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要旨 

 

食品成分である ω３脂肪酸とレスベラトロール（RVT）は、抗炎症作用・抗腫瘍

作用をもつ。ω３脂肪酸はマウス子宮頸癌皮下腫瘍モデルに対して腫瘍形成を抑

制し、腫瘍内間質による MMP-9 産生を抑制した。RVT はマウス癌性腹膜炎モデ

ルに対して腹水産生を抑制し、腹水中の IL-6 産生を抑制した。また、RVT は培

養子宮内膜症間質細胞の TNF-α 誘導性サイトカイン産生を抑制し、アポトーシ

ス感受性を高めた。腫瘍増殖を促進させる腫瘍内微小環境に対して、ω３脂肪酸

や RVT が抑制的に働き抗腫瘍効果を示すことが示唆された。特に子宮内膜症に

対して、RVT は抗炎症・抗腫瘍効果を介した治療薬として期待される。 
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序文 

婦人科腫瘍性疾患治療戦略と食品由来生理活性物質 

悪性腫瘍の治療方法としては、手術療法・化学療法・放射線療法が、子宮内

膜症の治療方法としては、手術療法・ホルモン療法などが挙げられるが、いず

れも合併症や副作用が問題となる。このため合併症や副作用の少ない治療方法

が望まれている。副作用の少ない治療方法として、近年では生理活性をもつ食

品成分が注目されており、その代表的なものとして魚の脂肪に豊富に含まれる ω

３脂肪酸とブドウの皮などに豊富に含まれるレスベラトロール（RVT）が挙げら

れる。これらはともに、元々は抗酸化作用を持つことが知られてきたが、近年

では、抗炎症効果・抗腫瘍効果が注目されてきている。 

 

ω３脂肪酸 

ω３脂肪酸は ω６脂肪酸とともに、多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty 

acid;：PUFA）の一種であり、そのもの、またその代謝物がメディエーターとし

て生体の恒常性維持を行っている。PUFA のなかでメチル端から数えた 2 重結合

の位置により ω３系列と ω６系列に分けられる。これらの PUFA はいずれも体内

では合成することのできない必須脂肪酸であると考えられ、その体内濃度は食

餌からの摂取に依存するといわれている。 
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 食餌から摂取される ω３脂肪酸は、近年では抗酸化作用・抗炎症作用・抗腫瘍

作用をもつ物質として期待されている。古くから、魚の摂取量が多い集団では

虚血性心疾患の死亡率が低いことが知られていた。Dyerberg らは、イヌイット

の食餌調査との臨床研究から、コレステロールの摂取量が多くても、魚由来の ω

３脂肪酸の摂取量が多く血中 ω３脂肪酸濃度が高いと動脈硬化性疾患の発症頻

度が低いことを報告し[1]、それ以降、ω３脂肪酸の抗酸化作用はますます注目を

集めた。 

近年では、抗酸化作用のみならず、数々の炎症性疾患において抗炎症効果が

もたらされることが知られてきている[2]。ω３脂肪酸の抗炎症効果は、関節リウ

マチや子宮内膜症といった慢性炎症性疾患での報告が多い。関節リウマチにお

いては、特に古くから検討され、1980 年台に ω３脂肪酸の摂取により関節リウ

マチの症状が改善することが報告され[3, 4]、それ以降その機序について様々な

検討がなされている。一方、子宮内膜症においては、人における ω３脂肪酸摂取

量と子宮内膜症発症の頻度の検討により ω３脂肪酸が子宮内膜症を予防するこ

とが報告された[5]他、ラットを用いた検討で抗炎症効果と子宮内膜症抑制効果

を持つことが示された[6]。当研究室からも ω３脂肪酸とその代謝産物がマウス

モデルにおいてマクロファージからの IL-6 産生を抑制し、子宮内膜症抑制効果

を持つことを報告した[7]。 
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一方、ω３脂肪酸は種々の癌腫において、抗腫瘍効果をもたらすことも報告

されてきている。ω３脂肪酸である EPA や DHA、特に DHA は、癌細胞の増殖

抑制[8]、アポトーシス誘導[8, 9]、浸潤阻害[10]、組織での血管新生抑制[11]など

様々な効果を有することが報告されている。 

 

 

fat-1 mouse 

2004 年に Kang らにより fat-1 トランスジェニックマウス（以下、fat-1 マウ

ス）が開発された [12]。このマウスは哺乳動物には生来有さない、線虫

Caenorhabditis elegans に由来する fat-1 遺伝子を導入し、全身に発現させたマウ

スである。fat-1 遺伝子は、ω６脂肪酸を ω３脂肪酸へ変換する酵素を有しており、

この酵素の働きにより、体内で ω６脂肪酸は ω３脂肪酸へ変換することができる。

このため、fat-1 マウスでは、食餌に関わらず、全身の組織で ω３脂肪酸が豊富

に存在する状態となる。fat-1 マウスの開発により、純粋に ω６、ω３脂肪酸の影

響を比較することが可能となった。この fat-1 マウスを用いて様々な疾患モデル

が研究されている。悪性腫瘍においても、ω３脂肪酸の抗腫瘍効果はこの fat-1

マウスを用いても様々な角度から検討されている[13-16]。   

 



6 

 

RVT 

RVT は、植物がカビや細菌から身を守るために生成するフィトキシアレンと

呼ばれる植物性抗菌物質であり、ブドウの皮に含まれるポリフェノールの一種

である（図 1）。RVT は、適度な赤ワインの摂取は心血管症や脳卒中などのリス

クを減らすという、いわゆる“French Paradox”に関与することが 1990 年代後半

から報告され始め、当初はその抗酸化作用から、血中の低比重リポ蛋白質（LDL）

の酸化を抑えることで動脈硬化を防ぐことが期待されていた[17, 18]。近年では、

抗酸化作用の他にも抗炎症作用や抗腫瘍作用を持つことが明らかとなり、注目

度が増してきている。RVT は sirtuin1（SIRT1）を活性化することでも知られる[19]。

SIRT1は酵母における長寿遺伝子として有名な silent information regulator-2 (Sir2)

のホモログであり、NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素として機能する。こ

の遺伝子は当初はカロリー制限により寿命を延長することで注目を集めたが[20, 

21]、現在では代謝・炎症・腫瘍形成等において様々な生理活性を持つことが判

明している[22, 23]。 

 

図 1レスベラトロール 
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RVT の抗炎症効果は、関節リウマチや慢性炎症性腸疾患といった慢性炎症性

疾患での報告が多い。関節炎については、ウサギを用いた関節炎の検討を皮切

りに、in vitro の実験によりその機序の解明がなされてきている[24]。主には、軟

骨細胞の TNF-α誘導性の炎症を抑制することや[25]、IL-1β誘導性の NOや iNOS

の産生を抑制すること[26]などが報告されている。慢性炎症性腸疾患では、マウ

スやラットなどの動物モデルで薬剤誘導性腸疾患を抑制することが報告されて

いる[27-29]。これらの機序の 1 つとして、RVT が NF-κB を抑制することが注目

されている。NF-κB は炎症において中心的な役割を担う転写因子として有名で

ある。Yeung らは、RVT が SIRT1 を活性化すると、NF-κB の RelA/p65 Lys
310の

脱アセチル化が起こり NF-κB の転写活性を抑制する、という機序を報告してい

る[30]。 

一方、RVT の抗腫瘍効果は、卵巣癌、胃癌、乳癌、リンパ腫など様々な癌種

で報告されている[31-37]。その機序としては、RVT が細胞周期を G1 で停止させ

たり、Akt シグナルや ERK シグナルを低下させたりすることで腫瘍の増殖を抑

制することが報告されている[35, 37]。また増殖抑制以外にも、抗アポトーシス

分子である Bcl2 や survivin の発現を抑制することでアポトーシスを誘導するこ

とも判明してきている[38]。 
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婦人科腫瘍性疾患・炎症性疾患 

婦人科疾患で腫瘍性疾患・炎症性疾患の側面を有する疾患や病態として、悪

性腫瘍、癌性腹膜炎、子宮内膜症などがあげられる。 

 

