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〔研究目的〕

日本では癌による死因が第1位を占め,胃癌は減少傾向にあるものの,食生活の欧米化等

により性ホルモン依存性の乳癌と前立腺癌が増加傾向にある｡癌の分子レベルの原因が分子

生物学の進展により明らかとなり,特異的な分子標的の抗癌剤が上市されつつある現在,負

品の機能性研究においても,最新の医薬品の情報を利用し,食材に含まれる新たな構造や作

用を有する機能性物質の検討が重要であると考えられる｡癌において重要な分子標的の一つ

にヒストンデアセチラーゼ (HDAC)があり,医薬品ではその阻害剤が米国において2006年

秋に認可された.本研究者らは,平成15年度の本申請研究において,J男性ホルモン依存性の

前立腺癌に関わる性ホルモン合成酵素 CYP17(17α-Hydroxylase/C17.20-Lyase)の阻害物

質の研究を行い,雑穀中の活性物質をシス型リノール酸 (以下リノール酸と略記する)と同

定した1)｡その後,多くの癌で異常となっている癌抑制遺伝子p53に関わるHDAC阻害活

性も雑穀中に見出し,それも同じくリノール酸を中心とした不飽和脂肪酸であることを明ら

かにした2･3)｡そこで本研究では,それらの阻害活性が雑穀の種類や栽培法などで異なるの

かどうかを調べ,雑穀の違いによる脂肪酸組成とそれに基づく抗癌効果の関係を明らかにす

ることで,機能性食品素材としての雑穀の新たな領域を拡大することを目的とした｡

〔研究方法〕

1.HDACスクリーニング系3)

市販されているキット (AX-501,BIOMOL)を多少改変した,次の方法で行なった｡

colordeLpsSubstrate(基質)5FLlをHDACASSAYBUFFER(緩衝液)495FLlで希

釈して基質とし,NuclearExtractfrom HeLaCells(酵素)50FLlを緩衝液50〟1で希釈

し酵素源とした｡また,ColordeLysDeveloper(発色液)30FLlを緩衝液570FLlで希釈し

発色液とした｡96穴プレートに,それぞれ緩衝液18pl,基質25FLl,サンプル2FLl,酵素5FLl

を順次加え全量を50plとし,37℃で6時間反応させた.その後発色液25FLlを加え,37℃で
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10分間反応させ,405nmの吸光度をプレートリーダーで測定した｡メタノールをサンプル

としたものをコントロール値とし,色を有する抽出物のブランクとして緩衝液73〝1にサン

プル2/Jlを加えたものを測定し,HDAC阻害 (%)を計算した｡

2.CYP17スクリーニング系1･4)

