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５）がん細胞増殖抑制機能評価 

 

食品総合研究所 小堀 真珠子 

 

はじめに 

細胞銀行には様々ながん細胞や線維芽細胞等の細胞株が保存されている．また，限

られた期間培養可能な正常細胞は試薬会社から購入することができる．食品成分がが

ん細胞及び正常細胞の増殖に及ぼす影響を検討することによって，食品成分のがん細

胞増殖抑制効果が明らかになる．ここでは，浮遊系細胞として HL60 ヒト前骨髄性白

血病細胞，接着系細胞として HT29 ヒト結腸腺癌細胞を例にとって解説するが，それ

ぞれ他の細胞に置き換えて検討することができる．正常細胞は接着細胞の測定法に準

ずる．増殖抑制効果は特定のがんのみに認められる方が良いが，正常細胞に影響を及

ぼす場合も多い．がん細胞増殖抑制効果が認められた場合には，その細胞特異性及び

作用機構の検討が必須である．活性成分の構造やその作用機構の違いにより，増殖抑

制効果が現れる時間は異なるので，24-96 時間程度で培養時間を変えて測定を行うこ

とも有効である． 

 

準備するもの 

１． 実験器具 

１）細胞培養に必要な器具 

・クリーンベンチ 

吸引アスピレーター（培地の除去に用いる．） 

パスツールピペット（培地の除去に用いる．滅菌缶に入れ乾熱滅菌したもの．） 

オートピペット（ピペットエイド等．培地の添加．細胞の播種に用いる．） 

培養ピペット（培地の添加．細胞の播種に用いる．滅菌済みディスポーサブル

ピペットまたはガラスピペットを滅菌缶に入れ乾熱滅菌した

もの） 

・ CO2インキュベーター（CO2ボンベ（レギュレーター付き）） 

・ 倒立顕微鏡（位相差．細胞観察用．） 

・ 卓上遠心機（スイングローター．50 mL，15 mL，1.5 mL チューブ用．細胞の回

収に用いる．） 

・ 冷蔵庫（培地等保存用．） 

以上の機器類は同一室内に近接して配置する． 

・ ディープフリーザー（-80 °C，細胞を保存．） 

・ 液体窒素容器（細胞を保存．） 
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・ フリーザー（-20～-30 °C，血清やサンプルを保存．） 

・ オートクレーブ（ディスポーサブル器具廃棄用．） 

・ オートクレーブバック（ディスポーサブル器具廃棄用．） 

・ セルカルチャーディッシュ（BD Falcon 100 mm スタンダードディッシュ 353003

等．） 

・ 50mL，15mL コニカルチューブ（BD Falcon 352070，352096 等．） 

２）その他の器具 

・マイクロプレートリーダー（測定波長 400-450 nm，参照波長 600 nm 以上で測定

できるもの．） 

・96 ウェルマイクロプレート（BD Falcon 353072 等．） 

・血球計算盤 

・マイクロピペット（0.5 L-1000 L で使用．） 

・マルチチャンネルピペット （8 チャンネル．10 L が分注可能なもの．50-200 L 

が分注可能なもの．） 

・ピペットチップ（滅菌済み，またはオートクレーブ滅菌したもの．） 

・ピペッティングリザーバー（8 チャンネルピペットで細胞を播種する際等に使 

用．） 

・1.5 mL マイクロチューブ（サンプル濃度調製用．オートクレーブ滅菌したもの．） 

・ 試験管ミキサー（マイクロチューブに調製したサンプルの攪拌に用いる．） 

２． 試薬 

・トリパンブルー染色液, 0.4 %（Invitrogen 15250061，細胞数測定用．） 

同量の PBS で希釈し，0.2 m フィルターで濾過して，0.2 %溶液とする． 

・Cell Counting Kit-1（WST-1 試薬）（和光純薬 345-06463） 

WST-1 を含む A 試薬（粉体）と B 試薬（液体）の 2 本１組．B を A のビンに入

れて溶かす．約 5mL．冷凍保存で約 1 ヶ月間使用可能．使用時にはあらかじめ解

凍しておく． 

・トリプシン-EDTA（0.25 %, 1 mM）（Invitrogen 25200056，接着細胞の剥離に用い

る．） 

・PBS（-）（日水製薬 05913（粉末．溶解後，耐圧瓶に入れオートクレーブ滅菌した

もの．）等） 

 

３．細胞及び培地，血清 

１）浮遊系細胞 

(1) HL60 ヒト前骨髄性白血病細胞（JCRB0085） 

ヒューマンサイエンス研究資源バンク（（財）ヒューマンサイエンス振興財団）
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より入手できる．凍結細胞解凍後の生存率は低いので，解凍翌日に低速で遠心 

して死細胞を除く．数週間培養して増殖が一定になってから実験に使用する． 

(2) 基本培地 

RPMI1640 培地に 10 %仔牛胎児血清（Fetal Calf Serum（FCS））を添加したもの．

500 mL の培地に 50 mL の仔牛胎児血清を添加し，冷蔵庫に保存しておく．室温

に戻して使用する． 

・RPMI1640 培地（Invitrogen 11875093） 

・仔牛胎児血清（Fetal Calf Serum（FCS），大日本住友製薬等．） 

まとめて購入し，実験の途中でロットが変わらないようにする．数種類のロ

ットで，増殖等を比較するロットチェックを行った方がよい．56 °C で 30 分

間非働化したのち，50 mL のコニカルチューブに小分けして，フリーザーで

凍結保存する．使用前日には冷蔵庫に移して解凍しておく． 

２）接着細胞 

(1) HT29 ヒト結腸腺癌細胞（ATCC HTB38） 

米国の細胞銀行である American Type Culture Collection（ATCC）に保存されて

いる．大日本住友製薬から購入できる（カタログ No.04-038）． 

(2) 基本培地 

ＭcCoy’s 5A（Invitrogen 12330031）に 10 %仔牛胎児血清（Fetal calf Serum（FCS））    

を添加したもの．血清のロットチェックは細胞株毎に行う． 

 

プロトコール 

１．HL60 ヒト前骨髄性白血病細胞の細胞増殖抑制効果の測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ HL60 ヒト白血病細胞 約 1×10
6 
cells/mL 
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＜１日目＞ 

