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論 文 内 容 要 旨

緒言

細胞分裂の際、染色体末端 に位置す るテロメアは徐々に短縮す るため、ある

一定の長 さ以下になると細胞は分裂できなくなって老化に陥る1)
。テ ロメラーゼ

は テ ロメ アDNAを 延 長 す る逆 転 写 酵 素 で あ り(Fig.1)、hTR(human

telomeraseRNA:テ ロメ ア 配 列 を 付 加 す る 際 の 鋳 型)、hTERT(h㎜an

telomerasereversetranscriptase:テ ロメラーゼ活性 を司 る触媒サブユニ ッ ト)、

TP1(telomeraseass㏄iatedproteh1:機 能不明)の3つ のサ ブユニ ッ トか ら成

り立 っている 幻。hTRとTP1は 通常 どの細胞 にも発現 が認 め られる。一方、

hTERTは ほ とん どの正 常細胞 で発 現 していないが、癌細胞において特に高く発

現 している。 したがって、癌細胞ではテ ロメラーゼが活性化 してお り、無限増

殖能を示す の。以上のことから、テ ロメラーゼは癌診断のマーカー、さらには癌

治療の新たなターゲッ トとして注 目されている。

現在までに、数多 くのテロメラーゼ阻害剤が見出 されている3)。 しか し、食 品

成分 に関 しての知 見は極めて少ないのが現状であ り、"食 品で癌 を抑 える"と い

う観点 か らも新 たなテ ロメラーゼ阻害物質を見出すことに興味を持った。本研 ・

究では、食品の脂溶性成分に焦点を絞 ってテロメラーゼ阻害物質をスク リーニ

ングし、そのメカニズムを分子 レベル で解明することにより、脂質 と癌の関わ

りを明示することを目的とした。

楼 テロメア

テロメア

__寵
.く鐙 騨欝
穐謹謹欝
テロメラーゼ

Fig1.Telomereandtelomerase.
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第1章 スル ホキノボ シル ジア シル グ リセ ロールによるテロメラーゼ活性阻害