悪性腫瘍と腫瘍内微小環境 

悪性腫瘍の発症や進展には炎症が密接に関係している[39]。悪性腫瘍の発症

に関する炎症性疾患として有名なものとして、慢性炎症性腸疾患より発症す

る大腸癌や慢性肝炎より発症する肝癌、ピロリ菌の慢性感染により発症する

胃癌などがあげられる。これらの機序の 1 つは、慢性炎症により DNA ダメー

ジが起こることによると考えられている[40, 41]。 

近年、炎症は悪性腫瘍に対して、発症のみならず、その進展に寄与している

ことが注目されている。悪性腫瘍進展に関わる炎症の場は腫瘍内微小環境の相

互作用により形成されている。線維芽細胞や血管内皮細胞、骨髄由来細胞、リ

ンパ球などで構成される腫瘍内微小環境は発癌や腫瘍進展、治療への反応にお

いて重要な役割を担っている[42-45]。癌細胞は腫瘍内微小環境の中の様々な構

成細胞と相互作用を及ぼすことでその性質を獲得し、また維持している。腫瘍

細胞から産生されるサイトカインや酵素によって腫瘍内微小環境の構成成分で

あるマクロファージや線維芽細胞、脂肪細胞は活性化され、それぞれ、腫瘍関
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連マクロファージ（tumor associated macrophage; TAM) [46]や癌関連線維芽細胞

（cancer-associated fibroblast； CAF) [47]、癌関連脂肪細胞（cancer-associated 

adipocyte； CAA) [48]となり炎症性サイトカインやケモカインやマトリックスメ

タロプロテアーゼ（matrix metalloproteinase; MMP）を産生するようになる。活性

化された腫瘍内微小環境から産生されるこれらのメディエーターや酵素によっ

て、腫瘍内ではさらに癌進展にとって好都合な環境や形質が獲得されていく（図

2）。 
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図 2 腫瘍内微小環境における癌細胞と間質細胞との相互作用 

腫瘍内微小環境では癌細胞からの炎症性サイトカインにより、間質細胞は活性

化され、癌進展を促進する。CAF: cancer associated fibroblast, TAM: tumor associated 

macrophage, CAA: cancer associated adipocyte  
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癌性腹膜炎 

卵巣癌は腹膜播種進展をすることが特徴である。腹膜播種進展の結果、腫瘍

や炎症により透過性の亢進した微小血管から多量の浸出液が漏れだし、また、

リンパの閉塞によりその吸収も妨げられる[49, 50]。腹水の貯留は、これらの腫

瘍性、炎症性要因が絡み合った結果といえる[51]。また、腹水中には、さまざま

なサイトカインやケモカイン、成長因子などが含まれ、腫瘍に好都合な腫瘍内

微小環境を構成し、腫瘍形成をさらに促進させる方向に向かわせている[52, 53]。

腹水中のサイトカインとしては、IL-6 や IL-8、IL-10 が増加していることが報告

されている[52]。癌性腹膜炎を伴う進行がんでは、悪液質を伴い、患者の quality 

of life (QOL)が低下することがしばしばある[54]。悪液質の病態において、IL-6

や TNF-α などの炎症性サイトカインの産生を伴うことが知られている[55]。この

ことからも、癌性腹膜炎を伴う進行癌の病態に対しては、抗腫瘍的治療と同時

に IL-6産生などの炎症をコントロールすることも重要な治療戦略の 1つとなる。 

 

子宮内膜症 

子宮内膜症は子宮内膜上皮が子宮内膜間質とともに子宮外に生着する疾患で

ある。その病因としては、逆流月経血中に含まれる子宮内膜細胞の腹膜上への

生着が子宮内膜症病巣の進行の初期段階であるという、Sampson によって提唱さ
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れた「子宮内膜移植説」 [56]や、「体腔上皮化生説」などが有力視されている。

子宮内膜症が初経以降に発症することや、月経の頻度や量が多いと子宮内膜症

の発症頻度が増加することなどが、移植説の根拠と考えられている[57]。しかし、

およそ９割の女性で月経血の逆流は認められるにも関わらず、子宮内膜症に罹

患する女性はその一部にすぎない。このことからも、子宮内膜症の発症には、

さらに増殖因子や血管新生因子、免疫反応の異常などの他の要因も関与してい

ると考えられているが[58, 59]、いまだその全容は未解明な部分が多い。 

子宮内膜症の病態は、腹腔内で炎症を繰り返すことで細胞外マトリックス

を分解したり、腹膜などの子宮の外の組織に生着・浸潤したり、さらには生

着した場所での増殖を起こしたりすることで進展していくと考えられている。

炎症性疾患という観点からは、子宮内膜症患者の腹腔内では、腹腔内マクロ

ファージは活性化され、IL-6・IL-1β・TNF-α などの炎症性サイトカインを発

現しており[60, 61]、さらにそれらの炎症性サイトカインにより異所性の子宮

内膜組織が活性化され、IL-6 や IL-8 といったサイトカインを発現しているこ

と[61]が知られている。このため、内膜症患者の腹腔内貯留液中にはプロスタ

グランジン（PGs）、IL-8、IL-6、monocyte chemotactic peptide(MCP)-1 などが増

加し、慢性炎症状態が成立していることが知られている[60, 62]。また、腫瘍

性疾患という観点からは、培養子宮内膜間質細胞（endometriotic stromal cell: 
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ESC）は種々のアポトーシス刺激に対してアポトーシス耐性を示すことが知ら

れている[63-65]。その機序の一つとして、アポトーシス刺激下で、ESC では

抗アポトーシス蛋白である survivin 発現が維持されることが挙げられる[66]。

つまり、子宮内膜症は慢性炎症を引き起こす炎症性疾患であるとともに、悪

性腫瘍ではないものの生着・浸潤・増殖を行いアポトーシスに抵抗性を示す

腫瘍性疾患の要素も有しているといえる（図 3）。 

現在の子宮内膜症の治療としては、外科的治療の他、排卵抑制やホルモン

抑制に基づいた、Low dose Estrogen Progestin (LEP)やディナゲストなどの非外

科的治療が一般的である。一方で、子宮内膜症は生殖年齢の女性に生じる疾

患であるため、外観へのダメージや副作用が少なく、また生殖能力に影響を

与えない新たな治療方法が望まれてきた。近年では子宮内膜症が炎症性疾患

であり、また、アポトーシス耐性の腫瘍性疾患であることに注目した、抗炎

症効果や抗腫瘍効果を目的とした治療薬の開発が注目されつつある[7, 64, 67]。

前述したように、我々の研究室からも、抗炎症効果をもつ ω３脂肪酸が子宮内

膜症の治療薬として期待されることを報告している[7]。 
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図 3 子宮内膜症の病態 

炎症性サイトカインにより子宮内膜症病変細胞は活性化され、IL-8, IL-6 を

放出し、腹腔内は慢性炎症状態となっている。また、内膜症病変細胞は種々

のアポトーシス刺激に対してアポトーシス抵抗性を示し、腫瘍性疾患の性質

も有している。TRAIL: TNF related apoptosis-inducing ligand 
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研究目的 

 

１、ω３脂肪酸と子宮頸癌モデル 

１－１、ω３脂肪酸が体内に豊富にあることにより、子宮頸癌腫瘍形成モデルの

腫瘍形成を抑制することができるかを、fat-1 マウスを用いて検討する。 

１－２、ω３脂肪酸による腫瘍形成抑制機序を検討する。 

 

２、RVT と癌性腹膜炎 

２－１、RVT が癌性腹膜炎に対して抑制効果を持つかを、マウスモデルを用い

て検討する。 

２－２、RVT による癌性腹膜炎抑制機序を検討する。 

 

３、RVT と子宮内膜症 

３－１、RVT が子宮内膜症に対して抗炎症効果を持つかを、ESC を用いて検討

する。 

３－２、RVT が ESC のアポトーシス感受性に与える影響を検討する。 
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実験方法 

１、ω３脂肪酸と子宮頸癌モデル 

実験動物 

 動物の管理は東京大学が定める施設動物実験規則を順守した。fat-1 マウスは、

ハーバード大学のKang先生と東京大学薬学部衛生科学教室の有田誠先生のご好

意を得て、Material Transfer Agreement を結び、譲り受けた。fat-1 マウスの継代

はヘテロで行い、遺伝背景となる C57BL/6Jマウス（日本クレア）をwild type (WT) 

