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略語一覧

AX: アスタキサンチン

BC: βカロテン

Ch: コレステロール

CMC: カルボキシメチルセルロースナトリウム

COX: シクロオキシゲナーゼ

CS: 牛血清

CURS: クルクミンを経口投与したラット血清

ECM: 細胞外マトリックス

HDL: 高密度リボタンパク質

HX: ヒポキサンチン

正: インターロイキン

LDL: 低密度リポタンパク質

LOX: リボキシゲナーゼ

民伍M: イーグルの最小必須培地

PBS (ー): (カルシウム，マグネシウム不含)リン酸緩衝化生理食塩水

RERS: レスベラトロールを経口投与したラット血清

SEM: 標準誤差

TBA: チオバルビツール酸

TBARS: チオバルビツール酸反応生成物

TG: トリグリセライド

H 



THC: テトラヒドロクルクミン

TNF: 腫蕩壊死因子

礼，DL: 超低密度リポタンパク質

XO: キサンチンオキシダーゼ

ZX: ゼアキサンチン

20C: 20%カゼイン食

1R: 20%カゼイン食に 1ppmのレスベラトロールを添加した食餌

10R: 20%カゼイン食に 10ppmのレスベラトロールを添加した食餌

50R: 20%カゼイン食に 50ppmのレスベラトロールを添加した食餌

100R: 200/0カゼイン食に 100ppmのレスベラトロールを添加した食餌
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第一章序論

癌は 1981年以来，日本における死亡原因の第一位を占めており， 1996年の癌による死

亡者数は死亡原因の 3割を占める 27万人であった(厚生白書， 1997) .癌治療が困難な原

因がいくつか考えられる.まず¥癌細胞の“無限増殖性"があげられ，外科的手術により

体から癌細胞を一掃するのを困難にしている“転移性" (清水， 1996) ，さらに癌治療へ

の耐用力を少なくする原因となる“悪液質"があげられる(平田， 1999) . 

癌細胞のもつ二大特性として 無限増殖性と転移性があげられる.特に，転移は複数の

ステップからなり それは次のようなステップである. (1)癌細胞の原発部位からの離脱，

(2)癌細胞の血管・リンパ管あるいは腹腔内なと、への侵入， (3)体液の流れによる遠隔

臓器への運搬 (4)新たな場所(臓器)での癌細胞の再増殖，という過程を経る (Ruoslahti，

1996) .他組織への癌細胞の移動を意味する“浸潤"というステッフが転移の各ステッフ

の中でも特徴的かつ重要である (Liottaeta1..1983).この癌細胞の浸潤を薬剤や食品因子

で阻害することができれば宿主の延命が図れるものと考えられる.そのような因子を見出

すため，これまでに，ニワトリの紫尿膜を利用した検定系(Armstronget al.， 1982; Chambers 

eta1.， 1982; Easty and Easty， 1974)や細胞外マトリックスをコートした膜を利用したボイデ

ンチャンバーアッセイ(Albinietal.. 1987: Welch etal.. 1989)など，いくつかの znνitro浸潤

能検定系が使われている.しかしながら，癌細胞の浸潤を抑制する効果的な方法を見つけ

るのは，二つの理由で難しいこととなっている.第一に，lnνitro検定系における癌細胞の

“浸潤"という現象とその元来の宿主内で起こる“浸潤"という振る舞いの相関は低いこ

とがあげられる (Noelet al.. 1991: Poste et al.. 1980) . Akedoら(Akedoet al.， 1986)は初代

培養した腸間膜由来中皮細胞層下へのラット腹水肝癌AH130細胞の浸潤を測定するmνitro



検定系を開発し，その系が宿主であるラットの腹腔内での浸潤とよく相関することを見出

した.第二に，inνitro系で効果のあった物質が invivoでは効果のないことがしばしばある

ことである.しかし，本研究室の三浦ら(Miuraet al.. 1997 a)が，inνitro系で効果のあった

物質を投与したラットの血清を invitro系の培地に添加する系を用いて検討する方法を開発

した。 InνlVO系での効果を調べる困難さを，この方法を採用することにより簡便に検討す

ることができると考えられる.

ラット腹水肝癌AHI09A細胞は， AH130と同様に腹水の中で増殖し，その過程の中で腸

間膜(あるいは他の中皮細胞層)へと浸潤する.本研究室では，ラット腸間膜由来中皮細

胞と AHI09A細胞を使用した浸潤能検定系を用いて，食品や食品因子の癌細胞浸潤抑制作

用を調べてきた.その中でも，お茶，コーヒー，あるいはそれらを経口投与したラットの

血清が浸潤を抑制することが見出された(Miuraet al.， 1997 a; Miura et al.， 1997b; Zhang et al. ， 

1999; Yagas法iet al.， 2000) .これらお茶やコーヒーは抗酸化性食品因子であるポリフェノ

ールを含んでいるため，我々は一般の抗酸化物質も癌細胞の浸潤を抑制するとの仮説をた

てるに至った.

