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抄録。1アロマターゼ阻害薬（AI）は、単剤療法として、

又はサイクリン依存性キナーゼ 4/6阻害薬もしくは

mTOR阻害薬との併用療法として、閉経後エストロゲ

ン受容体陽性（ER+）乳癌の代表的な治療選択肢と

なっている。これらの薬剤による長期治療は用量制限

毒性や薬剤耐性をもたらす。天然物質が現行の治療法

の試験可能な代替となる。Tabebuia avellanedae（TA、

タベブイア・アベラネダエ）はアマゾン熱帯雨林原産

の樹木である。TAの内部樹皮はタヒボ（Taheebo）と

呼ばれる薬用栄養補助食品なっている。TAの非分画水

抽出物は、Luminal A乳癌及びトリプルネガティブ乳癌

モデルにおいて有効な増殖阻害物質である。キノン誘

導体のナフトフランジオン（NFD）が TAの主な生理

活性物質である。本研究では、タヒボ NFDまるごと

（TNM、Taheebo-NFD-Marugoto）の名で販売されてい

る TAの内部樹皮の微粉末の効果を検証した。 

アロマターゼ遺伝子を安定的に導入した ER+ MCF-7細

胞 MCF-7AROMを、アロマターゼ発現閉経後乳癌のモデ

ルとした。足場非依存性のコロニー形成、細胞周期進

行、アポトーシス促進性のカスパーゼ 3/7活性、アポ

トーシス関連遺伝子の発現、アロマターゼ活性及び特

定のエストラジオール（E2）標的遺伝子発現を、機構

的エンドポイントとした。MCF-7AROM細胞を TNMで

処理したところ、E2により促進される足場非依存性の

コロニー形成が用量依存的に減少した。TNMで処理し

たMCF-7AROM
 細胞の機構的アッセイにより、濃度 10 

µg の TNM（NFD 含有量：2 ng）は S 期停止を誘導し、

アポトーシス促進性のカスパーゼ 3/7 活性を増加させ、

アポトーシス促進性の BAX遺伝子の発現を増加させ、

抗アポトーシス性の BCL-2遺伝子の発現を減少させ、

アロマターゼ活性を阻害することが明らかになった。
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さらに、TNM処理は ESR-1（ER-αの遺伝子）、アロマ

ターゼ及びプロゲステロン遺伝子の発現をダウンレ

ギュレートし、E2標的遺伝子 pS2、GRB2及びサイクリ
ン D1の mRNAレベルを低下させた。TNMの NFD含

有量に基づくアロマターゼ活性の阻害は、臨床で用い

られる AIのレトロゾール及びエキセメスタンより優れ

ていた。これらのデータから、アロマターゼ陽性閉経

後乳癌の現行治療法に代わる栄養製品としての TNM

の潜在的有効性が示された。 

緒言 

閉経後ホルモン受容体陽性、ヒト上皮増殖因子受容体

2陰性乳癌の臨床治療選択肢には、選択的エストロゲ

ン受容体調節薬とアロマターゼ阻害薬がある(1, 2)。ア

ロマターゼ阻害薬は CDK4/6及び mTOR経路の選択的

低分子阻害薬と併用されることが多い。単剤療法又は

多剤併用療法による長期治療はしばしば、主に癌幹細

胞の発生による薬剤耐性の獲得を伴い、それにより治

療効果に影響を及ぼし、疾患進行を促進する(3-5)。 

アロマターゼ CYP19 A1は、副腎アンドロステンジ

オンをエストロン（E1）に変換し、その後エストラジ

オール（E2）に変換することにより、増殖を促進する

エストロゲンをもたらすという、腫瘍周辺及び腫瘍内

のエストロゲン生合成にとって重要な酵素として機能

する。薬理学的薬剤のレトロゾール（LET）及びエキ

セメスタン（EXM）はアロマターゼの選択的阻害薬で

ある(1,2)。これらの薬剤は、アロマターゼ発現 Luminal 

A乳癌の前臨床モデル、及びエストロゲン受容体陽性

の臨床乳癌において腫瘍の耐性の獲得を示す(6-12)。 

栄養補助食品や天然植物由来製品などの自然由来の

非毒性物質が、補完・代替医療では広く用いられてい

る。アロマターゼ活性の効果的な阻害を示す天然製品

は、臨床で用いられるアロマターゼ阻害薬の制約に対

して試験可能な代替となる可能性がある。 

Tabebuia avellanedae（TA、タベブイア・アベラネダ

エ）は、アマゾン熱帯雨林原産の樹木である。TAの樹

皮から作った飲み物は、多様な健康問題への対処とし

て先住民族により伝統的に用いられてきた。TAの内部

樹皮の非分画粉末が、タヒボ（Taheebo）の名で、タヒ
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ボジャパン株式会社（Taheebo Japan, Co., Ltd.）から販