【目的】植物の光合成器官には、 グリセ ロ糖脂質に属するモノガラク トシルジ

アシルグ リセロール(MGDG)、 ジガ ラク トシル ジア シル グ リセ ロール(DGDG)、

スル ホキ ノボシル ジア シル グ リセ ロール(SQDG)が 多量 に存在 してい る。 そ

の中で、SQDGは グル コー スの6位 にスルホ ン酸が結合 した特徴 的な構造をし

てお り(:Fig.2)、 特 に海 藻や ホ ウレン草 に多 く含 まれている。これまでにSQDG

は、細胞増殖抑制や抗 ウィルスな どの生理作用が報告 されている4・5)。そ こで本

章 では、テ ロメラーゼ活性に与える影響を調べ、SQDGの テ ロメラーゼ阻害 を

介 した抗癌活性の検証を 目的とした。

【方法 ・結果】ヒ.ト大腸癌 由来培養細胞株DLD・1か ら調製 したテ ロメラーゼ を

含む細胞抽 出液 に海苔由来のSQDGを 添加 し、stretchPCR法 によ りテ ロメラ

ーゼ活性 を測定 した。本法では、テロメラーゼ活性は6塩 基 単位 で長 さの異 な

るDNAラ ダー として検 出 され る(:Fig.3A)。sQDG濃 度 に依存 してDNAラ ダ

ー が薄 くな り、sQDGの テ ロメラー ゼ活性 阻害 を確認 した(Fig.3A)。DNAラ

ダー のシグナル強度 を数値化 した結果、SQDGのIc50(酵 素活性 を50%阻 害す

る濃度)は 約22μMで あった(Fig.3B)。 一方、SQDGと 同 じグ リセ ロ糖脂質

に属す るMGDGとDGDGは100μMの 高濃度 処理 によって もテ ロメラーゼ活

性を阻害 しなかった(Fig.4)。 この こ とか ら、SQDGの 阻害活 性 にはスル ホン

酸構造が必須であることが示唆された。ガスクロマ トグラフ分析により、SQDG

の主要構 成脂肪 酸はエイ コサペ ンタエン酸(EPA,20:5,34mol%)と パル ミチ

ン酸(16:0,58mol%)で ある ことが確認 され、EPAは 効果的 にテ ロメ ラーゼ活

性 を阻害 した(IC50=19μM)(:Fig.5)。sQDGの アル カ リ処理 で調製 したスル

ホキノボシルグ リセ ロール(SQG)は テ ロメ ラーゼ活性 を阻害 しなかった。 こ

れ らの結果から、SQDGは 糖(特 にスル ホン酸)、 グ リセ ロ}ル 、脂肪酸 の全 て

の骨格 が存在す ることでテロメラーゼ阻害を示す と考えられた。

以上より、含硫グリセ ロ糖脂質SQDGの テ ロメラーゼ活性 阻害作用をは じめ

て明 らかにした。
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第2章 脂肪酸 とくに長鎖不飽和脂肪酸によるテロメラーゼ抑制作用