１）サンプルの調製 

(1) 抽出物の場合は遠心濃縮あるいは凍結乾燥により抽出溶媒を除去し，サンプル

の重量を測定する．サンプルは DMSO に溶解して，ストック溶液とする． 

DMSO に溶けない場合は，PBS，アルコール等に溶解するが，アルコールは揮発により保存

中に濃度が変わりやすい欠点がある．また，PBS に溶解した場合は 0.2 m のフィルターを

通して滅菌する． 

サンプルのストック溶液は抽出物で 50-100 mg/mL 程度とし，超音波洗浄機に浸

ける，試験管ミキサーで攪拌する等してよく溶解する．不溶物が残る場合は，

僅かであれば良く懸濁して用いるか，遠心除去してから用いる． 

(2) クリーンベンチ内にサンプル数×希釈濃度数のオートクレーブ滅菌済マイクロ

チューブを用意し，サンプル名と濃度をキャップに書く． 

それぞれのサンプルを培地（RPMI1640 培地＋10 % FCS）で希釈し，最終濃度

の倍濃度の溶液を 50 μL×反復数（n）×2＋α作成する．反復数は 3 または 4

程度（n=3 または 4）． 

細胞を添加しない，サンプルと培地のみのブランクを同数作成するため，反復数の 2 倍量を

準備する．最終濃度では DMSO 濃度が 0.1 %以下になるようにする．DMSO 濃度が 0.1 %を

超えるときは，DMSO のみ添加したコントロールをおき，DMSO の影響がないことを確認

する． 

２）サンプル溶液の分注 

96 ウェルマイクロプレートの各ウェルに 50 L ずつサンプル溶液を加える．同

濃度のウェルが n×2 個になるようにする．また，培地のみ 50 μL 添加したウェ

ルを n×2 個作成する． 

３）細胞懸濁液の調製 

対数増殖期にある細胞を用いる． 

(1) CO2インキュベーターから，培養中のカルチャーディッシュを出し，15 mL コ

ニカルチューブに細胞懸濁液を回収する． 

(2) 1000 rpm，5 分間遠心する． 

(3) パスツールピペットで上清を除去した後，5-10 mL の培地を加えて，静かに細

胞を懸濁する． 

(4) マイクロピペットで 100 L の細胞懸濁液をマイクロチューブまたは 96 ウェル

マイクロプレートのウェルにとり，0.2 %トリパンブルーと混合する． 

(5) 血球計数板に細胞懸濁液をのせ，細胞数をカウントする． 

(6) 最終濃度（2 × 10
5
 または 1 × 10

5
 cells/mL）の 2 倍濃度になるように，培地で希

釈する． 
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４）細胞の分注 

(1) よく攪拌した細胞懸濁液をリザーバーに写し，8 チャンネルピペットを用いて， 

サンプルを分注した96ウェルマイクロプレートの各ウェルに50 Lずつ手早く 

分注する．各濃度の n 個のウェルに細胞懸濁液を分注し，残りの n 個のウェル

には培地のみ 50 L ずつ分注する． 

細胞は，均一になるようによく攪拌しながら手早く分注する． 

(2) 100 L/well の細胞浮遊液または細胞なしのブランク溶液となるので，平面上で

かるく揺らして液を混合する．培養を開始する前に，顕微鏡下で細胞およびサ

ンプルの状態を確認しておく． 

細胞が均一に分注されているか，細胞の状態は良好か，サンプルが析出していないか等を確

認する． 

５）細胞の培養 

CO2インキュベーターで 37 °C，24 時間培養する． 

 

＜２日目＞ 

１）細胞増殖（バイアビリティ）の測定 

(1) WST-1 試薬（Cell Counting Kit-1）を調製する．または冷凍保存した WST-1 試薬

を解凍して室温に戻す． 

(2) リザーバーに well 数×10 L＋α の WST-1 試薬を移す． 

(3) 24 時間培養後の 96 ウェルマイクロプレートを CO2インキュベーターから取り

出し，顕微鏡で細胞の状態を観察する． 

サンプルの影響やその他の理由で，測定値が細胞数（細胞生存率（バイアビリティ））を反

映しない場合がある．また，WST-1 試薬添加後の培養時間が長いと細胞が死ぬ場合がある

ので，24 時間後の細胞の状態を顕微鏡下で確認しておく． 

(4) 8 チャンネルピペットで各 well に 10 L の WST-1 試薬を分注する． 

(5) 96 ウェルマイクロプレートを CO2 インキュベーターに入れ，1 時間培養する． 

(6) 1時間後プレートを取り出し，再度，顕微鏡で細胞の状態を観察しておく．well

にのこっている気泡は，チップの先等で除く． 

(7) 分光光度計で 450nm（405～450 nm，参照波長は 600 nm 以上）の吸光度を測定

する． 

２）データの計算 

(1) サンプルと培地のみのブランクが培地のみのブランクと同程度であることを確

認する． 

サンプルと培地のみのブランクの値が，培地のみのブランクに比べて著しく高い場合には，

血球計算盤を用いてカウントする等，他の方法を用いて測定する．また顕微鏡下の観察結果
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と併せて結果を確認する． 

(2) 細胞を添加した各ウェルの吸光度からブランクの平均値を引き，細胞のみのコ 

ントロールを 100%として各濃度での細胞生存率（バイアビリティ）を計算する． 

(3) 計算値をグラフにして結果を考察する． 

 

２． HT29 ヒト結腸腺癌細胞に対する細胞増殖抑制効果の測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

図２ HT29 ヒト結腸線癌細胞    図３ トリプシン処理後の HT29 細胞 

 

＜１日目＞ 

１）細胞の播種 

対数増殖期にある細胞を用いる． 

(1) CO2 インキュベーターから，培養中のカルチャーディッシュを出し，クリーン

ベンチ内で，培地を吸引する． 

(2) PBS(-)を 5-10 mL 添加して，細胞表面を洗ったのち，PBS(-)を吸引する． 

(3) トリプシン-EDTA 1 mL を添加して全体に行き渡らせた後，CO2インキュベータ

ーで 1～2 分間インキュベーションする． 

(4) 倒立顕微鏡で細胞が剥離し，浮遊しているのを確認する． 

(5) 細胞が丸くなって剥離し始めていれば，インキュベーションを終了し，シャー

レに培地（ＭcCoy’s 5A 培地＋10% FCS）9 mL を加え，細胞懸濁液を 15 mL コ

ニカルチューブに回収する． 

(6) 1000 rpm，5 分間遠心分離する． 

(7) パスツールピペットで上清を除去した後，約 10 mL の培地を加えて，静かに細

胞を懸濁する． 

(8) マイクロピペットで 100 L の細胞懸濁液をマイクロチューブまたは 96 ウェル

マイクロプレートのウェルにとり，0.2 %トリパンブルーと混合する． 

(9) 血球計数板に細胞懸濁液をのせ，細胞数をカウントする． 
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(10)最終濃度（1 x 10
5
 または 5 x 10

4
 cells/mL）に合わせて，培地で希釈する． 

(11)よく攪拌した細胞懸濁液をリザーバーに写し，8 チャンネルピペットを用いて，

96 ウェルマイクロプレートの各ウェルに 100 L ずつ手早く分注する．サンプ

ル数に応じたブランクを作成する必要があるので，サンプル数×希釈濃度数×

反復数（n）個のウェル（n=3 または 4）をあけておく． 

２）細胞の前培養 

CO2インキュベーターで 37 °C，24 時間培養する． 

 

＜２日目＞ 

１）サンプル液の調製 

クリーンベンチ内にサンプル数×希釈濃度数のオートクレーブ滅菌済マイクロチ

ューブを用意し，サンプル名と濃度をキャップに書く． 

それぞれのサンプルを培地で希釈し，最終濃度に合わせた溶液を 100 L×反復

数（n）×2＋α作成する．反復数は３または４程度（n=3 または 4）． 

細胞を添加しない，サンプルと培地のみのブランクを同数作成するため，反復数の 2 倍量を準

備する．最終濃度では DMSO 濃度が 0.1 %以下になるようにする．DMSO 濃度が 0.1 %を超え

るときは，DMSO のみ添加したコントロールをおき，DMSO の影響がないことを確認する． 

２）サンプル溶液の分注 

(1) 24 時間前培養した 96 ウェルマイクロプレートの各ウェルからアスピレーター

に接続したパスツールピベットで培地を吸引除去する． 

パスツールピペットをウェルの底面に当てると細胞が剥がれるので，底面に当てないように

注意する．過度に吸い過ぎて細胞が乾いたり，培地を残し過ぎてサンプル濃度に影響を及ぼ

したりしないように注意する． 

(2) 各ウェルに 100 L ずつサンプル溶液を加える． 

同濃度のウェルが n 個になるように細胞に添加すると共に，空いているウェル

n 個にも添加して細胞なしのブランクとする．また，サンプルを添加しない培

地のみのコントロール細胞及びブランクを n 個ずつ作成する． 

３）培養 

顕微鏡で細胞の状態を確認後，CO2インキュベーターで 37 °C，24 時間培養する． 

 

＜３日目＞ 

１）細胞増殖（バイアビリティ）の測定 

(1) WST-1 試薬（Cell Counting Kit-1）を調製する．または冷凍保存した WST-1 試薬

を解凍して室温に戻す． 

(2) リザーバーに well 数×10 L＋αの WST-1 試薬を移す． 
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(3) 24 時間培養後の 96 ウェルマイクロプレートを CO2インキュベーターから取り

出し，顕微鏡で細胞の状態を観察する． 

サンプルの影響やその他の理由で，測定値が細胞数（細胞生存率（バイアビリティ））を反

映しない場合がある．また，WST-1 試薬添加後の培養時間が長いと細胞が死ぬ場合がある

ので，24 時間後の細胞の状態を顕微鏡下で確認しておく． 

(4) 8 チャンネルピペットで各 well に 10 L の WST-1 試薬を分注する． 

(5) 96 ウェルマイクロプレートを CO2インキュベーターに入れ，１時間培養する． 

(6) 1 時間後プレートを取り出し，再度，顕微鏡で細胞の状態を観察しておく．well

にのこっている気泡は，チップの先等で除く． 

(7) 分光光度計で 450 nm，参照波長 650 nm（405～450 nm，参照波長は 600 nm 以

上）の吸光度を測定する． 

２）データの計算 

(1) サンプルと培地のみのブランクが培地のみのブランクと同程度であることを確

認する． 

サンプルと培地のみのブランクの値が，培地のみのブランクに比べて著しく高い場合には，

血球計算盤を用いてカウントする等，他の方法を用いて測定する．また顕微鏡下の観察結果

と併せて結果を確認する． 

(2) 細胞を添加した各ウェルの吸光度からブランクの平均値を引き，細胞のみのコ

ントロールを 100 %として各濃度での細胞生存率（バイアビリティ）を計算す

る． 

(3) 計算値をグラフにして結果を考察する． 

 

