含む細菌に対する抗菌作用や抗炎症作用など多く
の有益な効果が知られている20）21）。以上のように，本研
究で検討した被検試料は抗腫瘍作用が期待できる食品と
して，これまで CAMとして利用されてきたものであり，
本研究において抗腫瘍薬と併用するとその作用を減弱さ
せる可能性が示されたことは重要な知見である。

　DOXはアントラサイクリン系の抗腫瘍性抗生物質であ
り薬物排出トランスポーターである P-gpあるいはMRP
の基質となることが知られ，特に P-gpによる細胞外排出
が多剤耐性と関連することが知られている22）。また，そ
の抗腫瘍作用や心毒性に活性酸素（ROS）の産生が密接
に関与するとされている23）。DOXの抗腫瘍活性および心
毒性に関して，ブロッコリーに含まれる抗酸化物質であ
る N-アセチル-L-システイン（NAC）が動物実験で DOX
との併用によりその心毒性を減弱する一方で，抗腫瘍効
果も減弱する可能性があると報告されている23‒25）。さら
にチンピの主要成分であるヘスペリジン26）やホウレンソ
ウ由来の抗酸化物質27），熟成ニンニク，ブドウ種子，ヘー
ゼルナッツ28）が DOXの心毒性を低減することが報告さ
れており，これらの食品については DOXの抗腫瘍活性
への影響は述べられていないが，心毒性のみならず主作
用である抗腫瘍活性にも影響する可能性が強く示唆され
る。また，最近になってスルフォラファンやチャポリ
フェノールが転写因子である Nrf2の分解系を抑制する
ことで解毒酵素類の発現を増加して DOXやパクリタキ
セルによる化学療法に抵抗性を生じることも報告されて
いる29）。本研究ではチンピおよびブロッコリーが有意に
DOXの抗腫瘍活性を抑制し，また有意ではないものの
ホウレンソウが抑制傾向を示した。これらの被検試料に
よる DOXの作用減弱に抗酸化作用を有する成分や薬物
代謝酵素系の発現状態を修飾する成分が関与することが
推察された。今後，抗酸化作用を有する成分や薬物代謝
酵素系に影響を及ぼす成分を含有する食品も幅広く検討
する必要があると考えられる。
　本実験で認められた抗腫瘍薬，被検試料それぞれの単
独あるいは併用における HepG2の細胞生存率への影響
について，アポトーシス関連遺伝子30）の発現変化につ
いても検討した。本実験ではアポトーシス実行を担うセ
リンプロテア－ゼであるカスパーゼ-3およびアポトーシ