売されている。タヒボの水抽出物は、臓器部位の癌の

動物モデルで抗癌活性を示すこと（13）、また、前立

腺癌及び乳癌のヒト癌由来細胞培養モデルにおいて複

数の機序により増殖阻害効果を示すことが(14-16)、文

献に記載されている。Luminal A乳癌サブタイプのモデ

ルにおける TA抽出物の増殖阻害効果は、増殖及びア

ポトーシス関連遺伝子の差次的発現を伴う(17)。トリ

プルネガティブ乳癌モデルにおける TA の阻害効果は、

G1期から S期への移行の阻害、アポトーシス促進性の

カスパーゼ 3/7活性の誘導及び RB経路の調節によるも

のである(18)。 

タヒボジャパンは最近、従来の TA粉末よりかなり

細かく粉砕した TA粉末の製造が可能な独自のプロセ

スを考案した。タヒボジャパンがタヒボ NFDまるごと

（TNM、Taheebo NFD Marugoto）の名称で販売する新

製品は、粒径が小さくなり、水溶解度が高くなったこ

とから、従来のタヒボよりすぐれた結果をもたらすと

期待される。 

TNMの増殖阻害作用及び抗アロマターゼ活性を評価

することを目的として、本研究の実験は、i）アロマ

ターゼ発現閉経後乳癌モデルにおける TNMの増殖阻

害効果を調べること、ii）細胞のアロマターゼ活性に対

する TNMの影響を評価すること、及び iii）TNMの有

効性に関与する推定分子機構を同定することを目的に

デザインした。 

材料及び方法 

実験モデル。MCF-7AROM細胞株を本研究の実験モデル

とした。アロマターゼ遺伝子を安定的に導入した、こ

れらの ER+/PR+/HER-2-ヒト乳癌由来細胞は(6,10)、臨床

乳癌のアロマターゼ発現、閉経後 Luminal A分子サブ

タイプの特性を有する。 

試験化合物 

タヒボ NFDまるごと（TNM）。この化合物は生理活性
物質ナフトフランジオン（NFD）を含有する TAの内

部樹皮の微粉末から成り、タヒボジャパン株式会社か

ら提供を受けた。供給者から提供されたプロトコルに

従い、非分画水溶原液を調製した。この TNMの原液

には 200 ngの NFDが含まれている（私信：Dr Fukuda、

タヒボジャパン）。原液を培地で系列希釈し、用量反

応実験のための TNMの最終濃度を得るとともに、機

構的アッセイで使用した最小有効濃度、50%有効濃度

（IC50）及び最大細胞増殖抑制濃度（IC90）を同定した。 

レトロゾール（LET）。LET の原液（分子量：285 kDa、

Sigma-Aldrich；Merck KGaA）を DMSOで調製し、培

地で系列希釈して最終濃度 1 µM（285 ng）を得た。 

エキセメスタン（EXM）。EXMの原液（分子量：296 

kDa、Sigma-Aldrich；Merck KGaA）を DMSOで調製し、

培地で系列希釈して最終濃度 10 µM（2,960 ng）を得た。 

LETと EXMは代表的なプロトタイプのアロマター

ゼ阻害薬である。濃度 1 µMの LETと 10 µMの EXM

は細胞培養実験で従来使用される有効濃度と同等であ

り、臨床的に達成可能な有効濃度に相当する。今回の

実験では、これらの化合物を陽性対照として使用した。 

足場非依存性増殖。今回のアッセイでは、DNAグレー

ド寒天（Sigma-Aldrich；Merck KGaA）を適切な量の

2X RPMI-1640培地と混合して寒天原液を調製した。基

底層を調製するため、この原液を 0.6%に希釈し、6

ウェルのプレートに分注し、37˚Cで一晩凝固させた。

5×105/mlの密度のMCF-7AROM細胞の懸濁液を、0.33%

寒天を含有する RPMI-1640培地で調整し、この細胞懸

濁液を、TNMの存在下又は非存在下で基底層の上に重

ねた。この培養液を、CO2インキュベーター内で 37˚C

で 21日間インキュベートした。足場非依存性（AI）コ

ロニーを 0.005%クリスタルバイオレットで染色し、コ

ロニー数を 10倍の倍率で測定した。データは AIコロ

ニーの数で表した。 

細胞周期進行。細胞周期解析のため、5x105個の細胞を

T-25フラスコに播種し、播種後 24時間、1、5及び 10 

µgの TNMで 48時間処理した。細胞をトリプシン処理

により回収し、500 x gでペレット化し、冷たい PBS

（Sigma-Aldrich；Merck KGaA）で 2回洗浄した。次に、