測定例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 4 種類のサンプルについて，反復数 3，3 点の異なる濃度で測定した例 
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 図 4は 4種類のサンプルについて，反復数 3，3点の異なる濃度で測定した例である．

サンプル濃度が濃い 3 行目では細胞が死んでいるため発色が殆どみられない．また，

サンプルと培地のみのブランクにおいて，サンプルによる着色はみられないことがわ

かる． 

 

２．がん細胞以外の細胞 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ WI38 ヒト肺線維芽細胞（JCRB9017） 

 

 

おわりに 

本法は簡便であり，生理活性成分の探索に適している．しかし，WST-1 法は色素が

還元されることにより，間接的にバイアビリティを測定する方法であり，しばしば，

細胞数を反映しない値を示す場合があり，注意を要する． 

一方，多くの場合，がん細胞の増殖を抑制する成分は正常細胞の増殖にも影響を与

えることから，異なるがん細胞に対する効果を測定し，がんに対する特異性，作用機

構を明らかにすると共に，正常細胞等の対照を適切に選ぶことが重要である．HL60

細胞は酸化ストレス等により，容易にアポトーシスを誘導され，増殖が抑制される． 

文部科学省がん特定領域研究・総合がん 化学療法基盤情報支援斑では，ヒトがん細

胞 36 系に対する増殖抑制効果を測定し，個々のがん細胞株に対する薬剤感受性の違い

をフィンガープリントとして表し，そのパターンから新たな作用機作をもつ抗がん剤

の解明を目指している． 
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７）炎症性サイトカイン産生抑制機能評価 

 

食品総合研究所 小堀 真珠子 

 

はじめに 

マクロファージにバクテリアの細胞壁多糖である LPS を作用させることによって，

炎症性サイトカインである TNFαやインターロイキンβ（IL1β）等，炎症反応に関与

する多くの遺伝子発現が誘導される．このような炎症反応は，感染症や関節炎等の炎

症性疾患の原因となることが知られている．また，炎症反応は遅延型アレルギーや発

がんにも関与することが明らかになっている．本法では，マクロファージ様細胞株を

用いて，LPSによって誘導される TNFαの産生を，培地中に放出された TNFαの量を酵

素免疫測定法（Enzyme linked immunoSorbent assay （ELISA法））により測定する．細

胞死の誘導により，見かけ上 TNFαの産生量が低くなる場合もあることから，同時に

細胞のバイアビリティを測定し，細胞死が誘導されていないことを確認する． 

 

準備するもの 

１．実験器具 

１）細胞培養に必要な器具 

・クリーンベンチ 

・吸引アスピレーター（培地の除去に用いる．） 

・パスツールピペット（培地の除去に用いる．滅菌缶に入れ乾熱滅菌したもの．） 

・オートピペット（ピペットエイド等．培地の添加．細胞の播種に用いる．） 

・培養ピペット（培地の添加．細胞の播種に用いる．滅菌済みディスポーサブルピ

ペットまたはガラスピペットを滅菌缶に入れ乾熱滅菌したもの） 

・CO2 インキュベーター（CO2 ボンベ（レギュレーター付き）） 

・倒立顕微鏡（位相差．細胞観察用．） 

・卓上遠心機（スイングローター．50 mL，15 mL，1.5 mL チューブ用．細胞の回

収に用いる． 

・冷蔵庫（培地等保存用．） 

以上の機器類は同一室内に近接して配置する． 

・ディープフリーザー（-80 °C，細胞を保存．） 

・液体窒素容器（細胞を保存．） 

・フリーザー（-20～-30 °C，血清やサンプルを保存．） 

・オートクレーブ（ディスポーサブル器具廃棄用．） 

・オートクレーブバック（ディスポーサブル器具廃棄用．） 
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・セルカルチャーディッシュ（BD Falcon 100 mm スタンダードディッシュノント

リートメント 351005等．） 

・50 mL，15 mL コニカルチューブ（BD Falcon 352070，352096等．） 

２）その他の器具 

・マイクロプレートリーダー（測定波長 400-450 nm，参照波長 600 nm以上で測定

できるもの．） 

・96ウェルマイクロプレート（BD Falcon 353072等．細胞培養用．） 

・96ウェルマイクロプレート（Nunc MaxiSorp flat-bottom 456537等．ELISA用．） 

・血球計算盤 

・マイクロピペット（0.5 µL-1000 µLで使用．） 

・マルチチャンネルピペット（8 チャンネル．10 µLが分注可能なもの． 

100-200 µLが分注可能なもの．） 

・ピペットチップ（滅菌済み，またはオートクレーブ滅菌したもの．） 

・ピペッティングリザーバー（8 チャンネルピペットで細胞を播種する際等に使

用．） 

・1.5 mL マイクロチューブ（サンプル濃度調製用．オートクレーブ滅菌したもの．） 

・試験管ミキサー（マイクロチューブに調製したサンプルの攪拌に用いる．） 

・耐圧瓶（PBS，蒸留水のオートクレーブ滅菌及び保存に用いる．） 

・キムタオル（プレートの洗浄に用いる．Wash Bufferを除去するため．） 

・プレートシール 

２．試薬 

・トリパンブルー染色液, 0.4 %（Invitrogen 15250061，細胞数測定用．） 

同量の PBS で希釈し，0.2 µm フィルターで濾過して，0.2 %溶液とする． 

・Mouse TNF- ELISA Ready-SET-Go!（Bay Bioscience 88-7324-88） 

250 x Capture Antibody 

250 x Detection Antibody 

10 x Coating Buffer 

5 x Assay Diluent 

250 x Avidin-HRP 

1 x Tetramethylbenzidine（TMB）Substrate Solution 

以上は冷蔵保存． 

TNF standard（1µg/mL）-80°C保存． 

・Wash Buffer 

1 x PBS（-），0.05 % Tween-20．室温保存． 

PBS（-）（日水製薬 05913（粉末．溶解後，耐圧瓶に入れオートクレーブ滅菌した
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もの．）等） 

・Stop Solution 

1 M  H3PO4．室温保存． 

・滅菌水（蒸留水を耐熱瓶に入れ，オートクレーブ滅菌したもの．ELISAキットの

試薬の調製に用いる．） 

・LPS (Lipopolysaccharide from Escherichia coli Serotype 0111:B4, Sigma-Aldrich) 

PBSに溶解して 1 mg/mL のストック溶液とし，小分けして冷凍保存する． 

・Cell Counting Kit-1（WST-1試薬）（和光純薬 345-06463） 

WST-1を含む A試薬（粉体）と B試薬（液体）の 2 本 1 組．Bを Aのビンに入

れて溶かす．約 5 mL．冷凍保存で約 1ヶ月間使用可能．使用時にはあらかじめ解

凍しておく． 

３．細胞及び培地，血清 

１）細胞 

・RAW264.7マウスマクロファージ細胞（ATCC TIB-71） 

米国の細胞銀行である American Type Culture Collection（ATCC）に保存されてい

る．大日本住友製薬等から購入できる． 

２）培地 

(1)基本培地（培養用） 

・RPMI1640培地に 10 %ウシ胎児血清（Fetal calf Serum（FCS））を添加したもの．

500 mL の培地に 50 mL の仔牛胎児血清を添加し，冷蔵庫に保存しておく．室

温に戻して使用する． 

・RPMI1640培地（Invitrogen 11875093） 

・仔牛胎児血清（Fetal Calf Serum（FCS），大日本住友製薬等．） 

まとめて購入し，実験の途中でロットが変わらないようにする．数種類のロ

ットで，増殖等を比較するロットチェックを行った方がよい．56 °C で 30 分

間非働化したのち，50 mL のコニカルチューブに小分けして，フリーザーで凍

結保存する．使用前日には冷蔵庫に移して解凍しておく． 

(2)アッセイ用培地 

・RPMI1640培地（ウシ胎児血清を含まない．RPMI1640培地(FCS(-)) 