第1節 脂肪酸によるテロメラーゼ阻害と構造活性相関

【目的】第1章 では、含硫糖脂質で あるSQDGが 癌テ ロメラーゼ活性 を阻害す

るこ とを見出 した。 この阻害メカニズムを解析する過程で、遊離型 の脂肪酸、

特にEPAな どの長鎖不飽和脂肪酸は、単独 でもテロメラーゼ活性 を強 く阻害す

ることがわかった(Fig.5)。 古 くか ら長鎖脂肪酸 には癌抑制作用があると言わ

れるが、その作用機序にテロメラーゼ阻害の関わ りが新たに示唆 された。そこ

で、種々の脂肪酸を用いてテロメラーゼの阻害活性を詳細に比較 ・検討 した。

【方法 ・結果】D:LD・1か ら調製 したテ ロメラーゼ を含 む細胞抽 出液に各種脂肪

酸 を添加 し、stretchPCR法 によ り酵素活性 を測定 した。そ の結果、代表的な長

鎖不飽和脂肪酸であるEPAと ドコサヘ キサエ ン酸(DHA)は 、高いテ ロメラー

ゼ 阻害活性 を示 した(Fig.6)。 次に、種 々の脂肪 酸 を用いて構造活性相関を調

べた。炭素数18の 脂肪 酸のテ ロメラーゼ阻害活性 を比較 した結果(:Fig.7)、 下

記 の特徴 を見出 した。①cis型 構造を とる脂肪酸 は高い阻害作用 を有す る。② 不

飽和度が高 くなるにつれて阻害活性が強 くなる。これ らの特徴:は、炭 素数20と

22の 脂肪 酸で も認め られ た。す なわち、EPAとD且Aは 他 の脂肪酸 よ り極 めて

強 くテ ロメラーゼ活性を阻害することが明らかになった。一方、炭素数が12・20

の飽和脂肪 酸 の影響 を調べたが、テロメラーゼを阻害 しなかった。二重結合を1

っ持つモ ノエ ン脂肪酸 は、16以 上の炭素数:の場合 に阻害を示 した。 この ことか

ら、脂肪酸の鎖長がテ ロメラーゼの阻害活性に影響 を与えることが示唆 された。

さらに、脂肪酸の類縁体の阻害効果 を検証 した。 ヒ ドロキシ脂肪酸は通常の脂

肪酸 と比較 してテロメラーゼ阻害活性が弱 く、脂肪酸の炭化水素鎖の極性が重

要になると考えられた(Fig.8)。EPAの メチルエ ステル ・エチル エステルはテ

ロメラーゼ阻害作用が全 くなかったことから、遊離型のカルボキシル基が阻害

に必須であることが示唆 された。また、hneweaver・Burkplotに よ りテ ロメ ラ

ーゼの阻害様 式 を調べた結果、EPAは 基質プライマー に対 して拮抗 阻害を示 し

たことか ら(:Fig.9)、 長鎖不飽和脂肪酸 はDNA結 合 サイ トに作用 して競争 的

に酵素活 性を阻害することが明 らかになった。

以上によ り、脂肪酸のなかでもEPAやDH:Aの よ うな長鎖不飽和脂 肪酸 が極

めて強い阻害活性を有 し、テ ロメラーゼのDNA結 合 サイ トに作用す るこ とで酵

素活性 を阻害することを見出 した。
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第2節 長鎖不飽和脂肪酸の細胞内シグナル伝達を介したテロメラーゼ阻害

【目的】第1節 では、長鎖不飽和脂肪酸がDNA結 合サイ トに作用 してテ ロメラ

ーゼ の酵素活性 を阻害するこ とを確認 した。一方 、テロメラーゼ活性を司る

hTERTの 遺伝子発現 を抑制す ることで、テロメラーゼを阻害す る物質が見出さ

れてい る3)。そ こで、長 鎖不飽和脂肪酸がhTERTの 遺伝子発…現に影響 を与える

か否か を培養細胞試験 で検討 し、一その作用機序を解明することを目的 とした。

【方法】脂肪酸を培地に添加 してDH)・1細 胞 を最大 で7日 間培養後 、テ ロメラ

ーゼ活性 をstretchPCR法 で測 定 した。阻害の メカニズムを調べるために、細

胞からtotalRNAを 抽 出 し、 リアルタイムRTPCRに よ り遺伝 子発 現 の変動 を

調 べた。 また、プロテインキナーゼC(PKC)活 性 を測定 した。全て の実験にお

いて培地に遊離 した乳酸脱水素酵素(:LDH)活 性 を調べ 、試験 に用いた脂肪酸

濃度 では細胞毒性が現れないことを確認 した。

【結果】n-3系 の脂肪酸 であ るEPAとD且Aは 濃度 ・時間依存的 にテ ロメラー

ゼ活性を顕著に阻害 し、DHAの 阻害活性 はEPAよ りも強かった(:Fig.10)。 一

方 、n-6系 の脂肪酸で ある リノール酸、γリノレン酸、アラキ ドン酸には挿制効

果がなかった。テ ロメラーゼ阻害のメカニズムを明らかにするために、リアル

タイムR1}PCRで テ ロメラー一ゼ 関連遺伝子の発現 レベルを調べると、EPAと

DHAは 触媒 サブユニ ッ トhTERTの 発現 を効果 的に抑制す ることがわかった

(Fig.1】A)。 一方、癌遺伝子 で あるc・mycは 、hT:ERTプ ロモー ター に作用 し

てテ ロメ ラーゼの活性を調節す ることカ…報告 されているが6)、両脂肪酸 はc・myc

mRNAの 発現 を も顕著 に抑制 した(:Fig.11B)。P:KCはc・mycのmRNA発 現

を誘 導す るこ とが知 られ てい る7)。 また、PKCがhTERTめ 遺伝 子発 現 を制御

す るとい う報 告 もある8)。そ こで、EPAとDH:AのPKCに 与 える影響 を調べた

結果 、濃 度依存的にPKc活 性 を抑制 した(Fig.11c)。 以上 よ り、:EPAとD且A

には シグナル伝 達 を介 してテ ロメ ラーゼを阻害する作用があることを確認 した。

そのメカニズムとして、EPAとDHAがP:KCを 阻害す るこ とで、c・mycと

hTERTのmRNA発 現が ダ ウン レギュ レー トされ、その結果、テロメラーゼ活

性が抑制 され ることが示唆 された(:Fig.12)。

第2章 の結論 と して、長鎖不飽 和脂肪酸、とくにn・3系 脂肪 酸のEPAとD且A

にはテ ロメ ラー ゼの酵素活性 を阻害するだけでなく、シグナル伝達を介 してテ

ロメラーゼを抑制す る極 めてユニークな作用のあることがわかった。
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第3章 不飽 和 ビタ ミンEト コ トリエ ノール によるテ ロメラーゼ抑制作用