細胞を冷たい 70%エタノールで固定し、冷たい PBSで

洗浄し、ヨウ化プロピジウム（PI、50 µg/ml、Sigma-

Aldrich；Merck KGaA、PBS溶液）で染色した後、リボ

ヌクレアーゼ（10 µg/ml、Sigma-Aldrich；Merck KGaA）

を添加し、暗所で 4時間インキュベーションした。細

胞周期解析はテキサス大学医療科学センター

（University of Texas Health Sciences Center）（サンアン

トニオ）の Core Facilityで、i）PI染色した細胞のソー

ティング、ii）488 nmの励起フィルター及び 520 nmの

バンドパスフィルターの使用、及び iii）前方対側方散

乱での蛍光イベントのゲーティングを含む最適化プロ

トコルを用いて行った。細胞周期進行を Becton 

Dickinson FACSCANフローサイトメーター（BD 

Biosciences）を用いてモニターし、FACS Expressソフ

トウェア（De Novo Software）を用いてデータを解析し

た。データは細胞周期の G1期、S期及び G2期におけ

る細胞のパーセンテージとして表した。 

カスパーゼ活性。MCF-7AROM
 細胞におけるカスパーゼ

3/7活性を caspase-Gloアッセイキット（Promega）を用

いて測定した。簡単に述べると、TNMで処理した細胞

を均質化緩衝液（25 mmol/l HEPES、pH 7.5、5 mmol/l 

MgCl2、及び 1 mmol/l EGTA）及びプロテアーゼ阻害薬

（すべて Sigma-Aldrich；Merck KGaA）中で超音波処

理によりホモジナイズした。ホモジネートを 6,500 x g

で 4˚Cで 15分間遠心分離し、上清を回収した。その後、

10 µlのアッセイ試薬を 10 µlの上清に添加し、反応混

合物を室温で 2時間インキュベートした。結果として

生じる発光を、Fluoroskan Luminometer（Thermo 

Scientific Co.）を用いて測定した。データは相対発光単

位（RLU）で表した。 

遺伝子発現プロファイリング。アポトーシス制御遺伝
子 BAX及び BCL-2、E2制御標的遺伝子 ESR-1、AROM

及び PR並びに E2反応性遺伝子 pS2、GRB-2及びサイ
クリン D1の発現に対する TNMの影響を、逆転写定量

的 PCR（RT-qPCR）アッセイを用いて公表されたプロ

トコルに従って検証した(19)。  
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表 I.  逆転写定量的 PCR解析に使用したプライマー

セット 

遺伝子名 プライマー配列 

ESR-1 5'-TGTGCAATGACTATGCTTCA-3' (S) 

5'-GCTCTTCCTCCTGTTTTTTA-3' (AS) 

AROM 5'-AGCATGCTGTACCAGCCTGT-3' (S) 

5'-TCATCATCACCATGGCCATGT-3' (AS) 

PR 5'-ACAGAATTCATGAGCCGGTCCGGG 

TGCAAG-3' (S) 

 5'ACAAGATCTCCACCCAGAGCCCG 

AGGTTT-3' (AS) 

pS2 5'-CATCGACGTCCCTCCAGAAGAG-3' (S) 

5'-CTCTGGGACTAATCACCGTGCTG-3' (AS) 

GRB2 5'-AAATGCTCAGCAAACAGCGG-3' (S) 

5'-TGAAGTGCTGCACATCATTTCC-3' (AS) 

サイクリン

D1 

5'-ACGAAGGTCTGCGCGTGTT-3' (S) 

5'-CCGCTGGCCATGAACTACCT-3' (AS) 

BCL-2 5'-CCTGTGGATGACTGAGTACC-3' (S) 

5'-GAGACAGCCAGGAGAAATCA-3' (AS) 

BAX 5'-GTTTCATCCAGGATCGAGCAG-3' (S) 

5'-CATCTTCTTCCAGATGGTGA-3' (AS) 

β-アクチン 5'-GACCTCTATGCCAACACAGT-3' (S) 

5'-AGTACTTGCGCTCAGGAGGA-3' (AS) 

 

 