 (3) RAW264.7 細胞の培養 

RAW264.7細胞は浮遊系細胞であるが，シャーレの底に接着しやすいため，浮遊

細胞用シャーレ（細胞培養用の表面処理をしていないもの）を用いて培養する．

トリプシン処理はせず，ピペッティングで剥がれる細胞を回収して継代培養する． 
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プロトコール 

＜１日目＞ 

１．細胞の播種 

１）対数増殖期にある細胞を用いる． 

２）CO2 インキュベーターから，培養中のカルチャーディッシュを出し，15 mL コニ

カルチューブに細胞懸濁液を回収する． 

３）1000 rpm，5 分間遠心する． 

４）パスツールピペットで上清を除去した後，5-10 mL の培地（RPMI1640培地＋10 % 

FCS）を加えて，静かに細胞を懸濁する． 

５）マイクロピペットで 100 µLの細胞懸濁液をマイクロチューブまたは 96ウェルマ

イクロプレートのウェルにとり，0.2 %トリパンブルーと混合する． 

６）血球計数板に細胞懸濁液をのせ，細胞数をカウントする． 

７）最終濃度（1 x 10
5
 cells/mL）に合わせて，培地で希釈する． 

８）よく攪拌した細胞懸濁液をリザーバーに写し，8 チャンネルピペットを用いて，

96ウェルマイクロプレートの各ウェルに 100 µLずつ手早く分注する．平面上でか

るく揺らして液を混合し，顕微鏡下で細胞の状態を確認する．(サンプル数×希釈

濃度数＋2（無処理及び LPS 処理のみのコントロール）)×反復数（n）個のウェ

ル（n=3 または 4）を準備する． 

２．細胞の前培養 

CO2インキュベーターで 37 °C，24時間培養する． 

３．ELISAプレートの準備 

ELISAキットの Coating Bufferを調製し，Capture Antibodyを Coating Bufferで希釈

する．ELISA用の 96ウェルマイクロプレートに 1ｘCapture Antibodyを 100 µlずつ

分注する．プレートシールをして，4 °C で一晩インキュベートする．(サンプル数

×希釈濃度数＋2（無処理及び LPS処理のみのコントロール）)×反復数（n）個のウ

ェル（n=3 または 4）に加えて，定量のため，スタンダード TNFαを添加するウェル

（6-10個）を準備しておく． 

 

＜２日目＞ 

１．サンプル液の調製 

LPSを PRMI1640培地(FCS(-))で希釈し，終濃度 2 ng/mL とする．サンプルを，調

製した PRMI1640培地(FCS(-))＋LPS溶液で，終濃度に合わせて希釈する．またコン

トロールにサンプルを添加しないPRMI1640培地(FCS(-))＋LPS溶液及びPRMI1640

培地(FCS(-))を準備する．それぞれの最終濃度に合わせた溶液を 100 µL×反復数

（n）＋α作成する．反復数は 3 または 4 程度（n=3 または 4）． 
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サンプルが DMSOに溶解したストック液である場合，最終濃度では DMSO濃度が 0.1%以下に

なるようにする．DMSO濃度が 0.1%を超えるときは，DMSOのみ添加したコントロールをおき，

DMSOの影響がないことを確認する． 

２．サンプル溶液の分注 

１）24 時間前培養した 96 ウェルマイクロプレートの各ウェルからアスピレーターに

接続したパスツールピベットで培地を吸引除去する． 

パスツールピペットをウェルの底面に当てると細胞が剥がれるので，底面に当てないように注

意する．過度に吸い過ぎて細胞が乾いたり，培地を残し過ぎてサンプル濃度に影響を及ぼした

りしないように注意する． 

２）各ウェルに 100 µLずつサンプル溶液を加える． 

同濃度のウェルが n個になるように細胞に添加すると共に，空いているウェル n

個にも PRMI1640培地(FCS(-))を添加してバイアビリティ測定の際のブランクと

する． 

サンプル溶液が着色している場合は，細胞の入っていないウェルに各濃度のサンプル溶液を

入れてバイアビリティ測定の際のブランクとし，バイアビリティの測定にサンプルの色が影

響しないことを確認する． 

３．培養 

顕微鏡で細胞の状態を確認後，CO2インキュベーターで 37 °C，6 時間培養する． 

４．TNFαの測定 

１）培養終了 1時間前に ELISA用 96ウェルマイクロプレートの 1ｘCapture Antibody

を除去し，200 µL の Wash Bufferで 3回洗う． 

96ウェルマイクロプレートを逆さにして振り，液を捨てる．逆さにしたまま厚く重ねたキ

ムタオルに数回たたきつけて液を切る．８チャンネルピペットで Wash Bufferを加え，同

様に液を除去する． 

２）各ウェルに１x Assay Diluentを 200 µLずつ添加した後，プレートをシールして，

室温で 1時間インキュベーションする．（ブロッキングする．） 

３）培養終了前にスタンダードの TNFα を 1 x Assay Diluentで希釈する．2 ng/mL か

ら倍々希釈し，濃度 0 を含めて 6～10点程度作成する．それぞれ 100µL以上作

成する． 

４）ELISA用 96ウェルマイクロプレートの 1 x Assay Diluentを除去し，200 L の

Wash Bufferで 3回洗う． 

４）の①と同様に行う． 

５）スタンダードの TNFαを ELISA用 96ウェルプレートに 100 µLずつ添加する．ま

た 6時間培養後の 96マイクロプレートの培養上清を 25 µLずつ ELISA用 96ウェ

ルプレートに添加したのち，１x Assay Diluentを 75 µLずつ添加して，100 µL/well
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になるようにする． 

培養上清は，1 x Assay Diluentで希釈する．細胞の状態により TNFαの産生量は異なるが，25µL

以下程度の培養上清を希釈して用いる． 

６）ELISA用 96ウェルプレートをシールして，4 ℃で一晩インキュベートする． 

５．バイアビリティの測定 

１）培養用 96ウェルマイクロプレートから TNFα測定用の培養上清を除去した後，調

製済みの WST-1試薬を各ウェルに 10 µLずつ添加する． 

        WST-1試薬添加前に，顕微鏡下で細胞の状態を確認しておく． 

２）プレートを CO2インキュベーターに入れ，１時間培養する． 

３）１時間後プレートを取り出し，再度，顕微鏡で細胞の状態を観察しておく．ウェ

ルにのこっている気泡は，チップの先等で除く． 

４）分光光度計で 450 nm，参照波長 650 nm（405－450 nm，参照波長は 600 nm以上）

の吸光度を測定する． 

     詳しくは，「Ⅱ-2-5) がん細胞増殖抑制機能評価」の項を参照する． 

 

＜３日目＞ 

１．TNFαの測定（つづき） 

１）ELISA用 96ウェルプレートを室温に戻す． 

２）スタンダード TNFα及び培養上清を除去して，200 µL の Wash Bufferで 5 回洗う． 

４）の①と同様に行う． 

３）1 x Assay Diluent で希釈して 1 x Detection Antibodyを作成し，各ウェルに 100µL

ずつ添加する． 

４）プレートをシールして，室温で 1時間インキュベーションする． 

５）1 x Detection Antibodyを除去して，200 µL の Wash Bufferで 5 回洗う． 

４）の①と同様に行う． 

６）1 x Assay Diluent で希釈して１x Avidin-HRPを作成し，各ウェルに 100 µLずつ添

加する． 

７）プレートをシールして，室温で 30分インキュベーションする．1 x TMB Substrate 

Solutionは室温に戻しておく． 

８）1 x Avidin-HRPを除去して，200 µLの Wash Bufferで 7 回洗う． 

４）の①と同様に行う． 

９）各ウェルに 1 x TMB Substrate Solutionを 100 µL ずつ添加して，明らかな発色がみ

られるまで 10－15分程度，静置する． 

    室温により発色が異なるので，室温の管理された実験室で行うことが望ましい． 

10）各ウェルに Stop Solutionを 50 µLずつ添加して反応を停止する． 
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11）分光光度計で 450 nmの吸光度を測定する． 