平成15年度の本申請研究とはぼ同様の方法,すなわち0.1Mリン酸ナトリウム緩衝液 (pH

7.4)(2mM MgC12,0.2mM EDTA,0.2mM DTT含有)125FLl,10mM NADPH12.5FLl,

1.25mM プロゲスデロンあるいは17α-ヒドロキシプロゲステロン5pl,メタノール5FLl

(サンプル溶解液),ラット精巣ミクロソーム画分 (25FLgタンパク)を加えて全量を250FLl

とし,37℃で2時間反応を行い,1NHC150〝1加えて反応を停止させた｡これに酢酸エチ

ル1mlを加えて,生成物である17α-ヒドロキシプロゲステロンあるいはアンドロステンジ

オンを抽出し,酢酸エチル層810〟1を遠心エバポレーターにて乾固後メタノール90〟1に溶

解した｡このうち20〟1をHPLCに供して各々のピーク面積を定量し,メタノールを加えた

ものをコントロールとして阻害 (%)を計算した｡

3.各種雑穀に含まれる活性物質 (脂肪酸)の抽出

本学栄養化学研究室の西滞直行教授から恵与された,産地と栽培法の異なる各種雑穀 (モ

チアワ,ヒエ,モチキビ)をグラインダーにて粉末化した後,メタノール抽出を行い10

mg/mlの濃度に調整した｡そのサンプルをHDAC阻害活性測定,癌細胞毒性試験,並びに

脂肪酸組成 ･含量の定量などに用いた｡

4.各種雑穀中の活性物質 (脂肪酸)の含量測定

市販のリノール酸,オレイン酸,リノレン酸を標準物質として,各種雑穀のメタノール抽

出物中に含まれる脂肪酸の含量を HPLC を用いて定量 した｡ 条件は,SHISEIDO

CAPCELLPAR(4.6¢×150mm),MeOH:H20:CH3COOH-90:10:0.1,1ml/min,210

nmで分析した｡

5.雑穀と脂肪酸の抗癌試験

HDAC阻害活性とその脂肪酸組成 ･含量を明らかにした雑穀のメタノール抽出物,並び

に脂肪酸の代表としてリノール酸について,ヒト慢性骨髄性白血病細胞K562と,ヒト前立

腺癌細胞 LNCaPに対する抗癌活性を調べた｡方法は,K562細胞は5×104cells/ml,

LNCaP細胞は1×1105cells/mlの濃度で96穴プレートに100FLl播き,同時に5FLlのメタ

ノールに溶解したサンプルを添加し,37℃,4日間培養した｡その後,MTT溶液を添加し

さらに4時間培養後,570nmの吸光度を測定し,コントロールとの比から生育%を計算し

た｡

〔結果と考察〕

1.各種脂肪酸のHDAC阻害活性

雑穀中に含まれるリノール酸にHDACとCYP17阻害活性が認められたことから,市販
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Fattyacid Structure
Inhibition(lC50,mM)

HDAC CYP17

C4:0Butyricacid

C6:0Hexanoicacid

CIO:0Decanoicacid

C14:0Myristicacid

C18:0StearicacI'd

C18:10Ieicaclld

C18:1Ricinoleicacid

C18:2Linoleicacid(LA)

C18:2Linoleaidicacid

C18:2ConjugatedisomerofLA

C18:3α-LinoLenicacid

C18:3γ-LinoLenicacid

C20:0Docosanoicacid

C20:4Arachidonicacid

C20:5Eicosapentaenoicacid

C22:6Docosahexaenoicacll

0
･へ八cH 0.45

0
′〉へ八cHO八へ/-人cH
0

′ノ＼へへ/へ〉/＼〉八cHO
9 0
CH9 0
12 9 0
.==＼亡､〈〈〈̂

CH

CH 1.31 0.22

CH o.73

cH 0.51 0.08
0

･＼/＼以 cH 未測定

ll9 0hノa ^^ ^八

15129 0

14ll850

CH 0.55 未測定

cH 0.46 未測定

0.38 0.20

cH 未測定

cH O･27 0･19

0.40 未測定

0.36 0_31

-:inhibitionwasnotrecognizedat1mM.

図1 各種脂肪酸の構造.並びにHDACとCYP17阻害活性

の各種脂肪酸についてHDACとCYP17阻害活性を測定することにより構造活性相関を調

べた｡本実験は,本研究開始以前より継続して行なっていたものであり,その結果も含めた

ものを図1に示した｡文献どおり,古典的なHDAC阻害剤の短鎖脂肪酸である酪酸は阻害

を示した (IC50-0.45mM)が,その他の飽和脂肪酸類は1mMで阻害を示さなかった｡ま

た,C18の脂肪酸で比べると,不飽和度が高くなるに従って阻害活性が高まる傾向が認めら

れ,一方,水酸基が結合したリシノール酸では活性が低下した｡さらに,長鎖不飽和脂肪酸

では,アラキドン酸やDHAなどの鎖長の長い物質の阻害が高くなる傾向が認められた｡
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2.各種脂肪酸のCYP17阻害活性