簡単に述べると、TNMで処理した細胞と非処理の対照

細胞の RNAを、RNeasy plusキット（Qiagen Inc.）を用

いて、製造業者のプロトコルに従ってゲノム DNA除

去ステップにより単離した。Applied Biosystemsキット

（Applied Biosystems）を用いて逆転写（RT）を行った。

RT-qPCR及びその後の解析は Cepheid Smart Cyclerで

0.25X SYBR-Greenにより Smart Mix PCRビーズ

（Cepheid）を用いて行い、対象の E2標的遺伝子と、

標準化対照としてのハウスキーピング遺伝子 β-アクチ
ン転写物を検出した。各 RT-qPCRサイクル後に融解曲

線解析を実施し、PCR産物の特異性を確認した。E2標

的遺伝子の指定のプライマーセット及び β-アクチンの

プライマーセットの PCR反応では、個々の増幅産物を

示す、特有の融解ピークが得られた。MgCl2（2 

mmol/l）、12.5 µlの 2X Taq PCR Master Mix（Qiagen, 

Inc.）、0.25X SYBR-Green（Fisher Scientific Co.）及び

遺伝子特異的なプライマーセット（各 0.3 µmol/l、テキ

サス大学の Core Facilityから入手）を含有する反応混

合物（25 µl）を調製した。PCR反応は 40サイクルに

設定し、β-アクチンの RNAレベルによる標準化後に

データを評価した。RT-qPCRアッセイは duplicateで実

施し、少なくとも 3回繰り返した。これらのデータは

相対的遺伝子発現の定量化のため ΔΔCq値で表した(20)。

ESR-1（ER-αの遺伝子）、AROM、PR、pS2、GRB2、

サイクリン D1、BCL-2、BAX及び β-アクチン遺伝子の

センス（S）鎖及びアンチセンス（AS）鎖のプライ

マー配列は 5'から 3'方向で表す（表 I）。 

アロマターゼ活性。アロマターゼ酵素活性を測定する
ため、3H2O遊離アッセイを使用した。 

 

図 1.  MCF-7AROM細胞における足場非依存性増殖に対するタヒボ NFD

まるごと（TNM）の影響。TNM処理は足場非依存性コロニー数の用

量依存的減少を示した。TNM IC50：5 µg*（α=0.05）；IC90：20 µg**

（α=0.05）、E2で処理した対照との比較。結果は足場非依存性コロ

ニー数 ± SD（各処理群 n=4）で示した。データは ANOVA及び

Dunnettの検定により分析した。E2：17β-エストラジオール、TNM：

タヒボ NFDまるごと、NFD：ナフトフランジオン、SD：標準偏差、

ANOVA：分散分析。 

[3H]アンドロステンジオンを基質とし、その E1への変

換をアロマターゼ活性の指標とした。活性炭処理済み

ウシ胎児血清（Sigma-Aldrich；Merck KGaA）を添加し

たフェノールフリーRPMI-1640培地で増殖したMCF-

7AROM細胞を、0.1%ウシ血清アルブミン、67 

mmol/lKPO4（pH 7.4）、及び 2.0 µmol/lプロゲステロン

を含有するアッセイ混合物に懸濁させた。超音波処理

後に、100 nmol/lの[3H]アンドロステンジオン（25.3 

ci/mmol、NET-962；Perkin-Elmer, Inc.）を添加し、混合

物を室温で 10分間インキュベートした。次に NADPH

を最終濃度 1.2 mmol/lまで添加した後、37˚Cでイン

キュベートし、等容量の 5%トリクロロ酢酸を添加した。

上清を回収し、等容量のクロロホルムで抽出した。

アッセイ混合物にデキストラン被覆炭を添加した後、

ボルテックスし、6,500 x gで 40˚Cで 15分間遠心分離

した。次に、上清をシンチレーション液に加え、シン

チレーションカウンター（Perkin-Elmer）で測定した。

データは、1時間あたりに、タンパク質 1 mgあたりに

生成された E1の fモル数で示した(21)。 

統計解析。足場非依存性増殖アッセイを用いた用量反
応性の実験は quadruplicate で実施した。細胞周期進行、

カスパーゼ 3/7活性、アロマターゼ活性及び遺伝子発

現プロファイリングの実験は triplicateで実施した。

データは平均値 ± SDで表した。対照群と処理群の間の

統計的有意差を 2標本の Studentの t検定により評価し

た。P<0.05が統計的有意差を示すものとみなした。さ

らに、複数の処理群の比較で得られたデータを、分散

分析（ANOVA）及び α=0.05を閾値とする事後検定と

しての Dunnettの検定を用いて分析した（Microsoft 

Excel 2013 XLSTAT-Baseソフトウェア）。 

結果 

足場非依存性増殖に対する TNMの影響。図 1のデータ

は、E2により促進される足場非依存性コロニー数の

TNM用量依存的な減少を示している。  
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NED含有量 
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TELANG et al：アロマターゼ発現乳癌細胞における Tabebuia avellanedaeの有効性 5 

 

表 II.  MCF-7AROM細胞における TNMによる細胞周期進

行の阻害 

  細胞周期の段階 

処理 濃度 (µg) % G1 % S % G2 

対照 - 63.2±1.5 26.2±0.6a
 9.1±0.5 

TNM 10 50.2±1.6 42.5±0.5b
 6.7±0.4 

Δ対照  -20.6% +63.2% -26.4% 

結果は平均値 ± SD（各処理群 n=3）で示した。 
a,bP=0.04。データは 2標本の Studentの t検定で分析した。

TNM：タヒボ NFDまるごと、SD：標準偏差。 

 

 

 

 