マウスとして交配させることで、同腹仔として得られるヘテロの fat-1 マウスと、

fat-1 遺伝子を持たない WT マウスをジェノタイピングにより決定し、以下の実

験系に使用した。ジェノタイピングは、マウス耳組織より DNA を抽出し、

KOD-FX PCR Kit (TOYOBO LIFE SCIENCE)を用い、fat-1 遺伝子領域に対する

PCR 法により行った。マウスの食餌には、既報の論文に従い、「AIN-76A+10%

サフラワー油」を日本クレアにより作製依頼し、使用した[7]。この餌は、高 ω

６低 ω３脂肪酸含有食であり、ω３脂肪酸は ω６脂肪酸の 273 倍の含有率である。

通常の食餌に比べ、fat-1 と WT の差がより顕著に表れ、fat-1 を用いた実験系で

は標準的な食餌とされている。 

  子宮頸癌の細胞株としては、TC-1 細胞を用いた。TC-1 細胞は、C57BL/6 マウ

スの初代肺上皮細胞から樹立された細胞株で、HPV16 E6/E7 と c-Ha-ras により
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不死化されており、マウス子宮頸癌モデルで使用されている。 

8-10週齢の fat-1とWTマウスに、5×10
6個のTC-1細胞をそれぞれ皮下投与し、

7 日目、14 日目の腫瘍径を測定した。腫瘍体積は以下の式により近似値を求め

た。 

腫瘍体積＝1/2 × (短径) 
2
 × (長径) 

 14 日目にマウスはエーテル麻酔下に安楽死させ、腫瘍を摘出し、4 %パラホル

ムアルデヒドに固定し、保存した。 

 

免疫組織学的検査 

4 %パラホルムアルデヒドにて固定された検体をパラフィン包埋した後、5 µm の

連続切片を作成した。腫瘍検体の切片は、キシレンにて脱パラフィンし、アル

コールにて水和後、ターゲットバッファーにて 5 分間電子レンジ加熱し、抗体

賦活化を行った。次に、3 %過酸化水素水にて 5 分間、プロテインブロッキング

バッファーにて室温 10 分間反応させ、MMP-9 免疫染色はラビットポリクローナ

ル抗マウス MMP-9 抗体 (PAB12714, Abnova, 1:100 希釈)で、CD-31 免疫染色は

ラットモノクローナル抗マウス CD-31 抗体(ab56299, Abcam, Tokyo, Japan)で染色

し、それぞれペルオキシダーゼ付二次抗体で染色し発色させた。MMP-9 免疫染

色については、対比染色としてヘマトキシリン染色を行い、光学顕微鏡を用い
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て観察した。 

 

マイクロアレイ分析 

TC-1 腫瘍における遺伝子発現を網羅的に調べるため、マイクロアレイ分析法

を用いて検討した。マイクロアレイ分析法は、以前に当研究室で報告した方法

を用いた[7]。TC-1 皮下投与から 2 週後の腫瘍を摘出し、RNA later に浸透後、

-80 ℃で凍結保存した。腫瘍組織は fat-1 マウスと WT マウスごとに 3 個体ずつ

まとめて、それぞれホモジェナイズし、全 RNA を RNA easy mini kit （Qiagen） 

を用いて抽出した。RNA の quality は分光光度計を用い、260 nm と 280 nm の吸

光度比が 1.8-2.0 にあることを確認した。得られた検体を 3D-Gene Mouse Oligo 

Chip 24k (東レ)を用いて、23522 種の遺伝子発現の網羅的解析を行った。Total 

RNA は、Cy3 と Cy5 にてラベルし、16 時間 37 ℃でハブリダイズした。ハイズ

リダイズシグナルは、Scan Array Express Scanner （PerkinElmer） にて検出し、

バックグラウンドの平均＋2SD を減算した値が正の値のものを発現ありと定義

した。バックグラウンドを減算し、Cy3/Cy5 の変動比の中央値が 1 になるように

補正を加えた。 
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定量的 real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction (以下 RT-qPCR) 

RT-qPCR は、以前に当研究室で報告した方法を用いた[7, 68]。TC-1 皮下投与か

ら 2 週後の腫瘍を摘出し、RNA later に浸透後、-80 ℃で凍結保存した。腫瘍組

織は fat-1 マウスと WT マウスごとにまとめて、それぞれホモジェナイズし、全

RNA を RNA easy mini kit （Qiagen） を用いて抽出し、逆転写反応を行い

（TOYOBO, Osaka, Japan）、相補的 DNA（以下 cDNA）を生成した。Light Cycler 

R 480（Roche Applied Science, Tokyo, Japan）、Universal Probe Master （Roche 

Applied Science）、及び下記のプライマー（Sigma-Aldrich Japan）とプローブ（Roche 

Applied Science）を用いて cDNA を 45 サイクル増幅した。 

Mouse β-actin, probe88,  

5′- ATTGAAACATCAGCCAAGACC-3′,  

5′-CCGAATCTCACGGACTAGTGT-3′,  

Mouse MMP-9, probe19,  

5′-ACGACATAGACGGCATCCA-3′  

5′-GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG-3′  

MMP-9 の発現レベルを β-actin を内部基準として⊿CT 法により解析した。 
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２、RVT と癌性腹膜炎 

動物 

動物の管理は東京大学が定める施設動物実験規則を順守した。8-10 週齢 

C57BL/6J マウス（日本クレア）を購入した。専用のエサ・水にて飼育し、明・

暗時間をそれぞれ 16／8 時間の状態とした。 

卵巣癌の細胞株としては、ID8 細胞を用いた。ID8 細胞は、C57BL/6 マウス

の卵巣上皮より作製された卵巣癌の細胞株であり、腹膜播種とともに腹水を

形成することから種々の腹膜播種モデルで研究が行われている[69-72]。ID8 細

胞に、より早く腹水を形成させるため c-myc を導入した ID8-myc 細胞を国立

癌センター研究所の清野徹先生に樹立していただいた。 

8-10 週齢のマウスに、5×10
6個の ID8-myc 細胞を腹腔内投与した。6 週目より

腹水産生を認め、6-7 週でマウスをイソフルランの吸入麻酔で安楽死させ、解剖

を行った。腹水を採取し、400 g で 5 分間遠心分離をし、細胞成分を取り除き腹

水は-20 ℃で保存した。マウスの体重、腹水量を以下の式により求めた。 

腹水量（g）＝ (体重) - (腹水を除いた体重) 

 

マウスへの薬剤投与 

RVT (purity > 99%, Sigma Chemical) は ID8-myc 腹腔内投与の翌週より溶媒で
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あるエタノールに懸濁し、40 mg/kg をコーンオイルで全量を 200 µL に調整し経

口投与した。投与量に関しては、急性腎障害や超粘膜障害の動物モデルや胃癌

の皮下腫瘍モデルを用いた報告を参考とした[37, 73, 74]。コントロールとして同

量のエタノールをコーンオイルで全量を 200 µL に調整し経口投与した。 

 

腹水中のサイトカインの測定 

腹水中の IL-6、IL-1βおよび TNF-α濃度測定を専用の ELISAキット(Quantikine; 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)にて行った。 

 

 細胞増殖アッセイ 

 1×10
3個/well の細胞を 96 穴プレート(Iwaki, Asahi technology Co, Tokyo, Japan)

に撒き一晩培養した後、RVT （0, 10, 20, 50, 100 µM）を添加し、24 時間培養し、

テトラゾリウム塩 WST-8 を用いた Cell counting Kit-8（Dojindo, Tokyo, Japan ）

を用いてプロトコールに従い、細胞生存率を計測した。490 nm 波長の吸光光度

計(BioTek, USA)を用いて計測を行い、メディウムのみの well における吸光度を

引くことによって生細胞の数を表した。 
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Annexin V-FITC アポトーシス解析 