癌は食欲不振，栄養障害，体重減少，ときには免疫異常や欝状態の原因となる悪液質を

引き起こす(平田， 1999) .進行担癌病態・癌悪液質にともなう代謝異常は糖・蛋白質・

脂質・電解質のいず、れの物質においても認められ (S広urむandKlein， 1998) ，その基本型は

異化であり，耐糖能低下，肝における糖新生充進，蛋自分解，脂肪組織消耗として代表さ

れる.その中でも脂質代謝異常に注目すると，担癌時にはしばしば高脂血症が起こること

が知られている (Barclay，M. etal.， 1970; Nydegger and Butler， 1972; Kannan and Baker， 1975; 

Alsabti， 1979; Hirayama et al.， 1979; Balint釦 dHolczinger， 1984; Irikura et al.， 1985; Clark and 

Crain， 1986; Noguchi etal.， 1991) .腹水肝癌AHI09A細胞をラットの背部に皮下移植し，回
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形癌が形成されると，血清リボタンパク質異常に基づく高脂血症が発生する(矢ケ崎，

1999) .これまでに本研究室では，メチオニン(1.2%) シスチン(1.2%)またはメチオ

ニン(1.2%)+グリシン (2.5%) (Yagas北iet al.， 1986) ，魚油 (Kawas北iet al.， 1995) ， 

キャベツ抽出物 (Komatsuetal.， 1998)は担癌ラットにおける血清コレステロールレベルの

上昇を抑制することを見出している.

近年，食品因子のうち栄養素でない成分にも有効な生理・薬理学的作用のあることが明

らかにされつつある.そこで本研究では，非栄養素，特に抗酸化性食品因子に注目し，癌

細胞の増殖・浸潤・転移と癌性悪液質の一症状としての高脂血症に対するこれら成分の有

効性と作用機構を invitroとmνivoの両系で明らかにすることを目的としている，
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第二章 癌細胞の増殖と浸潤に対するカロテノイドの作用解析

2・1 背景と目的

カロテノイドは緑黄色野菜や果実，あるいは甲殻類に含まれる色素であり，抗酸化性食

品因子である.カロテノイドは炭化水素カロテノイドであるカロテンと六員環に酸素が付

加した構造をもっキサントフィルに分類される.疫学的調査により，これら食品因子は発

癌抑制作用のあることが期待されている (Petoet al.， 1981; 'lVainio and Rau凶油ti，1998) .そ

こで，本章では癌細胞の増殖・浸潤に対する 8種のカロテノイド (α.カロテン，。ーカロ

テン，リコペン，βークリプトキサンチン，ゼアキサンチン，ルテイン，カンタキサンチン，

アスタキサンチン， Fig. 2-1)の効果を検討した.

2そ実験方法

2・2・1 材料

αーカロテン， s-カロテン，リコペン，ルテインおよびアスタキサンチンは Sigma(St. Louis， 

MO， USA)より， s-クリプトキサンチン，ゼアキサンチンおよびカンタキサンチンはフナ

コシ(東京)より購入した.これら 8種のカロテノイドはジメチルスルフォキシド (DMSO，

Sigma) にそれぞれ溶解し，培地に DMSOの濃度が0.5%になるように添加した対照の培

地には0.5%DMSOのみを添加した.
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2・2・2 肝癌 AH109A細胞の培養

ラット腹水肝癌AH109A細胞(東北大学加齢医学研究所(仙台)より分与された)をドン

リュウ系雄ラット (NRC榛名，群馬)の腹腔内で維持した.蓄積した腹水より AH109A細

胞を単離し 100/0牛血清 (CS，JRH， Lenexa， KS， USA)を含むイーグルの最小必須培地(お伍M，

日水製薬，東京)で培養した.混入したマクロファージや好中球を除くために，少なくと

も一週間培養した後，以下の実験に使用した.

2・2・3 In vitroにおける AH109A細胞の増殖能の測定

増殖能の測定はWST-1(同仁化学研究所，熊本)法により (Ishiyamaetal.， 1993; Zhang et 

al.， 1999) ，あるいはDNAへ取り込まれた eH]thymidine(20 CiJmmol， New England Nuclear， 

Boston， USA)の放射能を測定することにより (Yagas法iet al.， 1992)評価した

2・2-4 In vitroにおける AH109A細胞の浸潤能の測定

浸潤能の測定は明度らの方法(Akedoet al.. 1986) の変法(Miuraet al.. 1997 a)により評

価した.ドンリュウ系雄ラット (4---6週齢)から腸間膜を摘出し， 0.25%トリプシン (1:250， 

Sigma) を溶解した(カルシウム，マグネシウム不含)リン酸緩衝化生理食塩水 (PBS(ー))

中で 20分間， 37
0

Cでインキュベートし 100/0 CS&伍M を同量添加してトリプシンを不活

化した.金網でろ過後， 10%CSIMEMを入れた2mrnグリッド付き60mm<t>シャーレ<Corning，

Cambridge， MA， USA) に1.5X 105の腸間膜に由来する中皮細胞を播種したコンフルエン
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トになるまで培養し (7"'-'10日間)，中皮細胞単層上に 2.4X 105のAH109A細胞を重層し

た.24時間培養後，位相差顕微鏡 (CK40，オリンパス光学工業，東京)で中皮細胞層下に

潜り込んだAH109A細胞の細胞数および、コロニー数を 10区画数え，1 cm2当たりに換算し

た値を浸潤能の指標とした.