図 2.  （A）MCF-7AROM細胞におけるタヒボ NFDまるごと（TNM）

によるカスパーゼ活性の誘導。TNMでの処理により、カスパーゼ

3/7活性は用量依存的に増加する。結果は RLU平均値 ± SD（各処理

群 n=3）で示した。データは ANOVA及び Dunnettの検定により分析

した。非処理対照 < 1.5 µg TNM*、非処理対照 < 10 µg TNM**

（α=0.05）。TNM：タヒボ NFDまるごと、NFD：ナフトフランジオ

ン、RLU：相対発光単位、SD：標準偏差、ANOVA：分散分析。（B）

タヒボ NFDまるごと（TNM）によるMCF-7AROM
 細胞におけるアポ

トーシス関連遺伝子の発現調節。TNMでの処理により、BAX遺伝子

の発現はアップレギュレートされ、BCL-2遺伝子の発現はダウンレ

ギュレートされる。結果は相対的遺伝子発現（ΔΔCq）平均値 ± SD

（各処理群 n=3）で示す。データは 2標本の Studentの t検定で分析

した。BAX：*P=0.01、非処理対照との比較。BCL-2：*P=0.02、非処

理対照との比較。TNM：タヒボ NFDまるごと、BAX：BCL-2結合 X

タンパク質、BCL-2：B細胞リンパ腫 2、SD：標準偏差。 

 

これらのデータから、E2で処理した対照との比較で、

IC50は 5 µg TNM（α=0.05）、IC90は 20 µg TNM

（α=0.05）と同定された。これらの濃度での TNMの

NFD含有量はそれぞれ 1.0 ng及び 4.0 ngと推定された。 

 

図 3.  MCF-7AROM細胞におけるタヒボ NFDまるごと（TNM）による

アロマターゼ活性の阻害。TNMでの処理により、アロマターゼ活性

は用量依存的に阻害される。結果は生成された E1（fモル/mgタンパ

ク質/時）平均値 ± SD（各処理群 n=3）で示した。非処理対照 > 40 

µg TNM*（α=0.05）、非処理対照 > 50 µg TNM**（α=0.05）。データ

は ANOVA及び Dunnettの検定により分析した。TNM：タヒボ NFD

まるごと、NFD：ナフトフランジオン、E1：エストロン、ANOVA：

分散分析、SD：標準偏差。 

 

 

細胞周期進行に対する TNMの影響。表 IIに示すデー

タは、MCF-7AROM細胞の細胞周期進行に対する TNM

の影響を検討したものである。最大細胞増殖抑制濃度

である 10 µgの TNMでは、非処理対照と比較して、細

胞周期の S期で停止した細胞は 63.2%であった

（P=0.04）。G1期及び G2期における阻害は大きくなく、

統計的有意性はみられなかった。 

TNMによるアポトーシス促進活性の誘導。TNMでの

処理による細胞のアポトーシスの誘導を、カスパーゼ

3/7活性の状態のモニタリングにより検討した。TNM

での処理に反応して、カスパーゼ 3/7活性は用量依存

的な増加を示した（図 2A）。すなわち、非処理対照と

比較して、1.5 µg、5 µg及び 10 µgの TNMはそれぞれ、

カスパーゼ 3/7活性の 2.9倍（α=0.05）、8.9倍（α=0.05）

及び 9倍（α=0.05）の増加を示した。 

分子レベルでは、TNM処理によりアポトーシス促進

性の BAX遺伝子発現は用量依存的に増加し、抗アポ

トーシス性の BCL-2遺伝子発現は逆に減少した。すな

わち、10 µgの TNMによる処理では、それぞれの非処

理対照と比較して、アポトーシス促進性の BAXの発現

は 3.3倍増加し（P=0.01）、抗アポトーシス性の BCL-2

の発現は 70%減少した（P=0.02）。このアポトーシス

関連遺伝子の発現の相反的調節（reciprocal modulation）

の結果、BAX: BCL-2の比は上昇した（図 2B）。 

TNMによるアロマターゼ活性の阻害。TNMでの処理

に反応して、MCF-7AROM細胞は、アンドロステンジオ

ンの E1への変換の程度を指標とするアロマターゼ活性

の用量依存的な阻害を示した。すなわち、30、40及び

50 µgの TNM処理により、非処理対照と比較して、ア

ロマターゼ活性の 42%（α=0.05）、57.9%（α=0.05）及

び 97.1%（α=0.05）の低下が示された（図 3）。  
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表 III.  MCF-7AROM細胞における TNM及び LETによるアロマターゼ阻害の有効性の比較 
 

処理 濃度 アロマターゼ活性 

（E1 fモル/mgタンパク質/時） 

阻害 

（対照に対する割合［%］） 

対照  - 6.9±0.4a - 

TNM (40 µg) 8 ng NFD 2.5±0.1b 63.8 

LET (1 µM) 285 ng 2.6±0.1b 62.3 

結果は平均値 ± SD（各処理群 n=3）で示した。a,bP=0.04。データは 2標本の Studentの t検定で分析した。E1：エストロン、

TNM：タヒボ NFDまるごと、LET：レトロゾール、NFD：ナフトフランジオン、SD：標準偏差。 

 