60 mm プレート(Iwaki, Asahi technology Co, Tokyo, Japan)に 1×10
5個の細胞を撒

き一晩インキュベートした上で、RVT (0, 25, 50 µM)を添加し、24 時間インキュ

ベート後にトリプシン処理を行った。PBS で 2 回洗浄後、Annexin V-FITC 

Apoptosis detection kit I (Abcam, USA) を用いて、annexin-V FITC と PIで 2 重染

色を行い、フローサイトメトリーを用いてアポトーシス誘導率を算出した。 

 

腹腔内マクロファージの分離回収、培養 

 腹腔内マクロファージの分離回収・培養については以前に当研究室で報告

した方法を用いた[68]。マウスの腹腔内を 7.0 mlの PBSで洗浄後回収し、70 µm

セルストレーナー（Becton Dickinson and Co）を通した後、1500 rpm、10 分間、

遠心し、腹腔内細胞を沈殿させた。磁器細胞分離キット（MACS、Miltenyi Biotec）

を用いて、マクロファージ（CD11b 陽性細胞）を分離回収した。回収したマ

クロファージを 0.5×10
6
 /ml の細胞密度で、10 % FBS・抗生剤（ペニシリン 100 

U/ml, ストレプトマイシン 0.1 mg/ml, アンフォテリシン B 0.25 g/ml）を含ん

だ RPMI に懸濁し、24 穴プレート(Iwaki, Asahi technology Co, Tokyo, Japan)上に

撒いた後、5% CO2・37 ℃の状態で一晩培養を行った。 
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培養マクロファージの刺激 

マクロファージは腫瘍細胞により活性化されTAMの性質を獲得することが報

告されている。RVT は種々の癌細胞をアポトーシスに向かわせることが知られ

ている[38]。このため、アポトーシス誘導などの癌側の要因に左右されない共培

養モデルとして、ID8-myc 培養上清で培養マクロファージを刺激した。ID8-myc

培養上清としては、ID8-myc を、10 % FBS・抗生剤（ペニシリン 100 U/ml, ス

トレプトマイシン 0.1 mg/ml, アンフォテリシン B 0.25 g/ml）を含んだ DMEM で

一晩培養した上清を用いた。 

細胞を RVT（0,  25,  50, 100  µM）（Sigma）で 1 時間前処置を行い、ID8-myc

培養上清を 300 µl 添加し、mRNA 発現検討では 6 時間、上清のタンパク発現検

討では 24 時間それぞれ刺激した。 

 

定量的 real-time reverse-transcriptase polymerase chain reaction (以下 RT-qPCR) 

RT-qPCR は、以前に当研究室で報告した方法を用いた[7, 68]。培養マクロファー

ジから全 RNA を RNA easy mini kit (Qiagen)を用いて抽出した。分光光度計を用

いて、波長 260 nm の吸光度を測定し、抽出された RNA を定量した。RNA の持

ち込み量は、1 µg 以下とし、逆転写反応を行い（TOYOBO, Osaka, Japan）、相補

的DNA（以下 cDNA）を生成した。Light Cycler R 480（Roche Applied Science, Tokyo, 



24 

 

Japan）、Universal Probe Master （Roche Applied Science）、及び下記のプライマー

（Sigma-Aldrich Japan）とプローブ（Roche Applied Science）を用いて cDNA を

45 サイクル増幅した。 

Mouse β-actin, probe88,  

5′- ATTGAAACATCAGCCAAGACC-3′,  

5′-CCGAATCTCACGGACTAGTGT-3′,  

Mouse IL-6, probe6,  

5′- GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA-3′,   

5′- CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA-3′ 

 IL-6 の発現レベルを β-actin を内部基準として⊿CT 法により解析した。 

 

３、RVT と子宮内膜症 

卵巣子宮内膜症組織、子宮内膜組織のサンプル採取 

卵巣子宮内膜症組織および子宮内膜組織は、腹腔鏡下もしくは開腹下に切除さ

れた子宮内膜症性卵巣嚢胞および子宮より採取した。術前 3 か月以内に性ステ

ロイドホルモンや GnRH アゴニストを投与されていない患者より組織を得た。

関節リウマチや SLE などの免疫学的以上に関連している疾患を合併している患

者は除外した。子宮内膜組織は子宮内膜症に罹患していない患者より得た。子
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宮内膜症の診断は、病理学的に行った。培養実験には、子宮内膜症性卵巣嚢胞

より無菌下に採取した嚢胞壁を卵巣子宮内膜症組織として、子宮より無菌的に

採取した子宮内膜を子宮内膜組織として用いた。検体採取に関して東京大学倫

理委員会の承認を受けており、卵巣子宮内膜症組織および子宮内膜組織につい

ては承認番号 324 である。手術前に患者より書面によりインフォームド・コン

セントを得た。 

 

子宮内膜症間質細胞の分離および培養 

ESC は、以前に当研究室で報告した方法を用いた[75]。卵巣子宮内膜症組織はカ

ミソリを用いて細切した後、collagenase (0.25 %, WAKO, Osaka, Japan)および

deoxyribonuclease Ⅰ recombinant (250 IU/ml, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany)を含んだ DMEM/F12 溶液（Invitrogen, Carlsbad, California）に入れ、37℃

で 2 時間撹拌した。撹拌した溶液を、100 µm のセルストレーナー（Becton 

Dickinson and Co, Franklin Lakes, New Jersey）で 2 回濾過した後、70 µm のセルス

トレーナー（Becton Dickinson and Co）で 1 回濾過した。濾過液を 250 g で 5 分

間遠心分離して得られたペレットを ESC とした。ESC は、PBS で 2 回洗浄した

後、5 % FBS・抗生剤（ペニシリン 100 U/ml, ストレプトマイシン 0.1 mg/ml, ア

ンフォテリシン B 0.25 g/ml）を含んだ DMEM/F-12 に懸濁し、10 cm 培養プレー
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ト(Iwaki, Asahi technology Co, Tokyo, Japan)上に撒いた後、5% CO2・37 ℃の状態

で培養を行った。1~2 日後、トリプシン処理法で細胞の継代を一回行った。この

際、細胞を 2 ×10
5
 個/mlの状態で 6穴プレートもしくは 12穴プレートに撒いた。 

 

ESC の刺激 

 継代して 2-3 日後に、細胞密度がコンフルエントに近づいたときに実験を行っ

た。アポトーシスの検討には 6 穴プレートで、mRNA 発現の検討には 12 穴プレ

ートで、上清のタンパク発現検討には 24 穴プレートで培養した ESC を用いた。

培養は全て、5 % FBS 下で行った。細胞を RVT（0, 10, 20,  40  µM）（Sigma）

で 1 時間前処置を行い、TNF-α（5 ng/ml）で mRNA 発現検討では 4 時間、上清

のタンパク発現検討では 24 時間それぞれ刺激した。 

 Surviving mRNA の発現検討には ESC を種々の濃度の RVT（0, 20, 40 µM）存

在下で 24 時間培養した。アポトーシスの検討には、ESC を 24 時間 RVT（0, 40 

µM）で前処置を行い、TNF related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)（100 ng/ml）

で 18 時間刺激を行った。 

 

 

RT-qPCR 
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培養細胞より Total RNA を Rneasy Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した。RT-PCR 

kit (TOYOBO)を用い Total RNA を逆転写反応し、cDNA を得た。cDNA を Light 

Cycler(Roche)を用いて RT-qPCR を行った。PCR primer として、IL-8, survivin お

よび GAPDH を用いた。 

IL-8 sense primer, 5-ACTTCCAAGCTGGCCGTGGCTCTCTTGGCA-3’ 

IL-8 antisense primer, 5-TGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC-3’ 

survivin sense primer, 5’- GGACCACCGCATCTCTACAT-3’ 

survivin antisense primer, 5’ -GCACTTTCTTCGCAGTTTCC-3’ 

GAPDH sense primer, 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC -3’,  

GAPDH antisense primer, 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’  

 IL-8の PCR条件は denaturing 95 ℃, 15秒、annealing 66 ℃, 8秒、extension 72 ℃, 

10 秒とし、35 サイクルとした。survivin の PCR 条件は denaturing 95 ℃, 15 秒、

annealing 57 ℃, 11 秒、extension 72 ℃, 10 秒とし、40 サイクルとした。GAPDH

の PCR 条件は denaturing 95 ℃, 15 秒、annealing 64 ℃, 8 秒、extension 72 ℃, 10

秒とし、35 サイクルとした。IL-8、survivin の発現レベルは GAPDH を内部基準

として⊿CT 法により解析した。 
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細胞培養上清中の IL-8 の測定 