 

２．データの計算 

１）スタンダード TNFαの測定値から検量線を作成し，各ウェルにおける TNFαの産

生量を算出する． 

２）バイアビリティ（細胞生存率）と合わせてグラフ化し，バイアビリティに影響を

及ぼさない濃度での TNFαの産生抑制効果を検討する． 

 

その他 

１．結果の例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ニガウリ胎座抽出物の RAW264.7 マウスマクロファージ細胞における TNFα 産 

生抑制効果（小堀ら，食科工，53，408-415 (2006)） 

ニガウリの可食部（pericarp），胎座（placenta）及び種子（seed）のエタノール抽出物

について，RAW264.7 細胞の TNFα 産生抑制効果を検討した結果，胎座の抽出物が

RAW264.7細胞の増殖に影響を及ぼさない濃度で，TNFαの産生抑制効果を示すことが

明らかになった． 

 

おわりに 

TNFα量の測定は，キットのプロトコールに従う．TNFαの産生抑制効果が認められ

た場合には，IL1αまたは IL1β等の他の炎症性サイトカイン産生抑制効果を検討する，

あるいは RT-PCR等により遺伝子発現に及ぼす影響を検討する等して，その効果を確

認する． 

RAW264.7細胞における TNFα産生には，転写因子である NF-B及び C/EBP，及び
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MAPキナーゼ等が関与していることが明らかになっている． 

 

参考文献 

１）塚田旬, 久保允人, 「免疫学的プロトコール」, 中内啓光編（羊土社，東京） 

pp.140-149(2004). 

２）小堀真珠子，雨宮潤子，酒井美穂，白木己歳，杉下弘之，坂上直子，星良和，柚

木崎千鶴子，にがうりのがん細胞アポトーシス誘導効果および炎症性サイトカイン

産生抑制効果，食科工，53，408-415 (2006). 

３）Kobori, M., Yoshida, M., Ohnishi-Kameyama, M. and Shinmoto, H., Ergosterol peroxide 

from an edible mushroom suppresses inflammatory responses in RAW264.7 

macrophages and growth of HT29 colon adenocarcinoma cells. Br. J. Pharmacol., 150, 

209-219 (2007). 

 



平成 19年度農林水産省補助事業（食料産業クラスター展開事業）食品機能性評価マニュアル集第Ⅱ集 

社団法人日本食品科学工学会 

（本ﾏﾆｭｱﾙ集中に記載された内容について､転載、複写・複製、電子媒体等への転用を禁じます。） 

 

- 97 - 

 

３．動物細胞を用いた機能性評価 

１）がん細胞アポトーシス誘導作用の評価 

 

               （独）農研機構 食品総合研究所  小堀 真珠子 

 

はじめに 

アポトーシスは生理的な細胞死であり，がん細胞にアポトーシスが誘導される

ことによってがんが抑制される．これまでに多くの食品成分ががん細胞のアポト

ーシスを誘導することが明らかになっている．本項では，アポトーシスに特徴的

な細胞及び核の断片化，及び DNA のヌクレオソーム単位での断片化の測定法を示

す．アポトーシス誘導機構の下流でカスパーゼ 3 が活性化すると，DNase が活性

化され，ヌクレオソーム単位での特異的な DNA の断片化が起こる．既に，詳細な

アポトーシスの分子機構が明らかになっているが，食品成分によるアポトーシス

はミトコンドリアを介した経路で誘導される場合が多い．  

 

準備するもの 

１． 実験器具 

１）細胞培養に必要な器具  

・クリーンベンチ  

吸引アスピレーター（培地の除去に用いる．） 

パスツールピペット（培地の除去に用いる．滅菌缶に入れ乾熱滅菌した 

もの．） 

オートピペット（ピペットエイド等．培地の添加．細胞の播種に用いる．） 

培養ピペット（培地の添加．細胞の播種に用いる．滅菌済みディスポーサ  

ブルピペットまたはガラスピペットを滅菌缶に入れ乾熱滅菌したもの．） 

・CO2 インキュベーター（CO2 ボンベ（レギュレーター付き））  

・倒立顕微鏡（位相差．細胞観察用．） 

・卓上遠心機（スイングローター．50ml, 15ml チューブ用．細胞の回収に用い 

る．） 

・冷蔵庫（培地等保存用．） 

以上の機器類は同一室内に近接して配置する． 

・ディープフリーザー（-80℃，細胞を保存．） 

・液体窒素容器（細胞を保存．） 

・フリーザー（-20～-30℃，血清やサンプルを保存．） 

・オートクレーブ（ディスポーサブル器具廃棄用．） 
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・オートクレーブバック（ディスポーサブル器具廃棄用．） 

・セルカルチャーディッシュ（BD Falcon 100mm スタンダードディッシュ 

353003 等．） 

・50ml, 15ml コニカルチューブ（BD Falcon 352070，352096 等．） 

２）その他の器具 

・蛍光顕微鏡 

・スライドグラス  

・カバーグラス 

・恒温水槽（50℃にセットして使用．細胞抽出液を RNase 及び Proteinase K で 

処理する際に用いる．） 

・電子レンジ又はオートクレーブ  

・電気泳動装置（サブマリン型．Mupid 等） 

・電気泳動用電源  

・UV トランスイルミネーター  

・ゲル撮影装置 

・6 ウェルセルカルチャープレート（BD Falcon 353046 等．） 

・血球計算盤 

・マイクロピペット（0.5〜200μl で使用．） 

・ピペットチップ（滅菌済み，またはオートクレーブ滅菌したもの．） 

・1.5ml マイクロチューブ（サンプル保存用等．オートクレーブ滅菌したもの．） 

・試験管ミキサー（マイクロチューブに調製したサンプルの攪拌等に用いる．） 

・小型微量遠心機（1.5ml マイクロチューブ用．壁面についた電気泳動用 DNA

サンプルをチューブの底に回収する．）  

２． 試薬 

・トリパンブルー染色液, 0.4%（Invitrogen 15250061，細胞数測定用．） 

同量の PBS で希釈し，0.22μm フィルターで濾過して，0.2%溶液とする． 

・PBS（－）（日水製薬 05913（粉末．溶解後，耐圧瓶に入れオートクレーブ滅  

菌したもの．）等） 

・細胞固定液（1%グルタルアルデヒド（25% Glutaraldehyde solution（WAKO, 079- 

00533）等を PBS（－）で希釈して調整） 

・蛍光染色液（１mM ヘキスト 33258（Bisbenzimide H33258（WAKO, 029-07841） 

等を PBS（－）で希釈して調整. 用時調整．） 

・抽出 Buffer（0.5% SDS,10mM EDTA を含む 50mM Tris-HCl buffer, pH8.0） 

・RNase 溶液（RNase（Sigma）10mg を 1ml の蒸留水に溶解し，-20℃に保存す 

る．） 



平成 19年度農林水産省補助事業（食料産業クラスター展開事業）食品機能性評価マニュアル集第Ⅱ集 

社団法人日本食品科学工学会 

（本ﾏﾆｭｱﾙ集中に記載された内容について､転載、複写・複製、電子媒体等への転用を禁じます。） 

 

- 99 - 

 