表 IV.  MCF-7AROM細胞における TNM及び EXMによるアロマターゼ阻害の有効性の比較 
 

処理 濃度 アロマターゼ活性 

（E1 fモル/mgタンパク質/時） 

阻害 

（対照に対する割合［%］） 

対照  - 6.9±0.30a - 

TNM (100 µg) 20 ng NFD 0.1±0.08b 98.5 

EXM (10 µM) 2,960 ng 0.2±0.10b 97.1 

結果は平均値 ± SD（各処理群 n=3）で示した。a,bP=0.01.データは 2標本の Studentの t検定で分析した。E1：エストロン、

TNM：タヒボ NFDまるごと、EXM：エキセメスタン、NFD：ナフトフランジオン、SD：標準偏差。 

 

 

TNM、LET及び EXMによるアロマターゼ活性の阻害の
比較。アロマターゼ活性の阻害に関する TNMと LET

の有効性の比較の結果、非処理対照と比較した、40 µg

の TNM（NFD含有量 8 ng）による阻害の程度 63.8%

（P=0.04）は、285 ng（1 µM）の LETによる 62.3%の

阻害（P=0.04）と実質的に同程度であった（表 III）。 

アロマターゼ活性の阻害に関する TNMと EXMの有

効性の比較を表 IVに示す。これらのデータから、非処

理対照と比較した、100 µgの TNM（NFD含有量 20 ng）

による阻害の程度 98.5%（P=0.01）は、2,960 ng（10 

µM）の EXMによる 97.1%の阻害（P=0.01）と実質的

に同程度であった。 

TNMによる E2制御標的遺伝子発現の阻害。ESR-1

（ER-αの遺伝子）、AROM及び PR遺伝子の発現に対

する TNMの影響から得られたデータを図 4Aに示す。

ESR-1に関する 10 µgの TNMでの阻害の程度は 90%

（P=0.01）であり、AROM に関しては 61%（P=0.04）、

PRに関しては 61%（P=0.04）であった。このように、

TNMでの処理の結果、E2により制御される特定の遺伝

子の発現が大幅にダウンレギュレートされた。 

TNMによる E2反応性遺伝子発現の阻害。図 4Bに示す

データは、特定の E2反応性遺伝子の発現に対する

TNMの影響を検討したものである。pS2に関する 10 

µgの TNMでの阻害の程度は 62%（P=0.04）であり、

GRB2に関しては 61%（P=0.04）、サイクリン D1に関

しては 82%（P=0.01）であった。このように、TNM処

理の結果、E2反応性遺伝子発現が大幅にダウンレギュ

レートされた。 

考察 

転移性乳癌は、米国における女性の癌関連死亡の主要

な原因である(22)。閉経後乳癌の ER-α陽性、アロマ

ターゼ発現 Luminal Aサブタイプはアロマターゼ阻害

薬に反応する(6,10)。しかし、長期治療はしばしば耐性

獲得を伴い、これは有効性にマイナスの影響を及ぼし、

疾患進行を促進する。 

今回使用したMCF-7AROMモデル以外に、ヒト乳癌由

来のMCF-7及び T47D細胞株から、アロマターゼ遺伝

子を安定的に導入したその他の細胞モデルが作成され

ている。これらのモデルは、アロマターゼ阻害薬の効

果を検証するため、また AIベースの内分泌療法に対す

る耐性の機序を調べるために利用されている。例えば、

MCF-7AROM細胞はフルベストラントに対して耐性を示

し、レトロゾール、アナストロゾール、エキセメスタ

ンに対して交差耐性を示している(9)。また、T47DAROM

細胞はレトロゾールに対して耐性を示し、抗黄体ホル

モンに対して感受性を示している(23)。さらに、AI耐

性は HER-2発現のアップレギュレーションを伴うこと

が文献に記載されている(10)。総合すると、これら 3

つの細胞モデルは、有効なアロマターゼ阻害薬を同定

するための、また、アロマターゼ阻害薬に対する耐性

獲得の分子機構を調べるための、有用な実験的アプ

ローチをもたらす。 

非毒性の天然栄養製品が内分泌療法耐性の閉経後乳

癌の試験可能な代替療法となる可能性があり(17,18, 28-

31)、したがって、現行のアロマターゼ阻害薬ベースの

治療法にみられる臨床上の制約に対する治療選択肢を

提供する可能性がある(2,3,6,9,10)。Tabebuia属の 2つの

種に抗癌活性が実証されている。T. avellanedae及び T. 

chrisanthaの抗癌効果は、前臨床異種移植モデル(13)及

びエールリッヒ腹水癌担癌マウス(24)において記録さ

れている。伝統医学における TAの使用については十

分な記録がない。しかし、TAの水抽出物の効果は、進

行した転移期の多臓器部位の癌を有する患者の生活の

質の状態に関して試験されている(25)。さらに、頭頚

部癌及び肺転移患者に対する TAのキノン NFDの効果

が文献に記載されている(26)。 



TELANG et al：アロマターゼ発現乳癌細胞における Tabebuia avellanedaeの有効性 7 

 