培養上清中の IL-8 濃度は ELISA kit (Duo Set, R&D)を用いて ELISA 法で行った。 

 

Annexin V-FITC アポトーシス解析 

RVT 単独でのアポトーシス誘導効果の検討に関しては、6 穴プレートに 4×10
5

個の ESC を撒き一晩インキュベートした上で、RVT  (0, 40 µM)を添加し、24-48

時間インキュベート後にトリプシン処理を行った。RVT の TRAIL 誘導性アポト

ーシスへの影響の検討に関しては、6 穴プレートに 4×10
5個の ESC を撒き一晩イ

ンキュベートした上で、RVT  (0, 40 µM)を添加し、24 時間インキュベート後に

TRAIL(100 ng/ml)を添加し、18 時間培養した後にトリプシン処理を行った。PBS

で 2 回洗浄後、Annexin V-FITC Apoptosis detection kit I (Abcam, USA) を用いて

annexin-V FITC と PI で 2 重染色を行い、フローサイトメトリーを用いてアポト

ーシス誘導率を算出した。 

 

統計解析 

データは、JMP ソフトウェア（Pro Version 9, SAS Institute, Cavy, NC）を用いて

解析した。２群間の比較には Wilcoxon 検定、Student’s t 検定、多群間の比較には 

Dunnett’s 解析を用いた。P<0.05 で統計学的に有意差を認めるものとした。  
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結果 

１、ω３脂肪酸と子宮頸癌モデル 

腫瘍形成の比較：fat-1 マウスでは腫瘍形成が抑制された。 

fat-1 マウスは野生型マウスよりメラノーマ皮下腫瘍モデルでは腫瘍抑制効果

が報告されている[13]。ω３脂肪酸が体内に豊富にあることにより、子宮頸癌細

胞株でも同様の腫瘍形成抑制効果を認めるかを検証した。その結果、TC-1 腫瘍

の生着率には両群間で差はなく、WT、fat-1 ともにすべての個体で腫瘍の形成を

認めた。TC-1 皮下投与後 7 日目、14 日目の腫瘍体積を測定した結果、fat-1、

WT ともに腫瘍径の増大が見られたものの、その増大は fat-1 で有意に抑制され

た（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

図 4 TC-1 腫瘍形成[76] 

皮下投与後 7 日目、14 日目の腫瘍径から腫瘍体積を算出した（各群 n=10）。fat-1

マウスでは有意に腫瘍体積が小さかった（Wilcoxon 検定, p<0.05）。WT: wild type 
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血管新生の検討：fat-1 マウスでは血管新生が抑制された。 

 ω３脂肪酸は腫瘍の血管新生を抑制することが報告されている[11]。TC-1 腫瘍

モデルにおいて血管新生抑制を認められるかを、CD-31 免疫染色を用いて検証

した。光学顕微鏡、100 倍下で CD-31 陽性の血管内皮の本数を数え、半定量的

解析を行った（図 5）。fat-1、WT 腫瘍検体（n=5）からの平均を比較したところ、

fat-1 からの腫瘍組織では WT からの腫瘍組織に比べて血管密度が疎であること

がわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 血管新生の評価[76] 

14 日目に摘出した腫瘍検体で CD-31 免疫染色を用いて検証した。光学顕微鏡、

100 倍下（バーは 200 µm）で CD-31 陽性の血管内皮の本数を数え、半定量的解

析を行った（各群n=5）。fat-1マウスでは有意に血管の本数が少なかった（Student’s 

t 検定, p<0.05）。WT: wild type 
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腫瘍組織における遺伝子発現の比較 

 fat-1 マウスにおいて腫瘍形成を抑制した機序を解明するため、腫瘍組織にお

ける腫瘍形成に関わる遺伝子発現についてマイクロアレイ分析を行った。マイ

クロアレイ解析に関しては同研究室、冨尾賢介先生がサンプル回収、RNA 抽出、

解析委託を行った。 

 fat-1 と WT との間で比較検討を行い、主な炎症性サイトカイン、MMP、増殖

因子について fat-1／WT の比を表１にまとめた。fat-1／WT が 2 より大きい、も

しくは 0.5 より小さい場合に有意差を認めることとなる。多くのサイトカインで

は fat-1 の方で高い傾向にあったが、腫瘍形成に関わる MMP-9、MMP-2 は fat-1

で低い傾向にあり、特に MMP-9 に関しては、fat-1／WT が 0.4 となり、fat-1 で

低い傾向を示した（表１）。腫瘍組織の MMP-9 mRNA 発現を RT-qPCR を用いて

計測した。その結果、fat-1 では MMP-9 発現は約 40 %に抑制されていた（図 6）。 
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表 1 腫瘍組織の遺伝子発現[76] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Genes fat-1/WT ratio 

EGF 0.4 

CXCL-12 

HGF 

TGF-α 

1.2 

1.3 

1.4 

IL-6 2.0 

IFN-γ 2.4 

TNF-α 3.3 

VEGF 3.7 

IL-1β 12.0 

MMP-9 0.4 

MMP-2 0.6 

MMP-7 1.9 

MMP-1b 2.9 

MMP-3 2.9 

MMP-13 2.9 

MMP-1a 3.6 

MMP-16 4.1 

MMP-10 11.6 
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図 6 腫瘍組織の MMP-9 発現の評価[76] 

 

14 日目に摘出した腫瘍検体から RNA を回収し、MMP-9 mRNA を RT-qPCR で測

定した。MMP-9 の発現レベルを β-actin を内部基準として⊿CT 法により解析し

た。（各群 n=4）。fat-1 マウスでは腫瘍組織の MMP-9 の発現が抑制されていた

（Student’s t 検定, p<0.05）。WT: wild type 
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MMP-9 は腫瘍間質部分から発現し、それは fat-1 マウスで抑制されていた。 

MMP-9 は癌細胞以外にも CAF や TAM、血管内皮細胞などの腫瘍内微小環境

から強く発現していることが知られている。fat-1 マウスと WT マウスでの

MMP-9 発現の違いが主にどの組織に由来するかを検討するため腫瘍組織の

MMP-9 免疫染色を用いて検討した。 

その結果、WTにおいては、血管内皮細胞やCAFなど腫瘍間質部分からMMP-9

の強い発現が認められた。一方、fat-1 では組織全体としての MMP-9 の発現も弱

く、また、間質部分や血管内皮でもその発現が弱いことがわかった（図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 MMP-9 免疫染色[76] 

14 日目に摘出した腫瘍検体で MMP-9 免疫染色を行った。光学顕微鏡、100 倍下

と 400 倍下（バーは低倍率：200 µm、高倍率：50 µm）で観察した。WT: wild type 

WT fat-1 
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２、RVT と癌性腹膜炎 

 

播種形成と腹水産生の検討 

ID8-myc腹腔内投与後 6-7週に解剖を行い、播種形成・腹水産生を評価した結果、

6-7 週目には RVT 投与群、コントロール群ともに全てのマウスで血性腹水の産

生を認めた。また、腹膜や腸間膜に 1-3mm 大の播種病変を認めた。RVT 投与群

では播種形成が少ない傾向にあり、腹水産生量はコントロール群に比べ、約 50 %

にまで抑制した（図 8－A, B）。 
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図 8 腹膜癌播種形成と腹水産生 

ID8-myc 細胞を腹腔内投与後約 7 週間後の腹膜播種形成（A）と腹水産生量（B）

を評価した。（Cont 群：n=8、RVT 群：n=7）。腹水産生は RVT 群で有意に少なか

った（Student’s t 検定, p<0.05）。Cont: control, RVT: resveratrol 

 

 

  

 
A

sc
it

es
 

w
ei

g
h
t 

(g
) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

0 

4 

8 

12 

16 

20 

Cont RVT 

* 

cont RVT 

cont RVT 



38 

 