HDAC阻害活性とCYP17阻害活性との関係を調べるために,HDAC阻害活性を有 した

脂肪酸を中心にCYP17阻害活性を調べた｡その結果,飽和脂肪酸の酪酸やステアリン酸で

は阻害が認められないが,長鎖不飽和脂肪酸では阻害が認められた (図 1)｡また,不飽和

脂肪酸の中では,リノール酸が最も強い阻害活性を示 した (IC50-0.08mM)｡ この結果よ

り,長鎖不飽和脂肪酸で阻害活性が認められることは両方で共通であるが,HDAC阻害の

場合では飽和脂肪酸の中で酪酸にのみ阻害が認められること,またCYP17阻害の場合では,

C18の不飽和脂肪酸の活性がHDAC阻害より約6倍強いなどの特徴が認められた｡

3.雑穀に含まれる脂肪酸の簡易定量

雑穀の抽出物にCYP17とHDAC阻害活性が認められ,一方でリノール酸以外の長鎖脂

肪酸類にも両者の阻害活性が認められた (図 1)｡このことは,雑穀の酵素阻害活性が含ま

れる脂肪酸の種類と含量に基づくことを示しており,そのことを確かめるためにHPLCを

用いて,代表的な脂肪酸の簡易定量を行なった｡保持時間が離れていて確実に分析できる3

種の脂肪酸,リノール酸,オレイン酸,リノレン酸について分析を行なった結果,2004年度

産の各種モチアワ,ヒエ,モチキビ全てにおいてリノール酸の割合が最も高いことが確認さ

れた (図2)｡平は,穀類においてオレイン酸とリノール酸の含量には高い負の相関がある

と述べており5),そのことと今回の結果は矛盾しなかった｡

4.HDAC阻害活性と抗癌活性

脂肪酸組成を調べた7種の雑穀のメタノール抽出物において,HDAC阻害活性,並びに

脂肪酸含量とヒト慢性骨髄性白血病細胞K562に対する抗癌活性を調べると,その両者には

相関傾向が認められた (図2)｡また,HDACとCYP17阻害活性が強い,C18の不飽和脂

肪酸のリノール酸について抗癌活性を調べたところ,K562細胞とヒト前立腺癌細胞 LNCaP

に対 し,それぞれ IC5｡-68〟M,193〟Mで抗癌活性を示 した｡これは,HDACとCYP17
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図2 各種雑穀の脂肪酸組成とHDAC阻害活性,並びに抗癌活性
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に対する阻害活性の強さ (IC50-510,80〝M)と脂肪酸の膜透過性や特異性の面か ら考えた

場合妥当な値であること,すなわち脂肪酸の CYP17阻害や HDAC阻害が抗癌活性 と結び

ついていることが推定される｡

5.各種雑穀中の リノール酸 とHDAC阻害活性 との関係

ヒエ,モチキ ビに含まれるHDACとCYP17阻害のメイ ン物質が,リノール酸であるこ

とが明 らかになったことか ら,市販の リノール酸を用いて,様々な雑穀類のシス型 リノール

酸含量の測定が可能 となった｡正確な含量に関 しては今後精密な分析が必要であるが,逆相

カラムを用いて90%MeOH-0.1%CH3COOH,210nmにて簡易測定すると,図 3に示 した

ように,同 じヒエ,モチキビで も種類や栽培法によって含量に大 きな違いがある結果が得 ら

れた｡HDAC阻害の結果に比例 して,活性の認め られなか ったモチアワ類の リノール酸の
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図3 各種雑穀のシス型リノール酸含量とHDAC阻害活性
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含量はいずれも2.0mg/g以下と低いものであり,また,活性が認められたヒエとモチキビ

では,7.0mg/g以上含まれていると50%以上の阻害活性を示すことが明らかになった｡モ

チキビの多くでリノール酸の含量が高いことが認められる一方,ヒエでは一部のヒエでのみ

7mg/g以上を超えるものが認められるのみであった｡穀類の脂質含量と脂肪酸組成につい

ての研究に,既に平の総説があるが,本研究では様々な種頬の雑穀を用いて,生物活性の視

点で活性物質である脂肪酸を解析した点に発展性がある結果であると思われる｡

〔要 約〕

日本において癌は死因の第1位を占め続け,性ホルモン依存性の乳癌,前立腺癌は年々増

加傾向にある｡我々は,癌と関わるHDACとCYP17阻害スクリーニング系により,雑穀の

ヒエとモチキビに阻善活性を見出し,活性物質をリノール酸と同定している｡そこで,本研

究では,市販の各種脂肪酸について両方の活性を測定して,その構造活性相関を明らかにし

た｡雑穀の酵素阻害活性は,雑穀中に含まれるリノール酸の含量に比例しており,それは抗

癌活性とも相関していた｡また,雑穀の栽培法や生産地や種類により脂肪酸組成と含量が異

なり,それが雑穀自体の生物活性に反映していることが示唆された｡すなわち雑穀の中で

ち,CYP17阻害活性もHDAC阻害活性も示さなかったアワは,調べた全てのもので脂肪酸

含量,特にリノール酸含量が低いという結果が得られた｡一方,モチキビではその含量が高

く,リノール酸が7mg/g以上含まれる雑穀は,50%以上のHDAC阻害活性を有することが

明らかとなった｡今回の研究はあくまで inuitroの酵素,並びに細胞レベルの結果である

ことから,今後脂肪酸含量が異なる雑穀を会した時の男性ホルモン値の低下作用や抗癌効果

の実験が重要であり,その結果雑穀の抗癌に関わる機能性が詳細に明らかになるものと思わ

れる｡
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