【目的】第2章 で は、長鎖不飽和脂肪酸のPKC活 性 阻害 を介 したテ ロメラーゼ

抑制作用を確認 した。不飽和 ビタミンEで ある トコ トリエ ノール(T3,:Fig.13)

にはP:KCの 阻害作 用が報告 され てお り9)、T3が テ ロメ ラーゼ制御 に関わ る可

能性が考えられた。そ こで本章では、T3に よるテ ロメ ラーゼ 阻害作用 を培養細

胞試験で検証す ることを目的 とした。

【方法 ・結果】T3の 細胞増殖 に与 える影響 をMTT法 で調べ た。T3はD:LD・1

の増殖 を阻害 し、そ の阻害活性 の強さはδ・〉β・〉γ・〉α・T3で あった(:Fig.14)。

培 地 に遊 離 したL、DH活 性 を調 べた ところ、30画M以 上のδ一T3が 細胞毒性 を示

した。 これ らの結果 か ら、20μM以 下のT3を 以後 の実験 に用いた。T3の 存在

下でD:LD・1を 培養 後、テ ロメ ラーゼ活性 をstretchPCR法 で測定 した。その結

果 、T3は テ ロメ ラーゼ を濃度 依存的に抑 制 し、阻害活性はδ・〉β・〉α一=γ一T3

であった(:Fig.15)。 一方 、 トコフェロール の阻害効果はT3よ り弱 かった。T3

の阻害 メカ ニズム を明 らか にす るために、第2章2節 と同様 に リアル タイ ム

RT・PCRでm:RNAの 発現 レベル を評価 し、PK:C活 性への影響についても検討

した。T3はPKC活 性 の阻害 を介 してc・mycとhTERTのmRNA発 現 をダ ウン

レギ ュ レー トし、結果 、テ ロメラーゼの活性 を抑制す ることがわかった。 さら

に、P:KC活 性 阻害 の メカニズム を調べるため、プロテインボスファターゼ(PP)

に着 目した。PKCは 自己 リン酸化 によ り活性型 とな り、PPは それ を脱 リン酸

化す る ことで不活化 させ るが10)、T3に はPPを 活性化 させ る作用 のあるこ とを

見 出 した(Fig.16)。

以上 の結果か ら、T3の テ ロメラーゼ抑制作用 壷は じめて発見 し、その阻害メ

カニズムの一端が明 らかになった(Fig.17)。

一339一



、0

亀

、

4
ユ

H

R

翼1

i¥

R20

A

・T㏄o幽mi
RIRZ

i20

B

倉120

2鴛

g100

も
零

)
合
櫃》
場
O
蟹
O
聾

2
留
〇
一昌

80

60

40

ao

Tocotrienol

/ 4 4

叫

H

叫

H

倒

叫

H

H

伽
臣

ト

60

Fig13.ChemicalstricturesofvitaminE.

NP)

舘
め
自
5

零

O

自
置δ

隅9
昌
島
0
9

」
O
着

ヨ
Σ

、、、 膿

140

ioo

82
{

..∵
　茎
……÷

…三

馳三

繍

.
∴
…譲

∴
器
三

.}.　
罵

.滋
…箋

叢

議

繍
謝.榊

.運
薫
…茎
、総
.灘
繍
叢

.糊

膨

.顧

二

一

噸
.