RVT は濃度依存的に ID8-myc のアポトーシスを誘導した。 

  RVT は多くの癌細胞の増殖を抑制したりアポトーシスを誘導したりするこ

とが報告されている[38]。In vivo の腹水中には間質細胞や免疫細胞が多く存在し、

癌細胞の増殖やアポトーシスのみを検討することは困難である。このため、In 

vitro で RVT の ID8-myc 細胞に与える影響を検討した。ID8-myc を各濃度の RVT

存在下で 24h 培養し、生細胞数とアポトーシス誘導率を検討した。その結果、

RVT は濃度依存的に ID8-myc 細胞の増殖を抑え、その機序は、ID8-myc 細胞を

アポトーシス誘導することによることがわかった（図 9）。 
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図 9 RVT による ID8-myc の増殖とアポトーシスに与える影響 

(A) ID8-myc を RVT(0, 5, 10, 20, 50, 100 µM)存在下で 24h 培養し、生細胞数を 490 

nm の吸光度計で測定した。2 回の独立した試験を行い、その代表的なデータを

示す。Dunnett’s 解析を行った（*は p<0.05、**は p<0.01）。 

(B)ID8-myc を RVT(0, 20, 50 µM)存在下で 24h 培養し、annexin-V FITC と PIで 2

重染色を行い、フローサイトメトリーを用いてアポトーシス誘導率を算出した。

独立した 2 回の試験を行い、その代表的なデータを示す。RVT: resveratrol 
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RVT は腹水中の IL-6 の産生を抑制した 

RVT は腫瘍に対するアポトーシス誘導効果の他、さまざまな間質細胞の炎症

性反応を抑制することが報告されている[77, 78]。また、癌性腹膜炎は癌と間質

細胞や免疫担当細胞が相互作用し腹腔内で慢性炎症状態となっている。癌性腹

膜炎による炎症に対する RVT の効果を検討するため、腹水中の炎症性サイトカ

インの濃度を検討した。代表的な炎症性サイトカインである、IL-6、TNF-α、IL-1β

濃度を、ELISA 法を用いて検討したが、TNF-α と IL-1β は RVT 投与群、コント

ロール群共に感度以下であった。これらの中で、IL-6 はどちらの群でも測定可

能であった。また、その濃度は RVT 投与群で約 60%まで抑制されていたことが

わかった（図 10－A）。また、IL-6 の濃度は腹水量とは相関しなかった。このこ

とより、RVT は腹水産生抑制効果を持つ以外にも、独立して IL-6 産生を抑制し

たことがわかった（図 10－B）。 
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A                B 

 

 

 

 

 

 

図 10 腹水中の IL-6 濃度と腹水量との相関 

（A）ID8-myc 細胞を腹腔内投与後約 7 週間後の腹水中の IL-6 の濃度。IL-6ELISA

を用いて測定した（Cont 群：n=8、RVT 群：n=6）。腹水中 IL-6 濃度は RVT 群で

有意に少なかった（Student’s t 検定, p<0.05）。（B）腹水量との相関：IL-6 濃度は

腹水量とは相関を認めなかった（CORREL=0.452）。Cont: control, RVT: resveratrol 
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RVT は培養腹腔内マクロファージの癌誘導性 IL-6 の産生を濃度依存的に抑制

した。 

 腹腔内の IL-6 の産生細胞として、CAF や CAA、TAM が考えられた。RVT は

種々の間質細胞において炎症抑制効果が報告されている。また、それぞれの間

質細胞は腫瘍により活性化され、IL-6 の産生が誘導されることが報告されてい

る。この中で、我々は腹腔内マクロファージに注目し、in vitro で癌細胞が産生

する因子による腹腔内マクロファージの活性化に RVT がどう影響を与えるかを

検討した。 

 腫瘍内微小環境では癌細胞の産生する液性因子によりマクロファージが活性

化することが知られている。また前頁の in vitro の検討より、ID8-myc 細胞は RVT

により濃度依存的にアポトーシス誘導されることが分かった（図 10）。純粋な

RVT のマクロファージに対する影響を検討するため、ID8-myc 上清による腹腔

内マクロファージの活性化とそれに及ぼす RVT の効果を検討した。その結果、

腹腔内マクロファージは、ID8-myc 培養上清の添加によって、IL-6 産生を 10 倍

以上増加させることがわかった。また、その産生は、RVT によって濃度依存的

に抑制され、50 µM 添加下では mRNA レベルで約 50 %にまで、タンパクレベル

で約 60 %にまで抑制された（図 11）。 
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図 11 RVTによる腹腔内マクロファージの癌液性因子誘導性 IL-6産生に対する

影響 

腹腔内マクロファージを RVT で前処置を行い、ID8-myc 培養上清により刺激を

し、マクロファージからの IL-6 産生を評価した。3 回の独立した試験を行いそ

の代表的なデータを示す。Dunnett’s 解析を行った（*は p<0.05、**は p<0.01）。

（A）ID8-myc 培養上清により刺激 6 時間後に RNA を回収し、IL-6 mRNA を

RT-qPCR で測定した。IL-6 の発現レベルを β-actin を内部基準として⊿CT 法に

より解析した。（B）ID8-myc 培養上清により刺激 24 時間後に上清を回収し、IL-6

蛋白濃度を ELISA 法で測定した。RVT: resveratrol 
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３、RVT と子宮内膜症 

RVT は TNF-αによって誘導される IL-8 の発現を濃度依存的に抑制した。 

RVT は間質細胞や免疫担当細胞などの様々な細胞において炎症抑制効果を持

つことが知られている。ESC は腹腔内のマクロファージをはじめとする免疫担

当細胞からの炎症性サイトカインにより活性化され IL-8 などのサイトカインを

放出することが知られている[79]。RVT が TNF-α により活性化される ESC の炎

症性反応に対し抗炎症効果を持つかを検討した。ESC を各濃度の RVT で前処置

し、TNF-α で刺激を行い、IL-8 の mRNA、蛋白レベルをそれぞれ検討した。そ

の結果、RVT は TNF-α によって誘導される ESC からの IL-8 発現を濃度依存的

に抑制することがわかった（図 12）。 
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図 12 RVT による ESC の TNF-α 刺激誘導性の IL-8 産生に対する影響[80] 

 

ESC を RVT で前処置を行い、1 時間後に TNF-α で刺激をし、ESC からの IL-8

産生を評価した。2 回の独立した試験を行いその代表的なデータを示す。

Dunnett’s 解析を行った（*は p<0.05、**は p<0.01）。（A）TNF-α により刺激 4 時

間後に RNA を回収し、IL-8 mRNA を RT-qPCR で測定した。IL-8 の発現レベル

は GAPDH を内部基準として⊿CT 法により解析した。（B）TNF-α により刺激 24

時間後に上清を回収し、IL-8 蛋白濃度を ELISA 法で測定した。RVT: resveratrol 
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RVT は単独では ESC のアポトーシスを誘導しなかった。 

 RVT は様々な癌細胞の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することが知られ

ている。ID8-myc でも RVT により濃度依存的にアポトーシス誘導がみられた。

このため、RVT が ESC のアポトーシスを誘導するかを検討した。 

RVT で 24-48 時間培養した後、Annexin-V PI 染色での FACS を施行した。そ

の結果、RVT は単独では 40 µM 下でも ESC のアポトーシスを誘導しないことが

わかった（図 13）（Cont:3.80±0.53, RVT:4.47±1.70(%)）。 

 

 

 

 

 

 

図 13 RVT による ESC のアポトーシス誘導効果 

ESC を RVT(0, 40 µM)存在下で 24h から 48h 培養し、annexin-V FITC と PI で 2

重染色を行い、フローサイトメトリーを用いてアポトーシス誘導率を算出した。

独立した 3 回の試験を行い、その代表的なデータを示した。アポトーシス誘導

率は、Cont:3.80±0.53, RVT:4.47±1.70(%)であった（Student’s t 検定, 有意差なし）。

RVT: resveratrol 
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RVT は ESC の TRAIL に対するアポトーシス誘導効果を高めた。 