2・2・5 ヒポキサンチンーキサンチンオキシダーゼを用いた AH109A細胞の活性酸素処理

AH109A細胞を (1)10% CSIMEM， (2) 10% CS&伍M + 5μMカロテノイド， (3) 10% 

CSIMEM+4μglmlヒボキサンチン(HX，Sigma) + 7 x 10-4 U/凶キサンチンオキシダーゼ(XO，

Sigma) ， (4) 10% CSIMEM + 5μMカロテノイド +4μg!mlHX: + 7 x 10-4 U/ml XOの4種の培

地で4時間培養した (Shink出etal.， 1986; T初球aetal.， 1997) .培地を除去し， 10% CS爪1EM

に懸濁後，活性酸素処理した AH109A細胞を， 5μMカロテノイドを含むあるいは含まない

10% CS&伍M 中の中皮細胞単層上に重層し， 2-2-4に準じ浸潤能を測定した.

2・2・6 統計処理

測定値は平均値±標準誤差で示した.二群聞の比較は Student'sふtestにより，三群以上の

比較は一元配置の分散分析を行い，危険率 5%で有意であったときに Tukey記stにより行っ

た.

2・3 結果
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本実験では 8種のカロテノイドを選び (Fig.2-1) ，癌細胞の増殖・浸潤に対する効果を

検討した.カロテンとして，最もよく知られている βカロテン (BC)，一つの六員環内の

二重結合の位置がBCとは異なる位置にある αーカロテン，BCの二つの六員環が開裂した構

造をもっリコペンを選んだ.キサントフィルとして， BCの六員環の一つに一個の水酸基の

付いた βクリプトキサンチン，さらにもう一つの環に一個の水酸基の付いたゼ、アキサンチ

ン (zx)，一つの六員環内の二重結合の位置が zxとは異なる位置にあるルテイン， BC 

の二つの六員環にそれぞれオキソ基の付いたカンタキサンチン，さらにそれぞれに水酸基

が付いたアスタキサンチン (AX) を選んだ.

先ず¥-A1I109A細胞の増殖に対するこれら 8種のカロテノイドの効果を WST-1法で検討

した.これらカロテノイドは0---20μMでは増殖に影響を与えなかった (Fig.2-2) . しか

し，生存している細胞はWST-1を黄色ホルマザンにし，また，カロテノイドは主に黄色が

かった色をしているものが多いため， WST-1法により得た結果をeH]チミジンの DNAへの

取り込みを測定する方法により再評価した.再評価は BCについてのみ行ったが，やはり

BC (0---20μM)はAH109A細胞の増殖に影響を与えなかった.次に， AH109A細胞の浸潤

に対する影響を評価した.調べたすべてのカロテノイドにおいて， 5μMまで濃度依存的に

浸潤を抑制し，その効果は 20μMまで持続したが， 8種の構造の異なるカロテノイドの中

で，効果に違いは見られなかった (Fig.2-3) . 

カロテノイドは抗酸化性食品因子である.ゆえに，カロテノイドの抗浸潤作用にその抗

酸化性が関与しているとの仮説をたて，以下の実験を行った.Shink泊らは HX-XOととも

に前培養したラット腹水肝癌AH130細胞の浸潤能が元進することを見出している (Shinkむ

etal.， 1986) .そこで， HX-XOによりスーパーオキシドを発生させた培地で AH109A細胞

を前培養したところ，浸潤能が約1.4倍に充進した (Fig.2-4) .前培養時に BC(カロテン)
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またはAX(キサントフィル)を HX-XOとともに添加することで この活性酸素による浸

潤能の充進は抑制された.興味深いことに，前培養時に BCまたは AXのみを添加し，中

皮細胞との共培養時に通常の 100/0CSIMEMで培養した AHI09A細胞の浸潤が，実際に浸潤

が起こる段階でカロテノイドは培地に存在しないにも関わらず抑制された.

2・4 考察

本章では， 8種のカロテノイドの癌細胞の増殖および、浸潤に対する効果を検討した. こ

れらの食品因子は0"'"'20μMで増殖には影響を与えずに CFig.2-2) ，浸潤のみを抑制した

(Fig. 2-3) . 8種の物質問の構造的な違い(六員環内の二重結合の α.s位，六員環の有

無，オキソ基・水酸基の数や位置)は抗浸潤作用に差を与えなかった.このことから， こ

れらカロテノイドに共通の構造である共役二重結合が抗浸潤作用には重要であること，お

よび，カロテノイドのもつプロビタミン A活性は抗浸潤作用には関与しないことが示唆さ

れた.

次に，カロテノイドの抗酸化作用と抗浸潤作用との関与の可能性を検討した. HX-XO 

により活性酸素を発生させた培地で前培養した AH109A細胞の浸潤能は有意に允進した

(Fig. 2-4) . BCおよびAXは前培養時に HX-XOとともに共存することで，この浸潤能の

冗進を抑制した.HX-XO系では活性酸素種，特にスーパーオキシドが発生するので，この

結果はカロテノイドのもつ抗酸化能，特にスーパーオキシド捕捉能(Zhaoet 01.， 1998)が

抗浸潤作用に関与することを示唆している.S凶 lら (S凶 1et 01.. 1997)はカロテノイドの

一重項酸素消去能が分子内に存在する共役二重結合の数に依存することを報告している.