 

図 4.  （A）MCF-7AROM細胞におけるタヒボ NFDまるごと（TNM）

によるエストロゲン制御遺伝子発現の阻害。TNMでの処理により、

ESR-1、AROM及び PR遺伝子の発現はダウンレギュレートされる。

結果は相対的遺伝子発現の平均値（ΔΔCq） ± SD（各処理群 n=3）で

示した。ESR-1：非処理対照 >10 µg TNM*（α=0.05）、AROM：非処

理対照 >10 µg TNM*（α=0.05）、PR：非処理対照 >10 µg TNM*

（α=0.05）。データは ANOVA及び Dunnettの検定により分析した。

TNM：タヒボ NFDまるごと、ESR-1：ER-αの遺伝子。（B）MCF-

7AROM細胞におけるタヒボ NFDまるごと（TNM）によるエストロゲ

ン反応性遺伝子発現の阻害。TNMでの処理により、PS2、GRB2及び

サイクリン D1遺伝子の発現はダウンレギュレートされる。結果は相

対的遺伝子発現（ΔΔCq）の平均値 ± SD（各処理群 n=3）で示した。

PS2：非処理対照 >10 µg TNM*（α=0.05）、GRB2：非処理対照 >10 

µg TNM*、サイクリン D1：非処理対照 > 10 µg TNM*。データは

ANOVA及び Dunnettの検定により分析した。ESR-1：エストロゲン

受容体 αの遺伝子、AROM：アロマターゼ、PR：プロゲステロン、

SD：標準偏差、TNM：タヒボ NFDまるごと、PS2：エストロゲン反

応性遺伝子、GRB2：増殖因子受容体結合タンパク質 2、ANOVA：

分散分析、SD：標準偏差。 

 