RVT は様々な細胞でアポトーシス感受性を高めることが知られている。子宮

内膜症の患者の腹腔内では osteoprotegerin (OPG）濃度が高いことがわかってお

り、OPG は受容体の競合を介して TRAIL と競合するため、子宮内膜症患者では

TRAIL 誘導性アポトーシスが起こりにくくなっていることが知られている[81]。

このため、RVT が ESC の TRAIL 感受性に影響を及ぼすかを検討した。RVT（40 

µM）存在下で 24 時間培養した後、TRAIL（100 ng/ml）で 18 時間刺激をし、

Annexin-V PI 染色での FACS を施行した。TRAIL は、単独では ESC のアポト

ーシスを誘導しなかったが、RVT（40 µM）で前処置をすることで、ESC のアポ

トーシスを誘導することがわかった（図 14 ）（ TRAIL:9.03 ± 1.28, 

TRAIL+RVT:46.16±5.01(%)：p<0.05）。3 回の独立した試験を施行した。 
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図 14 RVT による ESC の TRAIL 誘導性アポトーシスに及ぼす影響 

ESC を RVT(0, 40 µM)存在下で 24h 培養し、TRAIL(100 ng/ml)を添加し、18h 培

養した。annexin-V FITC と PIで 2 重染色を行い、フローサイトメトリーを用い

てアポトーシス誘導率を算出した。独立した 3 回の試験を行い、その代表的な

デ ー タ を 示 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 は 、 TRAIL:9.03±1.28, 

TRAIL+RVT:46.16±5.01(%)であった（Student’s t 検定, p<0.05）。TRAIL: TNF related 

apoptosis-inducing ligand, RVT: resveratrol 

 

  

 
 
    

RVT (μM) 0 40 
TRAIL (100 ng/ml) - 

0 
+ + 

necrosis 

apoptosis 

viable 

 

 

 

(%) 

20 

40 

60 

80 

100 

0 



49 

 

ESC の survivin mRNA の発現は RVT で抑制された。 

ESC はアポトーシス刺激に対して survivin 発現が維持されることによりアポ

トーシス耐性であることが報告されている[66]。また、RVT は種々の細胞で

survivin 発現を低下させることが報告されている[82]。RVT が ESC における

survivin mRNA の発現に与える影響を検討した。ESC を RVT 40 µM で 24 時間培

養し、RT-qPCR で survivin の発現を評価した。その結果、RVT は survivin の発現

を有意に低下させることがわかった（図 15）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15 RVT による ESC の survivin mRNA 発現への影響 

ESC を RVT(0, 40 µM)存在下で 24h 培養し、RNA を回収し、survivin mRNA を

RT-qPCR で測定した。survivin の発現レベルは GAPDH を内部基準として⊿CT

法により解析した。独立した 3 回の試験を行いその平均を表した。RVT により

ESC の survivin mRNA 発現は有意に抑制された（Student’s t 検定, p<0.05）。 
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考察 

ω３脂肪酸や RVT の悪性腫瘍への効果 

  ω３脂肪酸や RVT は、悪性腫瘍に対し癌細胞そのものの増殖を抑制したり

アポトーシスを誘導したりすることがよく研究されている。本研究により、ω３

脂肪酸や RVT は、癌細胞以外の腫瘍内微小環境の構成成分である間質細胞から

産生される MMP-9 や IL-6 の発現を抑制することで、腫瘍内微小環境にも抗腫

瘍的に働く可能性が示唆された。また、子宮内膜症の場合はその病態の本体で

もある ESC に対して RVT が抗腫瘍・抗炎症効果を持つことが示唆された。 

ω３脂肪酸と子宮頸癌モデルの研究からは、ω３脂肪酸が CAF をはじめとし

た腫瘍内微小環境から産生されるMMP-9の産生を抑制していることがわかっ

た。MMP-9 は細胞外基質を分解することで、血管新生や転移、浸潤を促進さ

せ腫瘍進展を促進することが知られている[83, 84]。このため、MMP-9 を抑制

する薬は腫瘍形成や転移・浸潤などの腫瘍進展を抑制することが報告されて

いる[85]。本研究でも、因果関係は言及できていないものの、MMP-9 抑制は

血管新生を抑制することを介して腫瘍形成抑制に働いた可能性が示唆される。

本研究では癌細胞に対する ω３脂肪酸の効果は検討できていないものの、子宮

頸癌モデルへの腫瘍形成抑制効果には、腫瘍細胞そのものへの増殖抑制・ア

ポトーシス誘導効果に加え、腫瘍内微小環境からの MMP-9 の発現を抑制する



51 

 

ことで、より効率的に抗腫瘍効果を認めた可能性が示唆された（図 16）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 16 ω３脂肪酸の子宮頸癌モデルへの効果 

ω３脂肪酸は癌細胞の増殖抑制・アポトーシス誘導効果（既報より）を有すると

ともに、CAF や血管内皮細胞などの腫瘍内微小環境の活性化を抑制することで

子宮頸癌モデルに効果を持つ可能性がある。CAF: cancer associated fibroblast 
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RVT と癌性腹膜炎の研究からは、RVT が腹腔内環境の中で IL-6 の産生を抑制

することが判明した。IL-6 は卵巣癌の腹腔内環境において炎症を司る中心的な

サイトカインである[86]。また、IL-6 は多くの悪性腫瘍において、腫瘍進展に関

わり、予後不良との相関も認められている[87]。また、マクロファージ由来の IL-6

は腫瘍の増殖や浸潤を亢進させることもわかってきている[88, 89]。このため、

腫瘍進展を抑制するために、IL-6 の産生を抑制することが重要であると考えら

れている。またその他にも、IL-6 は癌性腹膜炎や進行癌に伴う悪液質の病態に

おいて中心的なサイトカインであり、IL-6 産生の抑制は、悪液質の治療におい

ても注目されている[86, 87, 90]。 

本研究では癌細胞から分泌される液性因子によるマクロファージの活性化を

RVT が濃度依存的に抑制することがわかった。腫瘍内環境で IL-6 を産生するも

のはマクロファージの他にも CAF や CAA などが考えられる。一方、RVT は様々

な間質細胞において種々の刺激に伴う活性化を抑制することが報告されている

[77, 78]。今回我々は RVT のマクロファージ活性化抑制効果に注目したが、RVT

は腫瘍内微小環境においてマクロファージだけではなく、CAF や CAA の活性も

抑えることで腹腔内 IL-6 濃度の抑制に寄与している可能性も考えられる。また、

RVT は ω３脂肪酸同様に種々の癌細胞の増殖を抑制したりアポトーシスを誘導

したりすることが報告されている[31-36]。本研究からも、in vitro の検討ではあ
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るが、RVTは濃度依存的に ID8-mycのアポトーシスを誘導することがわかった。

RVT は癌性腹膜炎に対して、腫瘍細胞そのものへの増殖抑制・アポトーシス誘

導効果に加え、腫瘍内微小環境からの IL-6 の産生を抑制することで、抗腫瘍・

抗炎症の両側面から癌性腹膜炎に効果的である可能性が示唆された（図 17）。今

回の検討で用いた RVT の濃度は 40 mg/kg/day であり、体表面積補正を加えた際、

60 kgのヒトに換算すると 40 mg × 60 kg × 0.08 = 192 mg/day となり、Edwards

等により確認された 450 mg という一日許容量以下の容量である[91]。このこと

より、in vivo での投与の実験においては副作用の少ない許容範囲内の濃度であ

ることが推定される。しかし、in vitro の研究においては、我々の知る限りでは、

組織中での腹腔内での RVT 濃度に関する文献は認めず、腹腔内で実際に RVT が

25 µM という濃度に達しているかどうかは今後検討の必要があると考える。 
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図 17 RVT の癌性腹膜炎への効果 

RVT は癌性腹膜炎に対して、腫瘍細胞そのものへの増殖抑制・アポトーシス誘

導効果に加え、腫瘍内微小環境からの IL-6 の産生を抑制することで、抗腫瘍・

抗炎症の両側面から癌性腹膜炎に効果的である可能性がある。RVT: resveratrol 
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悪性腫瘍の研究において、従来までは癌細胞そのものをターゲットとした