・Proteinase K 溶液（Proteinase K（Sigma）10mg を 1ml の蒸留水に溶解し，-20℃ 

に保存する．） 

・アガロース（電気泳動用） 

・1 x TBE（89mM Boric acid, 2mM EDTA を含む 89mM Tris-HCl buffer, pH8.0） 

・Ethidium bromide（Ethidium bromide solution 10mg/ml（ニッポンジーン  

315-90051）等） 

強力な突然変異誘起剤である．使い捨ての手袋を使用し，ゲルはサランラ

ップにのせる，使用後にはすぐに拭き取る等して実験台や器具に試薬が残ら

ないようにする．その他，使用上の注意を良く読み，廃棄の際も含めて，取

り扱いに注意する．  

・BFB 溶液（bromophenol blue (BPB) 1mg，グリセリン 0.1ml 及び蒸留水 0.9ml 

を混和する） 

・DNA マーカー（100bp DNA Ladder 等） 

３．細胞及び培地，血清 

１）HL60 ヒト前骨髄性白血病細胞（JCRB0085） 

  ヒューマンサイエンス研究資源バンク（（財）ヒューマンサイエンス振興財

団）より入手できる．凍結細胞解凍後の生存率は低いので，解凍翌日に低速

で遠心して死細胞を除く．数週間培養して増殖が一定になってから実験に使

用する． 

２）基本培地 

・RPMI1640 培地に 10％仔牛胎児血清（Fetal Calf Serum（FCS））を添加したも 

の．500ml の培地に 50ml の仔牛胎児血清を添加し，冷蔵庫に保存しておく．

室温に戻して使用する． 

・RPMI1640 培地（Invitrogen 11875093） 

・仔牛胎児血清（Fetal Calf Serum（FCS），大日本住友製薬等．） 

まとめて購入し，実験の途中でロットが変わらないようにする．数種類の

ロットで，増殖等を比較するロットチェックを行った方がよい． 

56℃で 30 分間非働化したのち，50ml のコニカルチューブに小分けして，フ

リーザーで凍結保存する．使用前日には冷蔵庫に移して解凍しておく． 

 

プロトコール 

 

１．蛍光染色によるアポトーシスの観察  

１日目 

１）サンプルの調製 
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・抽出物の場合は遠心濃縮あるいは凍結乾燥により抽出溶媒を除去し，サンプ

ルの重量を測定する．サンプルは DMSO に溶解して，ストック溶液とする． 

DMSO に溶けない場合は，PBS，アルコール等に溶解するが，アルコール

は揮発により保存中に濃度が変わりやすい欠点がある．また，PBS に溶解し

た場合は 0.22μm のフィルターを通して滅菌する． 

サンプルのストック溶液は抽出物で 50-100mg/ml 程度とし，超音波洗浄機

に浸ける，試験管ミキサーで攪拌する等してよく溶解する．不溶物が残る場

合は，僅かであれば良く懸濁して用いるか，遠心除去してから用いる． 

２）サンプル溶液の分注 

・それぞれのサンプルを培地（RPMI1640 培地＋10% FCS）で希釈し，細胞添加 

後の最終濃度の倍濃度の溶液を 6 ウェルカルチャープレートの各ウェルに

1.5ml ずつ加える．コントロールのウェルには培地(RPMI1640 培地＋10% FCS）

1.5ml を添加する．（6 ウェルカルチャープレートの各ウェルにサンプル溶液

1.5ml 及び細胞懸濁液 1.5ml を添加し，3ml のサンプル添加細胞懸濁液とする

ため．） 

３）細胞懸濁液の調製 

・対数増殖期にある細胞を用いる． 

・CO2 インキュベーターで培養中の細胞懸濁液を回収し，1000rpm，5 分間遠心

する． 

・パスツールピペットで上清を除去した後，5-10ml の培地を加えて，静かに細

胞を懸濁する． 

・マイクロピペットで 100μl の細胞懸濁液をマイクロチューブまたは 96 ウェル

マイクロプレートのウェルにとり，100μl の 0.2%トリパンブルーと混合する． 

・血球計算盤に細胞懸濁液をのせ，細胞数をカウントする． 

・サンプル溶液に添加後の最終濃度（2 x 10
5 または 1 x 10

5
 cells/ml）の 2 倍濃

度になるように，培地で希釈する．（4 x 10
5 または 2 x 10

5
 cells/ml の細胞懸濁

液にする．） 

４）細胞の分注 

・よく攪拌した細胞懸濁液を，サンプルを分注した 6 ウェルプレートの各ウェ 

ルに 1.5ml ずつ手早く分注する． 

細胞は，均一になるようによく攪拌しながら手早く分注する． 

・6 ウェルプレートを水平方向にかるく揺らして液を混合する．培養を開始 

する前に，顕微鏡下で細胞およびサンプルの状態を確認しておく． 

細胞が均一に分注されているか，細胞の状態は良好か，サンプルが析出し

ていないか等を確認する． 
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５）細胞の培養 

・CO2 インキュベーターで 37℃，24 時間培養する． 

2 日目 

１．蛍光染色による細胞の観察  

・細胞固定液を調整する．  

・各ウェルの細胞浮遊液を 15ml のチューブに入れ, 1200～2000rpm で 5 分間遠

心して細胞を回収する． 

   断片化した細胞を回収するためには，やや高めの回転数で遠心を行うとよ 

い． 

・上清を除去した後，細胞固定液 100μl を加えて，マイクロピペットで軽く懸

濁させ，室温で 30 分間静置する． 

・蛍光染色液を調整し，アルミホイル等で遮光しておく．  

・細胞浮遊液を PBS に懸濁させ，遠心して細胞を回収し，PBS を除去する． 

・PBS 20μl を加えて，マイクロピペットで軽く細胞を懸濁した後，蛍光染色液

2μl を加えて更に混合する． 

・スライドグラス上に尐量とり，カバーグラスで覆って蛍光顕微鏡で観察する．  

アポトーシスを起こした細胞では，核の断片化及びクロマチンの凝集が認

められる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２．DNA 断片化の測定 

1 日目 

１．と同様にサンプルを添加した培地を調整し, 細胞を添加して 24 時間培養する． 

図１ 蛍光染色した細胞 2) 

HL60 細胞（1 x 10
5
 cells/ml）にニガウリ可食部エタノール抽出物を  

添加して 24 時間培養した後，ヘキスト 33258 で蛍光染色することによ

って，HL60 細胞のアポトーシスが観察された．  

HL60細胞 アポトーシスを
起こしたHL60細胞

HL60細胞 アポトーシスを
起こしたHL60細胞
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2 日目 

１）DNA の調整 

・恒温水槽を 50℃に調整しておく． 

・各ウェルの細胞浮遊液を 15ml のチューブに入れ, 1200～2000rpm で 5 分間遠

心して細胞を回収する． 

・回収した細胞に抽出 Buffer 20μl を加えて，溶解し，1.5ml マイクロチューブに

移す． 

・RNase 溶液 1μl を添加してよく混ぜ，50℃で 30 分間，インキュベーションす

る． 

・Proteinase K 溶液 1μl を添加してよく混ぜ，更に 50℃で 60 分間，インキュベ

ーションする．  

    この間に 2%アガロースゲルを作成しておく． 

２）電気泳動 

・電子レンジ, オートクレーブ等を用いてアガロースを 1 x TBE に溶解し，2%

アガロース溶液とする． 

電子レンジを用いてアガロースを溶解する場合は突沸しやすいので注意す  

る． 

・2%アガロース溶液の温度が 60℃以下に下がったら，尐量の Ethidium bromide

溶液（1～数 μl．1/20000 程度．）を添加し，ゲルトレイに流し込んでアガロー

スゲルを作成する．  

・電気泳動槽にゲルを入れ，1 x TBE をゲルの表面より僅かに下まで満たす．  

・サンプル 20μl に BPB 溶液 4μl を添加して，攪拌，遠心した後，適当量のサン

プルをアガロースゲルの各ウェルに入れる．また空いているウェルには DNA

マーカーを入れる．  

・泳動を開始する．サンプルがゲルに入ったところで，一旦泳動を止め，ゲル

の上まで 1 x TBE を満たす．陽極側には尐量の Ethidium bromide 溶液を添加し

ておく． 

   DNA サンプルは粘性が高いため，ウェルから浮き出てきやすい．サンプル

がゲルの中に入ってから 1 x TBE を充分に満たすことにより，サンプルの流

出を防ぐことができる． 

・泳動終了後，ゲルを UV イルミネーター上で観察し，CCD カメラ，デジタル

カメラ等で画像を取り込む． 

    アポトーシスが誘導されるとヌクレオソーム単位での DNA の断片化が起

こり，ラダー状のバンドとして観察できる．  
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おわりに 

本項では HL60 ヒト白血病細胞を用いたが，接着細胞を含めて，他のがん細胞に

おいても同様に測定することができる．  

生理的な細胞死はアポトーシスばかりではない．オートファジーを伴う細胞死

（autlphagic cell death）もがんの排除機構として機能していると考えられ，その研

究が進められている 4) 5)．オートファジーは栄養饑餓等の状態で起こる細胞質構成

成分のリソソームにおける分解機構である．更に詳しくは総説等を参照されたい． 

 

参考文献 

１）「細胞工学別冊 実験プロトコールシリーズ 改訂アポトーシス実験プロトコ 

ール 1. 基礎編」，田沼靖一監修，（秀潤社，東京）(1998). 