つまり，この報告は共役二重結合と抗酸化能がカロテノイドの抗浸潤作用に重要であると
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いう我々の示唆を支持するものであると考えられる.

実際に癌細胞が浸潤する段階で培地中にカロテノイドが存在しないにも関わらず， 5μM 

のBCおよびAXは前培養段階のみに添加されることでAHI09A細胞の浸潤を抑制した(Fig.

2-4) .カロテノイドは一般に脂溶性であることから生体膜やリボタンパク質の脂質相に存

在して，脂質過酸化反応の進行を抑制する可能性があり(寺尾ら， 1997) これらの結果

により，カロテノイドは細胞内，特に細胞膜に留まり，活性酸素種を抑制することで浸潤

を抑制していることが推察される.
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第三章 癌細胞の増殖と浸潤に対するタルクミンの作用解析

3-1 背景と目的

クルクミン (Fig.3-1)はインド料理で使用されるスパイスであるターメリック(ウコン)

に含まれる黄色の色素である. この食品因子は発癌抑制作用があり (Hu釦 get al.， 1997; 

Kawamori et al.， 1999; Kirn et al.， 1998) ，抗酸化性を有している.Menonらはマウス尾静脈

内に注入された B16FI0メラノーマ細胞の肺への転移をクルクミンが抑制することを

(Menon et al.， 1995) ，さらに，コラーゲンマトリックスを使った mνitro検定系において

クルクミンが浸潤を抑制することを (Menonet al.， 1999)見出している.Linら (Linet al.， 

1998)はマトリゲルマトリックスを用いた invitro検定系において SK-Hep-l細胞の浸潤を

クルクミンが抑制することを報告している. これらの報告において，クルクミンの抗浸潤

抑制作用はメタロプロテアーゼの阻害によることが報告されているが，クルクミンの抗酸

化性が抗浸潤作用に関与する例は知られていない.そこで 本章では癌細胞の増殖・浸潤

に対するクルクミンの効果を検討し，その作用への抗酸化作用の関与を明らかにすること

が目的である.さらに，ln νiνoにおけるクルクミンの作用の可能性を検討した.

3・2 実験方法

3・2・1 材料

クルクミン(和光純薬工業，大阪)は DMSO(Sigma) に溶解し，培地に DMSOの濃度
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が0.5%になるように添加した.対照の培地には0.5%DMSOのみを添加した.

3・2・2 肝癌 AH109A細胞の培養

2-2-2に準じた.

3・2・3 In vitroにおける AH109A細胞の増殖能の測定

2-2-3に準じた.

3・2-4 In vitroにおける AH109A細胞の浸潤能の測定

2-2-4に準じた.

3-2・5 Ex vivo浸潤能検定

クルクミン (100mg/ml) を0.3%カルボキシメチルセルロースナトリウム (CMC，和光

純薬工業)に懸濁した. 5週齢のドンリュウ系雄ラットを一晩絶食し，体重 100gあたり 1

mlのクルクミン懸濁液または0.3%CMC (溶媒対照)を経口投与し， 0， 1， 3， 6， 12時間

後に血液を採取した.血清を調製し， Millex (0.22μM， Millipo印，Bedford， MA， USA)を装着

したテルモシリンジ (10ml，テルモ，東京)を用いて漉過滅菌したものを， CSの代わり

に10%になるように実験培地に添加し， 2-2-4に準じて浸潤能を測定した.
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3・2・6 ヒポキサンチンーキサンチンオキシダーゼを用いた AH109A細胞の活性酸素処理

クルクミン (5μM)の効果の検討は2-2-5に準じた.クルクミンを経口投与したラット

血清の効果の検討は，実験培地としてクルクミン投与 1時間後に採取したラット血清また

は0.3%CMC投与 1時間後に採取したラット血清を MEMに10%になるように添加したも

のを用いて 2-2-5に準じて行った.

3・2・7 統計処理

測定値は平均値±標準誤差で示した.二群聞の比較は Student'sトtestにより，三群以上の

比較は一元配置の分散分析を行い，危険率 5%で有意であったときに Tukeytestまたは

Dunnett testにより行った.

3-3 結果

はじめに，クルクミン (Fig.3-1) を実験培地に直接添加したときの癌細胞の増殖・浸潤

に与える影響を検討した.WST-1法により AH109A細胞の増殖に対するクルクミンの効果

を調べたところ， 0""'20μMの範囲では影響は見られなかった (Fig.3-2A) .カロテノイド

と同様に (2-3参照)クルクミンは黄色色素であるため，この結果を[3H]チミジンの DNA

への取り込みを測定する方法により確認したが， 0""'20μMの範囲で AH109A細胞の増殖に

影響を与えなかった (Fig.3-2B) .一方，この濃度範囲でクルクミンは浸潤を有意に抑制
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した (Fig.3-2C) .この作用はカロテノイドの作用と同様に， 5μMまで濃度依存的に浸潤

を抑制し，その効果は 20μMまで持続した.