本研究における実験は、閉経後乳癌のアロマターゼ

発現 Luminal Aサブタイプの細胞モデルに対する TNM

の非分画水抽出物の増殖阻害効果を調べるためにデザ

インされた。 

ER-α陽性ヒト乳癌由来の MCF-7細胞株は、in vitro

での足場非依存性増殖及び in vivoでの腫瘍形成を E2に

依存している。この in vitroエンドポイントと in vivoエ

ンドポイントは強力な正の相関を示す(27)。したがっ

て、AIコロニーの数を測定するこの in vitroエンドポ

イントは、癌リスクの代替（surrogate）エンドポイン

トバイオマーカーとなる。MCF-7AROM細胞における

TNMでの処理に反応して、E2により促進される足場非

依存性コロニー数は減少した。この点から、機構的に

異なるいくつかの栄養ハーブがMCF-7細胞における足

場非依存性のコロニー形成に阻害効果を示し（28-31）、

乳癌リスク低減の潜在的有効性が示唆されたことは注

目に値する。 

機構レベルでは、TNMの抗増殖効果は S期停止の誘

導及び結果としての細胞周期進行の阻害によって証明

された。TNMのアポトーシス促進効果は、カスパーゼ

3/7活性の用量依存的誘導によって証明された。アポ

トーシス促進性の BAX遺伝子及び抗アポトーシス性の

BCL-2遺伝子は、ミトコンドリアの内因性アポトーシ

スにとって重要である(32)。TNM処理により、アポ

トーシス促進性の BAX遺伝子の発現は用量依存的に増

加し、抗アポトーシス性の BCL-2遺伝子の発現は減少

した。これらの遺伝子の mRNA発現の相反的調節を示

すこれらのデータは、本研究で用いたMCF-7AROMモデ

ルにおける TNMのアポトーシス促進効果を裏付ける

機構的手がかりとなる。E2媒介性シグナル伝達経路に

おいて、pS2、GRB2及びサイクリン D1は古典的な E2

反応性標的遺伝子の代表である(11,12)。したがって、

総合すると、E2制御の ESR-1（ER-αの遺伝子）、PR

及び AROM遺伝子並びに E2反応性の pS2、GRB2及び

サイクリン D1遺伝子に対する TNMの阻害効果は、

ERシグナル伝達経路を介した TNMの有効性の潜在的

分子標的に関する機構的手がかりとなる。 

アロマターゼの薬理学的阻害薬による長期治療はし

ばしば全身毒性及び薬剤耐性の獲得を伴い(2,3,6,10)、

これは治療抵抗性幹細胞の発現につながる。対照的に、

自然由来の TNMでは全身毒性が低く、アロマターゼ

活性の薬理学的阻害薬により誘導される薬剤耐性は生

じないと思われる。アロマターゼ活性に対する TNM

の阻害効果は、MCF-7AROM細胞におけるアンドロステ

ンジオンの E1への変換を用量依存的に減少させるその

能力によって証明される。この効果の特異性は、2つ

の薬理学的な選択的アロマターゼ阻害薬 LET及び

EXM によるアロマターゼ阻害の誘導によって示される。

この点から注目すべきこととして、濃度 4 µgの TNM

（NFD含有量：8 ng）は 285 ngの LETと実質的に同等

なアロマターゼ阻害を示す。したがって、TNMの

NFD含有量に基づくと、LETでは 35.6倍の濃度が必要

であり、これは TNMの効力が 35.6倍であることを示

す。さらに、濃度 100 µgの TNM（NFD含有量：20 ng）

は 2,960 ngの EXMと実質的に同等なアロマターゼ阻

害を示す。したがって、TNMの NFD含有量に基づく

と、EXMでは 148倍の濃度が必要であり、これは

TNMの効力が 148倍であることを示す。また、レスベ

ラトロールやエラジタンニンの由来物質などの天然製

品からの抽出物に抗アロマターゼ活性が記録されてい

ることも注目に値する(33,34)。さらに、スルフォラ

ファン、ベンジルイソチオシアネート、ビタミン A誘

導体オールトランスレチノイン酸及びテルペノイドカ

ルノソール（terpenoid carnosol）などの天然製品は癌幹

細胞を標的とすることが文献に記載されている(35-37)。 

本研究のデータにより、TNMが媒介する抗アロマ

ターゼ活性に関与する潜在的な機構的手がかりがいく

つか確認された。例えば、臨床で用いられるアロマ

ターゼ阻害薬の LETはアロマターゼ酵素の活性部位に

結合し、EXMはアロマターゼ酵素の基質アナログとし

て機能する(1)。TAは、ESR-1及び E2代謝酵素

CYP1A1と CYP1B1 (17)、並びに ER-αをダウンレギュ

レートし、そのリガンドとして E2はアロマターゼ発現
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を誘導する(38)。このように、TNMが媒介する ER-α

遺伝子 ESR1及び AROMの阻害は、TNMが上記の機構

の 1つ以上を介して効果を示す可能性を提起する。 

現時点では、TNMの有効成分の有効性を裏付ける直

接的な証拠は不確かである。しかし、公表された証拠

により、動物モデルにおける NFDの抗癌活性が証明さ

れている(13)。NFDに加えて、別のキノンである β-

lapachone（β-LAP）が、TA及び TNMの非分画水抽出

物中に微量に存在することが証明されている。この微

量成分は、より高い薬理学的濃度で、臓器部位の上皮

癌の前臨床異種移植モデルにおいて異なる分子機構を

介して抗癌活性を示す(15,16,39-41)。しかし、使用した

低濃度の TA又は TNMでは、β-LAPの濃度は実質的に

検出不能なレベルに留まることを認識することが重要

である(42)。 

本研究のデータにより、ヒト癌の細胞モデルにおけ

る TNMの阻害効果に関する潜在的な機構的手がかり

がいくつか確認された。これらの手がかりには、RBシ

グナル伝達経路の調節、サイクリン依存性キナーゼの

阻害、Cdcデュアルホスファターゼの阻害、シクロオ

キシゲナーゼ-2の阻害、テロメラーゼの阻害、並びに

細胞周期進行、細胞のアポトーシス及びホルモン代謝

に関与するいくつかの遺伝子の全体的発現のダウンレ

ギュレーションが含まれる(14-18)。このように、総合

すると、これらの一連の証拠は、本研究のモデルにお

ける TNMの有効性はその NFD含有量による可能性が

高いという潜在的な手がかりを提供する。 

結論として、本研究で提示したデータは、アロマ

ターゼ発現閉経後乳癌の細胞モデルにおける TNMの

増殖阻害活性の証拠を提供する。より重要なこととし

て、これらのデータから、TNMは臨床で用いられるア

ロマターゼ阻害薬の代わりとなる優れた自然由来製品

であるという概念実証としての機構的手がかりが確認

される。全体として、本研究は、抗アロマターゼ活性

を示すその他の天然製品の機構的評価のための実験的

アプローチを検証するものである。この点で、この細

胞培養研究における TNMの有効性の強力な機構的手

がかりから、TNMの使用に関する臨床に応用可能な

（clinically translatable）治療上の証拠を提供するために

デザインされた将来の実験的アプローチが特定される。

これらのアプローチには、腫瘍増殖に対する TNMの

効果、及び E2媒介性シグナル伝達経路に関連した腫瘍

の分子的特性に対する TNM の効果を検証するための、

MCF-7AROM移植モデルを用いた実験が含まれる。また、

本前臨床研究の臨床への応用可能性（clinical 

translatability）のため、TNMの吸収・分布・代謝・排

泄（ADME）に関する臨床データ及び TNMのヒトに

おける安全性、忍容性及び有効性のデータを得るため

の実験により、有益な情報が得られると思われる。 
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