２）小堀真珠子，雨宮潤子，酒井美穂，白木己歳，杉下弘之，坂上直子，星良和， 

柚木崎千鶴子，ニガウリのがん細胞アポトーシス誘導効果および炎症性サイ

トカイン産生抑制効果，食科工，53，408-415 (2006). 

３）Takei, T., Yoshida, M., Ohnishi-Kameyama, M. and Kobori M., Ergosterol peroxide,  

an apoptosis-inducing component isolated from Sarcodon aspratus (Berk,) S. Ito. 

Biosci. Biotechnol. Biochem., 69, 212-215 (2005). 

４）立花研，北中千史，オートファジーと細胞死 ,「タンパク質核酸酵素増刊 ユビ

キチン-プロテアソーム系とオートファジー」，田中啓示・大隅良典編，（共立

出版，東京），Vol.51, pp.1519-1524 (2006). 

５）Kondo, Y. and Kondo, S., Autophagy and cancer therapy. Autophasy, 2, 85-90 

(2006). 

図２ アポトーシスによる DNA の断片化 3) 

A  HL60 細胞，B  アポトーシスが誘導された HL60 細胞 

HL60 細胞（1 x 10
5
 cells/ml）にコウタケより精製したエルゴステロールパ

ーオキサイドを添加して 24 時間培養した後，アポトーシスに特徴的なヌク

レオソーム単位での DNA の断片化が観察された．  

A   B 

 



平成 19年度農林水産省補助事業（食料産業クラスター展開事業）食品機能性評価マニュアル集第Ⅱ集 

社団法人日本食品科学工学会 

（本ﾏﾆｭｱﾙ集中に記載された内容について､転載、複写・複製、電子媒体等への転用を禁じます。） 

 

- 151 - 

 

２）担がんマウスを用いたがん細胞増殖抑制作用の評価 

 

                （独）農研機構 食品総合研究所  小堀 真珠子 

 

はじめに 

 培養がん細胞には，皮下又は腹腔に移植すると in vivo で増殖を続けるものがあ

る．ここでは，B16 マウスメラノーマ細胞及び HT29 ヒト大腸がん細胞を用いて担

がんマウスを作成し，in vivo でのがん細胞増殖抑制効果を測定する方法を紹介す

る．B16 マウスメラノーマ細胞は C57BL/6 マウスの皮下に移植することにより，

黒色の腫瘍を形成する．HT29 ヒト大腸がん細胞はヌードマウスの皮下に移植する

ことができる．  

 

準備するもの 

１．実験器具 

１）細胞培養に必要な器具  

詳しくは他項（Ⅱ-3-1）等）を参照すること． 

クリーンベンチ，吸引アスピレーター，パスツールピペット，培養ピペット 

CO2 インキュベーター（CO2 ボンベ（レギュレーター付き）），倒立顕微鏡（位

相差．細胞観察用．），卓上遠心機（スイングローター．50ml，15ml チューブ

用．），ディープフリーザー（－80℃，細胞を保存．），フリーザー（－20～－

30℃，血清を保存．），オートクレーブ（ディスポーサブル器具廃棄用．），オ

ートクレーブバック，セルカルチャーディッシュ（BD Falcon 100mm スタン

ダードディッシュ 353003 等．），50ml，15ml コニカルチューブ（BD Falcon 

352070，352096 等．）． 

２）動物実験に必要な器具  

詳しくは他書 1)  を参照すること．ディスポーザブルシリンジ（針規格（26G x  

1/2”），ツベルクリン用，テルモ等），解剖用ハサミ，ピンセット，分析天秤，

小動物用天秤． 

３）その他の器具 

・血球計算盤 

・1.5ml マイクロチューブ（移植する細胞懸濁液を調整する．オートクレーブ滅

菌したもの．） 

・バリカン(C57BL/6 マウスの場合. 移植する足の付け根の毛を除去しておく．） 

・ノギス（腫瘍体積の測定に用いる．） 
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２．試薬 

・トリパンブルー染色液, 0.4%（Invitrogen 15250061，細胞数測定用．） 

同量の PBS で希釈し，0.22μm フィルターで濾過して，0.2%溶液とする． 

・トリプシン - EDTA（0.25%, 1mM）（Invitrogen 25200056，接着細胞の剥離に用

いる．） 

・PBS (－)（日水製薬 05913（粉末．溶解後，耐圧瓶に入れオートクレーブ滅菌

したもの．）等） 

・ジエチルエーテル又はネンブタール（ペントバルビタール）（麻酔及び屠殺に

用いる）ジエチルエーテルを使用する場合は，麻酔瓶が必要．ネンブタール

は向精神薬のため，入手及び使用方法は所属組織の担当者に問いあわせるこ

と． 

３．細胞，培地及び血清 

１）(1)B16 melanoma 4A5 細胞（RCB0557） 

（独）理化学研究所バイオリソースセンターより入手できる． 

(2)基本培地 

DMEM（low glucose, Invitrogen 11885084）に 10%牛胎児血清（Fetal Calf 

Serum（FCS））を添加したもの．500ml の培地に 50ml の牛胎児血清を添加

し，冷蔵庫に保存しておく．室温に戻して使用する．牛胎児血清は 56℃で

30 分間非働化したのち，50ml のコニカルチューブに小分けして，フリー

ザーで凍結保存する．使用前日には冷蔵庫に移して解凍しておく．  

２）(1)HT29 ヒト結腸腺癌細胞（ATCC HTB38） 

米国の細胞銀行である American Type Culture Collection（ATCC）に保存さ 

れている．大日本住友製薬から購入できる（カタログ No.04-038）． 

(2)基本培地 

McCoy’s5A（Invitrogen 12330031）に 10%牛胎児血清（Fetal Calf Serum 

（FCS））を添加したもの．血清のロットチェックは細胞株毎に行う．  

４．マウス 

１）C57BL/6（日本チャールズリバー等から購入できる．） 

２）Balb/c ヌードマウス（日本チャールズリバー等から購入できる．）  

5～6 週齢で購入し，予備飼育の後 6～7 週齢で実験を開始する．筆者らはメス

を用いて実験を行った．     

  

プロトコール 

１．マウスの準備 

 動物実験を行うにあたっては，他書 2) 等を参考にし，充分な実験計画を立てて  



平成 19年度農林水産省補助事業（食料産業クラスター展開事業）食品機能性評価マニュアル集第Ⅱ集 

社団法人日本食品科学工学会 

（本ﾏﾆｭｱﾙ集中に記載された内容について､転載、複写・複製、電子媒体等への転用を禁じます。） 

 

- 153 - 

 

から実験を開始する．  

 B16 マウスメラノーマ細胞は C57BL/6 マウスに移植できる．また，HT29 ヒト大

腸がん細胞は Balb/c ヌードマウスに移植することができるので，移植するがんの

種類に合わせて，マウスを購入し，予備飼育をする．  

２．細胞懸濁液の調整  

１）対数増殖期にある細胞を用いる．CO2 インキュベーターで培養中の細胞を 

トリプシン- EDTA で剥離して回収し，1000rpm，5 分間遠心する(詳しくは他

書 3）を参照すること). 