クルクミンの mνiνoにおける浸潤抑制作用の可能性を検討するために，クルクミンを経

口投与したラットの血清 (CURS) をinvitro検定系の培地に添加することでAH109A細胞

の浸潤能を測定した.クルクミン懸濁液 (100mg加νl∞gbody weight)をラットに投与後，

0， 1， 3， 6， 12時間後に血液を採取し，血清を調製した.この血清をお1EMに 10%になる

ように添加したものを用いて，浸潤能を測定した.クルクミン投与0時間後に比べ 1，3， 

6時間後で CURSはAH109A細胞の浸潤を有意に抑制し 投与同時間後に対応する溶媒対

照群の.浸潤能に対しでも1， 3， 6， 12時間後で有意に抑制した (Fig.3・3).その抑制効果

は投与一時間後をピークとし 時間と共に弱まっていった.

クルクミンも前章で取り上げたカロテノイドと同様に抗酸化性食品因子である.ゆえに，

クルクミンの抗浸潤作用にも，その抗酸化性が関与しているとの仮説をたて， HX-XO系に

よって浸潤能の冗進した AH109A細胞に対する効果を検討した.クルクミン (5μMFig. 

3-4A)および CURS(Fig. 3-4B)は前培養時に HX-XOを含む培地に共存することで，活

性酸素による AH109A細胞の浸潤能充進を抑制した.

3・4 考察

本章では， AHI09A細胞の増殖・浸潤に対するクルクミンの効果，およびクルクミン投

与したラットの血清を mνitro検定系の実験培地に添加することで，inνivoにおけるクルク

ミンの作用の可能性を検討した.クルクミン (0---20μM)は増殖に影響を与えることなく，

AH109A細胞の浸潤を有意に抑制した (Fig.3-2) .さらに， CURS (100 mg加ν100g body 
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weight) も浸潤を有意に抑制した (Fig.3-3) .これらの結果は肝癌細胞の浸潤を血中のク

ルクミンあるいはその代謝産物が抑制したことを示唆する.つまり ，inνlVOにおいてもク

ルクミンは抗浸潤作用をもつことが期待される.

Holderら (Holderetal.， 1978)はテトラヒドロクルクミン (THC，Fig. 3-1)がinνiνoにお

ける主要な代謝産物であることを報告している.また，大津ら (Osawaetal.， 1995; Sugiyama 

etal.， 1996;大津， 1997;大津， 1998)はクルクミンは経口で摂取すると腸管の部分でテトラヒ

ドロタイプのクルクミン類縁体に変換され さらに THCはクルクミンよりも強力な抗酸

化力を示すことを明らかにした.クルクミンはカロテノイド(第二章参照;Kozuki et al.， 

2∞0) と同様に増殖には影響を与えずに癌細胞の浸潤のみを抑制した.クルクミンとカロ

テノイドの癌細胞に対する作用は類似しており カロテノイドはもちろんのこと，クルク

ミンおよびTHCは抗酸化性食品因子であるのでそれら物質のもつ抗酸化性が抗浸潤抑制

作用に関与するとの仮説をたて HX-XO系による癌細胞浸潤能の允進に対するクルクミン

の作用を検討した.前培養時に HX-XOとともに共存することで，クルクミンおよびCURS

は活性酸素種による AH109A細胞の浸潤能充進を抑制した (Fig.3-4) .これらの結果より，

クルクミンのもつ抗酸化作用，特にスーパーオキシド捕捉能 (Reddyand 1ρkesh， 1994; 

Sreejayan and Rao， 1996)が抗浸潤作用に関与していることが示唆された.
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第四章 癌細胞の増殖と浸潤に対するレスベラトロールの作用解析

4-1 背景と目的

レスベラトロール (3，4'，5-trihydroxy-trαns-stilbene， Fig. 4-1)はブドウの果皮に含まれるフ

イトアレキシンであり，抗酸化物質である.この食品因子は発癌抑制作用 (Janget al.， 1997) 

があり，腫蕩の成長を抑制することが見出されている (Carboeta1.， 1999; Surh eta1.， 1999) . 

Heishら (Heishet al.， 1999)はレスベラトロールが浸潤能の低い細胞 (MCF-7)よりも浸潤

能の高い細胞 (~A-~偲-435) に対してより強い増殖抑制作用を示すf とを報告している.

ところが，この報告も含め，レスベラトロールの浸潤抑制作用に関する報告はない.そこ

で本章では，肝癌細胞の増殖・浸潤に対するレスベラトロールの効果 その作用への抗酸

化作用の関与，およびinνlVOにおけるレスベラトロールの作用の可能性を検討した.

4・2 実験方法

4・2・1 材料

レスベラトロール (Sigma)は DMSO(Sigma)に溶解し，培地に DMSOの濃度が 0.5%

になるように添加した.対照の培地には0.5%DMSOのみを添加した.

4・2・2 肝癌 AH109A細胞の培養
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2-2-2に準じた.

4・2・3 In vitroにおける AH109A細胞の増殖能の測定

2-2-3に準じた.

4・2-4 In vitroにおける AH109A細胞の浸潤能の測定

2-2-4に準じた.