治療戦略が考えられてきた。近年になり、腫瘍内微小環境の構成成分が癌の浸

潤・転移・治療抵抗性などにおいて非常に重要な役割をもつことが判明してき

ている。癌細胞は腫瘍内微小環境を癌進展に都合のよいように活性化もしくは

抑制している。例えば、CAF の場合、その起源は上皮細胞の上皮間葉転換や 間

葉系幹細胞からなるという説もあり、その起源についてははっきりとはしてい

ないが、主には正常線維芽細胞が癌により活性化されることで CAF に変化する

と考えられている[92, 93]。CAF は癌増殖に必要な増殖因子やサイトカインを放

出することで癌細胞の増殖、浸潤、転移を促進しているといわれている[92, 93]。

腫瘍内微小環境で TAM は、血管新生を促進することで腫瘍形成を促進したり

[94]、サイトカインや増殖因子を放出することで癌細胞に直接働きかけ浸潤を促

進したり[88, 89, 95]することがわかってきている。また、免疫機構も同様に癌進

展をより促進するように制御されていることが多い。癌に浸潤しているリンパ

球（tumor infiltrating lymphocytes; TIL）は TGF-β などのサイトカインにより制御

性 T 細胞（T-reg）の割合が多いことや、癌細胞や腫瘍内微小環境で発現される

PDL-1 により細胞障害能が抑制されていることが報告されている[96-98]。この

ように悪性腫瘍における微小環境は癌進展や治療抵抗性に不可欠なものとなっ

ている。 
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 近年では、これらの微小環境を制御することで癌治療につなげようという研

究が盛んに行われてきている。CAF をターゲットとした治療戦略としては、活

性化される CAF で fibroblast activation protein (FAP)が高発現していることを利

用して、FAP によって活性化される Thapsigargin の前駆物質が皮下腫瘍モデルで

抗腫瘍効果を示したことが報告されている[99]。また、CAF の活性化に注目した

方法としては、CAF の活性化が TGF-β によってもたらされることが注目されて

いることから、TGF-β シグナルを抑制する方法も試みられており、TGF-β 受容

体のデコイである bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor 

(BAMBI),を発現させることで in vivo, in vitro で抗腫瘍効果がみられる[100]など

CAF をターゲットとした治療戦略が検討されている。TAM をターゲットとした

治療戦略としては、活性化された TAM により強く発現している folate receptor β 

(FRβ)をターゲットとした抗FRβ抗体がグリオーマに効果があることが報告され

ている[101]。また、その他にも、腹膜播種モデルで NF-κB の活性を阻害するこ

とで TAM の M2 への形質転換を抑制し腹膜播種を抑制する[71]ことや、抗炎症

作用のある Yondelis（Travectedin）が単球のマクロファージへの分化や活性を抑

制する[102]など、TAM を直接的間接的に制御することによる治療戦略が検討さ

れている。 

 今回用いた、ω３脂肪酸や RVT といった食品成分は、それぞれ子宮頸癌モデ
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ル、腹膜癌モデルに対して腫瘍進展を遅らせることができたが、抗癌剤のよう

に癌を制圧するのに十分な威力はなく、子宮頸癌モデル、腹膜播種モデルとも

に治療薬としては不十分であるといえる。しかし、その機序は非常に興味深く、

腫瘍細胞に働きかけるのみならず、腫瘍内微小環境を癌進展抑制方向に調節し

ている可能性が本研究から示唆された。もっとも、今回用いたω３脂肪酸や RVT

は腫瘍内微小環境に特異的に作用するわけではなく、その効果も十分とは言え

ない。しかし、これらは食品由来の成分であり、副作用が少ないことが予想さ

れる。このことより、QOL の低下している患者における代替療法としての使用

も期待することができるだろうし、腫瘍内微小環境を制御できることからも、

化学療法や放射線療法といった抗腫瘍的治療の補助療法としての可能性を秘め

ていると思われる。 
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RVT の子宮内膜症への効果 

本研究では、悪性腫瘍のみならず、婦人科の腫瘍性・炎症性側面を持つ疾患

として子宮内膜症に対する食品成分の効果を検討した。前述したように、ω３脂

肪酸が子宮内膜症に抑制効果を持つことは、当研究室から既に報告をしている。

一方、子宮内膜症と RVT に関する研究は、2011 年にマウスモデルにおいて RVT

が子宮内膜症の進展を抑制することが報告されてから[103]急速に進められてき

ている。その例として、マウスモデルやラットモデルにおいて、RVT が病巣で

の上皮細胞・間質細胞両者の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することが報

告された[103, 104]。またその後、ラットモデルにおいて、RVT が血管新生を抑

制し、子宮内膜症の進展を抑制することが報告された[104, 105]。一方、ヒトに

おいても、LEP との併用で子宮内膜症に由来する疼痛に効果的だったこと、そ

の機序として COX-2 抑制が示唆されること、が報告されている[106]。これらの

研究から、RVT は子宮内膜症の治療薬としても非常に有望であることがうかが

われる。 

本研究では ESC を用いた in vitro の研究で、RVT の ESC に対する抗炎症効果

とアポトーシス誘導効果を検討した。その結果、RVT は濃度依存的に ESC の

TNF-α 誘導性の炎症反応を抑制することがわかった。一般に、子宮内膜症では、

マクロファージからの TNF-α や IL-1β といった炎症性サイトカインの放出、炎
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症性サイトカインによる ESC の活性化（IL-6, IL-8 の放出や増殖の促進）、さら

に ESCから放出される IL-6等のサイトカインが再度マクロファージを活性化さ

せるという、炎症の悪循環が成立していると考えられている[107]。一方、RVT

は、種々の刺激に対するマクロファージからの炎症性サイトカイン放出を抑制

する作用を持つことも報告されている[108, 109]。もっとも本研究では、TNF-α

に対する ESC からの IL-8 の産生という「炎症の悪循環」の一部の側面しか評価

できていないが、RVT は子宮内膜症の 1 つの病態である「炎症の悪循環」を断

ち切ることのできる理想的な治療薬となる可能性があると考えられる。 

子宮内膜症患者では子宮内膜症病変の TRAIL誘導性アポトーシスに対する耐

性が知られており[81]、一方で、RVT は種々の細胞において TRAIL 誘導性アポ

トーシス感受性を高めることが知られている[82, 110]。ESCにおいてもRVTは、

単独ではアポトーシスを誘導しないが、TRAIL 誘導性アポトーシスの感受性を

高めることでアポトーシス誘導に寄与することがわかった。RVT による、抗ア

ポトーシス蛋白である survivin の発現抑制がその機序の一つとして考えられた。

このことより、RVT は、ESC における抗炎症作用のみならず、ESC の TRAIL 誘

導性アポトーシスの感受性を高めることによっても子宮内膜症治療薬として期

待できることが示唆された（図 18）。以上より、RVT はその抗炎症作用、アポト

ーシス誘導作用から子宮内膜症の治療薬として期待できると考えられる。 
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図 18 RVT の子宮内膜症への効果 

RVTは TNF-αによる ESCからの炎症性サイトカインの産生を抑制し、また、ESC

の TRAIL 誘導性アポトーシス感受性を高めたことより、抗炎症・抗腫瘍の両側

面から子宮内膜症抑制効果を持つ可能性がある。TRAIL: TNF related 

apoptosis-inducing ligand, RVT: resveratrol 
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本研究では食品由来成分が、抗炎症作用・抗腫瘍作用を有することに注目し、

悪性腫瘍や癌性腹膜炎、子宮内膜症に対するω３脂肪酸と RVT の効果を検討し

た。その結果、これらの物質は、悪性腫瘍においては間質細胞を中心とした腫

瘍内微小環境を制御し、また子宮内膜症においては ESC に対して炎症を抑制し、

アポトーシス感受性を向上させることがわかった。これらの結果から ω３脂肪酸

や RVT などの食品成分が、腫瘍性・炎症性疾患に対して、新たな側面から治療

効果を持つ可能性が示唆された。今後、腫瘍内微小環境の調節機構について更

なる研究を進め、より特異的に腫瘍内微小環境の間質活性化を抑制できる治療

方法の開発を目指していきたい。また、子宮内膜症においても、ESC のみなら

ず、悪性腫瘍同様に、マクロファージをはじめとする間質細胞を含めた子宮内

膜症微小環境を制御する治療戦略に注目した検討が必要になってくると思われ

る。 
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