聯

oo

80

60

1含
2

窟

8

ヒo
零

)

鱒

20

`
甚

2
㊤0
■コ09

-㌦穐

ミ

T

隔 α一丁3

＼
＼一

＼

＼

、

、＼

、＼

、＼

、
¶

＼

藻

⊥

「、

＼

0

酒 γ一丁3

＼ 重 β
.B

66一 ・榊 鱒 囎麟囎 麟(一B

β・T3

5 io ao

Fig15.Cellulartelomeraseactivityisdecreasedby

treatm㎝twithT3.A,DLD・1㏄ 皿swc【ecuh;u罵d

with20ｵMT30rwithoutsample(control)for24h

Subsequ㎝tly,telomefaseactiv虻y血the㏄ 皿ex㈱ts

wasmeasuredbythestretchPCRassay.B,Thedose-

dependentinhibitionoftelomeraseactivitywas

evaluatedbytreatingDLD-Icellswith5-20ｵMT3

0rwithoutsample(control)for24h.Telomerase

activity給 ¢xpressedasaperce∬tagβoftheoontroL

ValuesaremeansｱS.D.fromthreeindependent

experiments;*P<0.05compazedwithcontrol

ｵM

δ一130

01020304050

T3(FM)

Fig14.E撫oft㎜t㎡ ㎝olontheDLD-1prol面 ξ瓢ion.

DLD-1cellsgownin96-wellplatesweretreatedwith10-

50ｵMtocatrienolorwithoutsample(control)for48h.

TheviablecellswerethenevaluatedbyMTTassayand

areexpressedasapercentageofthecontrolValuesare

means±SD.丘omfive血dep㎝d㎝tcxpcdm㎝ts.

150

oo1

50

含
9
塁
冒
●
9
固
O
零

)
あ
謂
〉
冨
亀

く
創
白
街

0

20ｵM

Fig16.PPisactivatedbytreatmentofT3.DLD-1

㏄nswerecロ 虻uredwith20回MT30rw虻Loutsample

(control)fbτ24h.Subsequently,PPactivity血the㏄n

extractswasmeasured.PPactivityisexpressedasa

percentageofthecontrolValuesaremeans一ｱ一S.D.

貨omthree㎞dep㎝d㎝ 慮翻pedm㎝ts;*Pく0.05

comparedwithcontrol

1
ρηc副A↓

1

T3

穐 撫議欝

こ　　 ナ　へ

嚇灘晶b繭 喫

1
'α 峯!

'唇伽 ■

曲 重ed

Tdomo雇 隆seadjva髄o旺 ↓

t
h墜

r
ゐz凱TmRNA↓

璽
Eレbo翼

'ゐ 、.7:搬7

ゐ7凱7pmmter

Fig17.ApossiblemechanismfortelomeraseinhibitionbyT3.