4・2・5 Ex vivo増殖能・浸潤能検定

Inνiνoでの作用の可能性を検討するために，レスベラトロールを経口投与したラットの

血清を invitro検定系の培地に添加することで増殖・浸潤に与える影響を評価した.はじめ

に，時間依存的な効果を検討するために，レスベラトロール (15mglrnl)を0.3%CMC (和

光純薬工業)に懸濁した. 5週齢のドンリュウ系雄ラットを一晩絶食し，体重 150gあた

り0.5mlのレスベラトロール懸濁液または0.3%CMC (溶媒対照)を経口投与し， 0， 1， 3， 

6， 12時間後に血液を採取した.次に，濃度依存的な効果を検討するため，体重 150gあた

り0.5rnlのレスベラトロール懸濁液 (0，3， 15， 30， 300 mg/rnl)を経口投与し， 1時間後

に血液を採取した.血清を調製し， Millex (0.22μ~ Millipore)を装着したテルモシリンジ

(10 ml，テルモ)を用いて鴻過滅菌したものを CSの代わりに 10%になるように実験培

地に添加し， 2-2-3に準じて増殖能を 2-2-4に準じて浸潤能を測定した.
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4・2・6 ヒポキサンチンーキサンチンオキシダーゼを用いた AH109A細胞の活性酸素処理

レスベラトロール (50μM)の効果の検討は 2-2-5に準じた.レスベラトロールを経口投

与したラット血清の効果の検討は，実験培地としてレスベラトロール (5mg/100 g body 

weight) 投与 1時間後に採取したラット血清または0.3%CMC投与 1時間後に採取したラ

ット血清を h伍Mに 100/0になるように添加したものを用いて 2-2-5に準じて行った.

4・2圃7 統計処理

測定値は平均値±標準誤差で示した.二群聞の比較は Student'sトtestにより，三群以上の

比較は一元配置の分散分析を行い，危険率 5%で有意であったときに Tukeytestまたは

Dunnett testにより行った.

4-3 結果

まず，肝癌細胞の増殖・浸潤に対するレスベラトロール (Fig.4-1)の効果を検討した.

レスベラトロールは 100・200μMで濃度依存的に増殖を抑制した (Fig.4-2A) .しかし，

50μMまでは増殖に影響を与えなかった.一方，この食品因子は25μMで浸潤を有意に抑

制し，さらに濃度依存的に (~2∞ μM) その浸潤抑制作用を強めた (Fig. 4-2B) . 

Inνiνoでの効果の可能性を検討するため レスベラトロールを経口投与したラットの血

清 (RERS) をmνitro検定系の培地に添加することで AHll09A細胞の増殖・浸潤を測定し
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た.はじめに，時間依存的な効果を検討した.レスベラトロール懸濁液 (5mg/l00 g body 

weight) をラットに経口投与後， 0， 1， 3， 6， 12時間後に血液を採取し，血清を調製した.

この血清を民伍M に 10%になるように添加したものを用いて，増殖・浸潤能を測定した.

レスベラトロール投与0時間後に比べ0.5，1時間後で，また，対応する溶媒対照群に対し

てRERSは肝癌細胞の浸潤を有意に抑制し，この作用は投与3時間後に消滅した (Fig.4-

3B) .一方，これらの血清は増殖に対して影響を与えなかった (Fig.4-3A) .次に，濃度

依存的な効果を検討した.レスベラトロール(1， 5， 10， 100 mgll∞g body weight)投与 1

時間後に血液を採取した血清を調製し MEMに 10%になるように添加することで実験培

地を調製し，増殖および浸潤能を測定した RERSは増殖には影響を与えなかったが (Fig.

4-4A) ，浸潤を濃度依存的に抑制した (Fig.4-4B) . 

カロテノイド(第二章) クルクミン(第三章)と同様にレスベラトロールも抗酸化物

質であるから， HX-XO系を利用した実験を行った.レスベラトロール (50μM，Fig. 4-5A) 

およびRERS(Fig.4-5B)は前培養時に HX-XOを含む培地に添加されることで，活性酸素

による AHI09A細胞の浸潤能冗進を抑制した.さらに カロテノイドと同様に(第二章参

照)，前培養時にレスベラトロールまたは RERSのみを添加し 中皮細胞との共培養時に

通常の 10%CS&伍Mで培養した AHI09A細胞の浸潤が，実際に浸潤が起こる段階でレスベ

ラトロールは培地に存在しないにも関わらず有意に抑制された.

4・4 考察

本章ではブドウの果皮に含まれる抗酸化物質であるレスベラトロールに関して検討を行

った.レスベラトロールは 100・200μMと高濃度では増殖・浸潤の両方を抑制したが， 25 
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'""'-'50μMでは浸潤のみを抑制した CFig.4-2) .また， RERS CO， 1，5， 10， 100 mgl100 g body 

weight) も浸潤のみを抑制した CFig.4-3 and 4-4) .レスベラトロール投与0.5，1時間後に

RERSは浸潤を有意に抑制し， 3時間後にその効果は見られなくなった CFig.4-3B) . Bertelli 

ら CBerte凶 etal.， 1996) はレスベラトロール投与 1時間後に血中濃度が最高になり， 4時間

で検出できなくなることを見出した.この報告は我々の結果とほぼ同様である CFig.4-3) . 