２）PBS を添加して静かに細胞を懸濁し，マイクロピペットで 100μl をとって， 

血球計算盤で細胞数をカウントする．  

３）再度遠心して細胞を回収し，5-10 x 10
5 

cells/200μl になるように PBS に懸濁し 

マイクロチューブに分注する． 

４）細胞懸濁液は調整後すぐにマウスにインジェクションする． 

３．がん細胞のマウス皮下への移植 

１）C57BL/6 マウスは，インジェクションの際に針先が確認できるように，右足  

付け根の体毛をバリカンで除去しておく． 

２）エーテル，ネンブタール等でマウスにかるく麻酔をかける． 

３）細胞は沈みやすいので，インジェクションの前によく揺らして懸濁し，200μl 

をシリンジにとる． 

４）右足付け根の皮膚をつまみ，手早く，正確に，皮下に細胞懸濁液をインジェ  

クションする． 

インジェクションの際は，針先が皮膚を突き抜けないように注意する．ま

た，細胞懸濁液が漏れ出てこないように，確実に皮下に注入したのちゆっく

りと針先をもどす．同じ位置になるように，インジェクションの位置や針先

の角度を一定にする． 

４．食品成分の投与  

１）がん細胞を移植した翌日または腫瘍が目視できるようになったときに，ラン 

ダムにグループ分けを行い，評価したい食品成分の投与を開始する． 

食品または食品成分は，飼料あるいは飲水に混ぜて投与するか，経口ある

いは腹腔内投与する． 

５．がん細胞増殖抑制効果の評価  

2～4 週間程度経過して，腫瘍が大きくなったところで，マウスを安楽死させ， 

腫瘍を摘出して体積および重量を測定する．試験期間を通して，体重，摂食量の

他，ノギスで腫瘍の体積を測定しておくとよい．また，必要に応じて，組織標本

を作る等して詳細な検討を行う．  
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図１ C57BL/6 マウス及び B16 メラノーマ細胞により皮下に形成された腫瘍 

B16メラノーマ細胞を
右脚付け根に移植

2～4週間後に
腫瘍を摘出

摘出した腫瘍

B16メラノーマ細胞を
右脚付け根に移植

2～4週間後に
腫瘍を摘出

摘出した腫瘍

0

0.05

0.1

0.15

0.2

コントロール ブナシメジ         
アセトン抽出物

腫
瘍

重
量

(g
)

*

*  P<0.05

図２ ブナシメジアセトン抽出物による腫瘍増殖抑制効果 

HT29 ヒト大腸がん細胞は Balb/c ヌードマウスの皮下に移植した．翌日から 3 日 

毎にブナシメジアセトン抽出物を経口投与し，3 週間後に腫瘍体積を測定した． 
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おわりに 

 B16 メラノーマ細胞はメラニンを生成するため，腫瘍の識別が容易である．腫

瘍から細胞を回収し，移植を繰りかえすことによって，移植に適した細胞群にす

ることができる．また，転移性をもつ場合もある 4)．また免疫不全マウスであるヌ

ードマウスを用いることによって，ヒトのがん細胞の in vivo での増殖を測定する

ことができるので，実験の目的に応じてがん細胞及びマウス系統を選択するとよ

い． 
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４．実験動物による機能性評価 

１）マウス関節炎モデルを用いた炎症抑制効果の評価 

                    

（独）農研機構 食品総合研究所  小堀 真珠子 

 

はじめに 

 関節炎にはいくつかの動物モデルがあるが 1)，タイプⅡコラーゲン抗体及びリ

ポ多糖（Lipopolysaccharide(LPS)）によるモデルは比較的容易に，短期間で関節炎

を誘導することができる．しかし，このような疾病モデルは動物に対してストレ

スや苦痛を与えるものであることから，実験に当たっては計画段階で充分な検討

を行い，実験回数，匹数及び動物が被るストレスや苦痛が必要最小限になるよう

にする． 

 

準備するもの 

１．実験器具 

・ディスポーザブルシリンジ（針規格（26Gx1/2”），ツベルクリン用，テルモ等） 

・小動物用天秤 

・ノギス（解剖，組織染色等を行う際は，他書 2,3)等を参照すること．） 

２．試薬 

１） 関節炎惹起用モノクローナル抗体カクテルキット（Ca. No.62200，Chondrex, 

Inc Redmond, WA，USA 国内販売元：岩井化学薬品） 

・本プロトコールではタイプⅡコラーゲンに対する 4 種類のモノクローナル

抗体の混合液を用いたが，現在，5 種類のモノクローナル抗体混合液（Ca. 

No.53010（容量 10mg/mL）等）が販売されている．実験の詳細については，

製品資料を参照すること． 

２）ジエチルエーテル又はネンブタール（ペントバルビタール）（麻酔及び屠殺に

用いる） 

・ジエチルエーテルを使用する場合は，麻酔瓶が必要．ネンブタールは向精

神薬のため，入手及び使用方法は所属組織の担当者に問いあわせること． 

３．マウス 

Balb/c マウス（日本チャールス・リバー等から購入できる．）他に，DBA/1 マウ

ス等を用いることができる．5~6 週齢で購入し，予備飼育の後 6~7 週齢で実験を開

始する．筆者らはオスを用いて実験を行った． 
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プロトコール 

１．マウスの準備 

動物実験を行うにあたっては，他書 4)等を参考にし，充分な実験計画を立て

てから実験を開始する．また，腸内細菌叢の影響を避けるため，実験は SPF

条件下で行う． 

２．モノクローナル抗体混合液（10mg/mL）200µL（2mg/mouse）を尾静脈内に投

与する．その際，血管から抗体混合液が漏れないように注意する． 

３．モノクローナル抗体混合液投与 3 日後に LPS（0111:B4）溶液（0.5mg/mL）

100µL(50µg/mouse)を腹腔内投与する． 

４．食品成分の投与 

LPS 投与 4 日後くらいに関節炎が誘導される．そこで，関節炎が誘導された

後，食品または食品成分を，飼料あるいは飲水に混ぜて投与するか，経口あ

るいは腹腔内投与する． 

５．関節炎抑制効果の評価 

試料投与開始前から毎日，関節炎の状態をスコア化し，またノギスで炎症の

起こった肢の厚みを測定する．また，写真を撮っておくとよい． 

 

表１ スコア化の例 

スコア 状態 

0 正常（Normal） 

1 軽度だが明らかな赤みや腫れが，前足又は後足の関節に見られる．又

はその数に関わらず指に明らかな赤みや腫れが見られる .(Mild,but 

defined redness and swelling of the ankle or wrist,or apparent redness and 

swelling limited to individual digits,regardless of the number of affected 

digits) 

2 中程度の赤みや腫れが指を含めた足全体にみられる .(Moderate 

redness and swelling of the entire paw including digits) 

3 重度の赤みや腫れが指を含めた足全体にみられる.(Severe redness and 

swelling of the entire paw including digits) 

4 多くの関節を含めて肢に特に重度の炎症がみられる .(Maximally 

inflamed limb with involvement of multiple joints) 

Chondrex 社資料．その他文献 5-7)も参照すること． 

 

また試験期間を通して，体重，摂食量を測定し，必要に応じて，組織標本を作

る等して詳細な検討を行う 5-7)． 
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おわりに 

 筆者らは，in vitro において LPS で誘導される炎症性サイトカイン産生抑制効果

を示したニガウリの搾汁液を用いて in vivoにおける関節炎抑制効果を検討した 8)．

図１ 抗コラーゲン抗体及び LPS で Balb/c マウスに誘導された関節炎 

図２ ニガウリ搾汁液が抗コラーゲン抗体及び LPS で Balb/c マウスに誘導された 

関節炎に及ぼす影響 8) 

各群 10 匹のマウスについて，関節炎が誘導された LPS 投与 4 日後（day 0）より，

3%グルコース水（control）又は 100%ニガウリ搾汁液（100% bitter gourd juice）各

200μL を毎日経口投与すると共に，後肢の厚みを測定した． 

*P＜0.05，day 0 との平均値の差を Bonferroni 法により検定した． 

c o n t r o l

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12 14

100% bitter gourd juice

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12 14

* * *
**

**

* * *

T
h

ic
k
n

e
s
s
 (

m
m

)
T

h
ic

k
n

e
s
s
 (

m
m

)

Days

c o n t r o l

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12 14

100% bitter gourd juice

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12 14

* * *
**

**

* * *

T
h

ic
k
n

e
s
s
 (

m
m

)
T

h
ic

k
n

e
s
s
 (

m
m

)

Days

コントロール 関節炎 コントロール 関節炎 



平成 20年度農林水産省補助事業（食料産業クラスター展開事業）食品機能性評価マニュアル集第Ⅲ集 

社団法人日本食品科学工学会 

（本ﾏﾆｭｱﾙ集中に記載された内容について､転載、複写・複製、電子媒体等への転用を禁じます。） 

 

- 134 - 

関節炎の評価，スコア化は容易ではないため，文献を参照し，また併せて組織の

評価を行う等して，適切に行う必要がある． 
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