一340一



総括

本研究では、癌細胞に高く発現 し、無限増殖能 を与える酵素テロメラーゼの

阻害物質 を食品の脂質成分から見出 して、その阻害機構 を明 らかにすることを

目的 とした。

第1章 では、植 物の光合成器官 に多 く存在する含硫 グリセロ糖脂質スルホキ

ノボシル ジアシル グリセ ロールが、テロメラーゼ活性 を阻害することを確認 し、

スルホン酸基が阻害に重要であることがわかった。

第2章 では、長鎖不飽和脂肪酸 、 とくにエイ コサペンタエン酸(:EPA)や ド

コサヘ キサエ ン酸(DH:A)が 、DNA結 合サイ トに作用 してテ ロメ ラーゼの活性

を阻害す ることを発見 した。また、プロテインキナーゼC(PKC)阻 害 を介 し

てテ ロメラーゼ をダ ウン レギュレー トする作用 もあることを明 らかに した。古

くか ら、長鎖不飽和脂肪酸の抗癌作用が疫学的に認 め られている。今回、EPA

とDHAは 低濃度 でテ ロメラーゼ を阻害 したことか ら、長鎖不飽和脂肪酸の癌抑

制機構のひ とつ として、テロメラーゼ阻害の関与が新たに示唆 された。

第3章 では、PKC阻 害作用が報告 されてい る トコ トリエノールは、 トコフェ

ロール よりも強 くテロメラーゼを阻害す ることがわかった。テ ロメラーゼ制御

因子(PKCやc・myc)に 影響 を与 える成分 か ら阻害物質 をスク リーニングす る

ことは、非常に有効な手段であると考えられた。

以上 より、これ までに報告の少なかった食品成分か ら新たなテロメラーゼ阻

害物質を見出 し、そのメカニズムの一端を解 明 した。テ ロメラーゼ阻害の研究

はまだ歴史が浅く、血7加 での有効性 を確認 した論文 は数報のみであり、その

試験方法 も未だ確立 されていないのが現状である。今後、それ らの課題を克服

する必要があるものの、今回見出した食品脂質成分は、テロメラーゼをターゲ

ットとした癌予防に応用できる可能性が示唆 された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

近年,無 限の細胞分裂能を与える酵素テロメラーゼが癌組織に高頻度に検出されたことで,そ の活性

阻害による癌治療が注目を集めている。現在までに数多 くのテロメラーゼ阻害剤が見出されているが,

食品成分に関 しての知見は極 めて少ないのが現状である。"食品で癌 を予防する"と い う観点か らも,

新たなテロメラーゼ阻害物質を見出す ことは重要である。本研究では,食品の脂溶性成分に焦点を絞っ

てテロメラーゼ阻害物質をスクリ「ニングし,そ のメカニズムを分子 レベルで解明す ることを目的 と

した。

食品脂質成分からのスクリーニングの結果,植 物の光合成器官に多 く存在する含硫 グリセロ糖脂質

スルポキノボシルジアシルグ リセ ロール(SQDG)が,テ ロメラーゼ活性を阻害することを初めて見

出し,ス ルホン酸基が阻害に重要であることを明 らかにした。

SQDGの 阻害メカニズムを解析す る過程で,脂 肪酸がテ ロメラーゼ活性を強 く阻害す ることを発見

した。そこで,種 々の脂肪酸を用いてテロメラーゼの阻害活性を詳細に比較 ・検討 した結果,エ イコ

サペ ンタエン酸(EPA)や ドコサヘキサエン酸(DHA)の ような長鎖不飽和脂肪酸が,DNA結 合サイ

トに作用 してテロメラーゼの酵素活性 を効果的に阻害することを見出 した。また,EPAとDHAは プ

ロテインキナーゼC(PKC)阻 害により,細胞内シグナル伝達を介 しそテ ロメラーゼをダウンレギュレー

トすることを明らかにした。古 くか ら,長鎖不飽和脂肪酸の抗癌作用が疫学的に認められている。今回,

EPAとDHAは 生理的な濃度でテロメラーゼを抑制 したことから,長 鎖不飽和脂肪酸の癌抑制機構の

ひとつとして,テ ロメラーゼ阻害の関与を新たに明らかにした。

長鎖不飽和脂肪酸がPKC阻 害を介 してテロメラーゼを抑制 したことから,過 去にPKC阻 害作用が

報告 されている不飽和 ビタミンEト コ トリエノールもテロメラーゼ を抑制すると推定 した。その結果,

トコトリエノールはテ ロメラーゼ抑制作用を有 し,そ の阻害活性は トコフェロール よりも強かった。

テロメラーゼ制御因子(PKCな ど)に 影響を与える成分から阻害物質をスクリーニングす ることの有

効性を確認 した。

以上 より,こ れ までに報告例の少なかった食品成分か ら新規 のテ ロメラーゼ阻害物質 として,

SQDG,長 鎖不飽和脂肪酸,ト コトリエノールを見出し,そのメカニズムを解明した。これ らの研究は,

食:品脂質成分のテロメラーゼ阻害を介 した癌予防に関 して独創的かつ新知見を含むものとして高 く評

価 された。したがって審査員一同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位を授与す るに値するものと認定

した。
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