これらの結果より，経口投与された場合も，血中のレスベラトロールあるいはその代謝産

物は AH109A細胞の浸潤を抑制することが示唆され，つまり，in vivoにおいてもレスベラ

トロールは抗浸潤作用をもっ可能性が示唆された.

吹に，レスベラトロールの抗酸化作用が抗浸潤作用に関与するか否かを検討した.前培

養時に HX-XOとともに添加されることで，レスベラトロールおよび RERSは活性酸素に

よる AHI09A細胞の浸潤能充進を有意に抑制した CFig.4-5) .これらの結果はレスベラト

ロールの抗酸化能が抗浸潤作用に関与していることを示唆している.

カロテノイドと同様に(第二章参照)，実際に癌細胞が浸潤する段階で培地中にレスベ

ラトロールが存在しないにも関わらず，レスベラトロールおよび RERSは前培養段階のみ

に添加されることで AHI09A細胞の浸潤を抑制した CFig.4-5) .これらの結果により，レ

スベラトロールは細胞内，特に細胞膜に留まり，浸潤を抑制していることが推察される.
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第五章 癌性高脂血症に対するレスベラトロールの作用解析

5-1 背景と目的

癌は悪液質を引き起こし，宿主が衰弱する原因となっている.近年，食品因子のうち栄

養素でない成分にも有効な生理・薬理学的作用のあることが明らかにされつつある.そこ

で本章では，前章で取り上げたレスベラトロールに注目して，癌性悪液質のー症状として

の癌性高脂血症に対するこの食品因子の効果を検討した.

5・2 実験方法

5・2・1 動物

ドンリュウ系雄ラットを4週齢で購入後，明期 8:00-20:00，温度 22:t1
0

C，相対湿度 60:t 

5%に調整された動物飼育室で飼育した.飼育期間中は9:∞-11:00の間に体重および食下量

の測定と給餌を行った.最初の 3日間は固形飼料CE-2(日本クレア 東京)を自由摂取さ

せ，次いで4日間 20%カゼイン食 (20C，組成は表5-1参照)を自由摂取させた.ラットの

体重が等しくなるように 5群に分け， 1群を対照群として，引き続き 20Cを，他の4群に

は20Cにレスベラトロールを添加した食餌 (1，10， 50， 100 ppm，表5-1参照)を 6日間自

由摂取させた.ラットの背部皮下に PBS(ー)に懸濁した AH109Aを一頭あたり 5X 105移植

した (Irikuraetal.， 1985) .その後も 21日間それぞれの実験食を自由摂取させ，屠殺した.

屠殺当日は吠00に飼料を抜き取り，その 4時間後から屠殺を行った.屠殺時には血液を採
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取するとともに，肝臓および固形癌を摘出した.血液より血清を調製し， -20oCで保存した.

各組織は生理食塩水で洗浄後，漉紙 (No.1，アドバンテック東洋，東京)で水分をとり，

重量の測定を行った.

本実験の概要を Fig.5-1に示した.

5・2圃2 血清脂質濃度の定量

屠殺時に調製した血清を用いて，血清中のコレステロール (Ch)およびトリグリセライ

ド (TG)の濃度を定量した.

Chはリボタンパク質中の Chおよび総コレステロール (T司Ch)について測定した.高密

度リボタンパク質 (HDL)-Chは，血清リボタンパク質をリンタングステン酸沈殿法(Irikura

et al.， 1985)により HDL画分と超低密度リボタンパク質 (VLDL)および低密度リボタンパ

ク質(印L)画分に分けた.HDL-ChレベルはHDL画分を T-Chレベルは血清を試料とし

て，コレステロールオキシダーゼ・フェノール法を用いたキットであるコレステロールC-

テストワコー(和光純薬)を使用して，製造会社のプロトコールに従い測定した.T-Chレ

ベルと HDL-Chレベルの差を求め， (VLDL+LDL)-Chレベルとした.

TGレベルは血清を試料とし，グリセロールーテリン酸オキシダーゼ・ 3.5-ジメトキシーN-

エチルー(2'-ヒドロキシーゲースルホフ。ロピル)ーアニリンナトリウム法を用いたキットであるト

リグリセライドE-テストワコー(和光純薬)を使用して，製造会社のプロトコールに従い

測定した.
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5・2・3 血清過酸化脂質の測定

血清中の過酸化脂質のレベルは血清を試料とし，チオバルビツール酸 (TBA)法を用い

たキットである過酸化脂質ーテストワコー(和光純薬)を使用して，製造会社のプロトコー

ルに従い測定した.

5・2-4 統計処理

測定値は平均値±標準誤差で示した.統計処理は一元配置の分散分析を行い，危険率

5%で有意であったときにTukeytestを行った.

5-3 結果

はじめに，食下量，屠殺時の体重，体重増加量，肝臓および固形癌重量について示す(Table

5-2) .食下量，屠殺時の体重 体重増加量，肝臓重量に関しては統計的に有意な差は見ら

れなかった.固形癌の形成は5日目頃から見られ始めた (Datanot shown) . 100 ppmのレ

スベラトロールを含む 20C(l00R，他の食餌に関しても同様に略す)を摂取したラットに

おいて，固形癌重量が最大となり 10R摂取群のラットにおいて，最小となった (Table5-

2) .この二群聞には統計的に有意な差が見られたが，対照群との聞には有意な差は見られ

なかった.