表 4　遺伝子発現量への影響
Specimens bad bax bcl-2 caspase 3 mdr1 mrp1 mrp2 mrp3 cyp3a4

MTX 3.2 1.7 1.1 2.0 2.6 2.8 2.4 1.7 2.1 
L-PAM 1.4 1.0 1.0 1.6 1.6 0.7 1.5 1.0 3.5 
DOX 2.2 1.9 0.6 3.3 2.6 1.1 1.7 1.0 2.4 
Citrus unshiu peel 2 1.1 0.9 2.3 2.0 0.9 1.6 1.4 1.5 
Broccoli 1.8 0.8 0.8 1.1 2.6 0.7 1.3 0.9 1.8 
Spinach 1.8 1.1 0.9 2.3 1.6 0.9 1.4 1.0 1.2 
Tea 0.9 1.0 0.8 2.0 2.1 1.0 1.4 1.0 1.5 
L-PAM＋Citrus unshiu 1.5 0.8 1.0 1.8 1.8 0.8 1.5 0.9 11.1 
DOX＋Citrus unshiu 2.1 0.8 0.7 1.3 1.6 1.0 1.4 0.9 0.8 
DOX＋Broccoli 1.3 1.1 0.9 1.7 2.2 1.4 1.8 0.8 2.7 
L-PAM＋Spinach 1.8 1.2 1.3 1.8 2.3 1.2 2.1 1.1 4.0 
L-PAM＋Tea 1.1 1.0 0.7 1.5 1.9 0.9 1.8 0.8 3.1 
DOX＋Tea 1.9 1.0 0.7 2.0 2.0 0.8 1.4 0.7 2.2 
　 HepG2細胞を 24 well plateに 4×105 cells/wellで播種し，培養 24時間後に各抗悪性腫瘍薬または DMSOおよび被
検試料を培養液に添加し 24時間後に総 RNAを回収した。各遺伝子の発現値は gapdhにより標準化し，コントロー
ルを 1とした相対値の平均値（n＝3）で示した。
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ス調節因子でアポトーシスを促進する badおよび bax，
アポトーシスの抑制因子である bcl-2 mRNAについて検
討した。その結果，DOXによる細胞生存率低下作用を
抑制したチンピ，ブロッコリーおよびチャが DOXによ
り発現誘導されたカスパーゼ-3および bax mRNAの発
現量をいずれも低下する傾向が認められ，また，ブロッ
コリーでは bad mRNAの発現低下作用が認められた。
さらに，薬物との相互作用発現において薬物代謝酵素あ
るいは薬物トランスポーターが最も重要な要因と位置づ
けられるため，本実験においては薬物代謝酵素である
cyp3a4 mRNAおよび薬物トランスポーターであるmdr1 
mRNAおよび mrp1‒4 mRNAの発現変化についても検
討した。その結果，DOXとの併用で大きく発現変化を
生じるものは見られなかった。これらの結果は，DOX
による HepG2細胞の生存率低下作用に対する影響には
アポトーシス関連遺伝子の発現変化が密接に関連する可
能性を示唆するものである。
　L-PAMはアミノ酸トランスポーターで吸収されるた
め，高タンパク質食によりその消化管吸収が減少する可
能性が指摘されている31‒33）。今回，新たに体内動態を介
するメカニズムではなくがん細胞への直接的な薬理学的
作用によりチンピ，ホウレンソウおよびチャが L-PAM
の HepG2細胞に対する細胞傷害活性を減弱させ，抗腫
瘍活性を消失させる可能性が示された。この点に関し
て，L-PAM，DOXあるいはシクロホスファミドなどの
アルキル化薬によって生じる赤血球の小核形成を硝酸ビ
スマスや塩化亜鉛などのメタロチオネイン誘導剤が抑制
することが報告されている34）。メタロチオネインは生理
的な抗酸化物質でもあるため，チンピ，ホウレンソウお
よびチャの効果には，それらに含まれる抗酸化物質その
ものが影響しているか，メタロチオネインを初めとした
抗酸化物質の発現誘導が関与する可能性も示唆される。
また，L-PAMの作用減弱に伴う代表的なアポトーシス
関連遺伝子や薬物代謝酵素，薬物トランスポーター遺伝
子の発現を検討した結果，チャがアポトーシス促進作用
のある badの発現を減少させた。また，ホウレンソウ
では L-PAMとの併用で bcl-2の発現量の増加傾向とカス
パーゼ-3の減少傾向を示した。これらの結果は L-PAM
による HepG2抗腫瘍活性の減弱をアポトーシス関連の
遺伝子発現変化を介して修飾する可能性が示唆される。
さらに薬物代謝酵素および薬物トランスポーターの発現
を検討した結果，L-PAMと併用した食品では，チンピ
が cyp3a4を，ホウレンソウでは mdr1および cyp3a4共
に発現量の増加を示した。また，ホウレンソウは mrp1
および mrp2の発現量を増加させた。この結果は，細胞
レベルでの相互作用の可能性は示されなかったホウレン
ソウが薬物体内動態への影響を介してMTXの抗腫瘍効
果を修飾する可能性について示唆しており，今後，さら
に検討する必要がある。また，MTX単独で mrp2の発
現量を増加させたが，MTXは mrp2の基質となるため，

さらに検討が必要である。
　抗腫瘍薬単独あるいは被検試料併用下において，各種
トランスポーターおよび CYP3A4の発現状態を大きく変
動させるものが認められた（表 4）。今回使用した DOX, 
MTX,および L-PAMはいずれもそれ自身は CYP3A4の
基質にはならない。また，DOXとMTXは P-gpの基質
となると考えられるが，それら単独時の mdr1発現量を
併用によって大きく変化させる被検試料は認められな
かった。したがって，本研究で明らかとなった抗腫瘍薬
の作用減弱に対して CYP3A4や P-gpの直接的な関連性
はないと思われるが，それらの基質となる他の併用薬が
存在する場合には，それらの薬物の体内動態に影響を及
ぼす可能性がある。この点に関しても今後さらに検討が
必要と思われる。
　以上，本実験ではがん患者ががんの抑制を目的として
日常的に摂取しながら化学療法を受ける可能性のある食
品あるいはハーブに注目して，それらが抗腫瘍薬の効果
を減弱する可能性のあることを示した。しかしながら，
これらの食品あるいはハーブがどのように化学療法薬の
作用を減弱させたか明らかではない。また，今回は被検
試料として酢酸エチル抽出物のみを使用したため，酢酸
エチルによって抽出されない成分については検討されて
いない。そのまま摂取される食品やチャやハーブなどは
熱水で抽出して用いられるケースもあるため，今後はそ
れらの検討も必要である。さらに，がん抑制作用や化学
療法薬の作用増強などの機能性の面からの検討のみなら
ず化学療法の阻害要因についても，今後詳細な検討を行
う必要がある。
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Effect of Foods on Antitumor Activity of Doxorubicin, Melphalan and Methotrexate
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Summary: Recently, with increasing interest in the cancer-preventive effects of complementary and alternative 
medicine （CAMs） including functional foods and herbs, their use as health foods has been increasing among can-
cer patients. Although the antitumoral or cytotoxic activities of CAMs have been well examined, little is known 
about possible interactions between foods used as CAMs and chemotherapeutic agents. Therefore, in the present 
study, the effects of ethyl acetate extracts of eight foods or herbs commonly used by cancer patients on the antitu-
mor activity of doxorubicin （DOX）, melphalan （L-PAM） or methotrexate （MTX）, were investigated in the hepa-
toma cell line HepG2. The reduction of cell number induced by L-PAM was inhibited by citrus unshiu peel, spin-
ach or green tea extracts, and also the reduction in cell number induced by DOX was inhibited by citrus unshiu 
peel, broccoli or green tea extracts.
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