つぎに，血清脂質の変動を検討した (Table5-3) .血清中の各種Chレベル(T-Ch，HDL-Ch， 

(VLDL+LDL)-Ch)に対して，食餌に添加したレスベラトロールは統計的に有意な変化を与

35 



えなかったが， T-Ch， (VLDL+LDL)ぐhレベルが，対照群に比べ 10R群， 50R群で減少傾向

が見られ，その傾向は 100R群では観察されなくなった.血清TGレベルも同様に，対照群

に比べ 10R群， 50R群において減少する傾向が見られ， 100R群になると TGレベルは 10R

群・ 50R群に比べて有意に上昇した.TGに関しては， 100R群で最高値を示し， 10R群，

50R群で最低値を示した.

最後に，血清中の過酸化脂質レベルに対する食餌中のレスベラトロールの影響をTBA法

を用いて，チオバルビツール酸反応生成物 (TBARS)の量で評価した (Fig.5-2) . TBARS 

の高かった対照群および 100R群に比べ， 10R群， 50R群でTBARSの有意な減少が見られ

た.

5・4 考察

本章では，担癌ラットの脂質代謝異常に対するレスベラトロールの効果を食餌にこの物

質を添加することで検討した.食下量屠殺時の体重体重増加量肝臓重量，および血

清Ch(T-Ch， HDL-Ch， (VLDL+LDL)-Ch) レベルに対して，レスベラトロール食は統計的に

有意な変化を与えなかった (Table5-2加 d5-3) .しかし， 、対照群に比べ 10R群， 50R群に

おいては， T-Ch， (VLDL+LDL)-Ch， TGレベルが抑制される傾向が見られたが， 100R群に

なるとこの傾向は観察されなくなった (Table5-3) .血清過酸化脂質レベルは対照群に比

べ 10R群， 50R群で有意に減少し やはり 100R群でこの抑制作用は消失した.このこと

から，続発性高脂血症である癌性高脂血症に対してもレスベラトロールは改善的に作用す

ることが示唆された.ラットに AHI09Aを背部皮下移植すると その場で固形癌を形成す

るが，直接的には関係のない腹腔内マクロファージの活性化が見出されている(小松，
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1998) . Allevaら(Allevaet al.， 1994)は腫蕩細胞が可溶性の細胞外マトリックス (ECM)

蛋白質を分泌し，それが血中を移動して他の場所のマクロファージと結合することで活性

化するのではないかと考察している.いくつかの癌細胞はEα4蛋白質を分泌することでマ

クロファージを活性化すること (Springer，1990) ，ある種の Eα4蛋白質により腫蕩壊死因

子 (TNF)およびインターロイキン(江)-1産生能が活性化されること(Armantet al.， 1994; 

Wbb et al.， 1990) ，腫蕩細胞の分泌するサイトカインにより TNF産生が活性化されること

(Kao et al.， 1994)が報告されている.また，癌性悪液質には江ー1などのサイトカインが関

与していることが示唆されている(平田 1999) . TNF-aをはじめとしていくつかのサイ

トカインの産生には転写因子である NF-KBが関与じている (Foxet al.， 1996; Chen et al.‘ 

1995)が，レスベラトロールがNF-KBインヒビターとして働くことで (Ts出etal.， 1999) ， 

高脂血症を改善する効果を発揮している可能性が推察できる.
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Table 5-1 Composition 01 expe!rimental diets 

Ingredient (g/kg) 20C 1 ppm 10 ppm 50 ppm _1_00 ppm 

Resveratroll 0.000 0.001 0.010 0.050 0.100 

Cornstarch2 397.486 397.485 397.476 397.436 397.386 

Casein3 

α-Cornstarch2 
200.000 200.000 

132.000 132.000 

Sucrose4 100.000 100.000 

Soybean α}5 70.000 70.000 

Cellulose Powder 50.000 50.000 

Mineral Mixture (A別 _93G)2.6 35.000 35.000 

Vitamin Mixture (AIN羽子7 10.000 10.000 

L-Cystine8 3.000 3.000 

Choline Bitartrate9 2.500 2.500 

tert-Butylhydroquinone9 0.014 0.014 

1. Sigma Chemical Corp.， St. Louis， MO， USA 

2. Nihon Nosan Kogyo Co.， Ltd.， Yokohama， Japan 

3. Oriental Yeast Co.， Ltd.， Tokyo， Japan 

4.~也白山 SugarCo.， Ltd.， Tokyo， Japan 

5.民位yazawaYakuhin Co.， Ltd.， Tokyo， Japan 

6. AIN-93G composition 

7. AIN -93 composition 

8. Ajinomoto Co.， Ltd.， Tokyo， Japan 

9. Wako Pure Chemical Industries， Ltd.， Osaka， Japan 
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Table 5-2 Effect of dietary addition of resveratrol to a 200/0 casein diet on total food intake， final body 
weight， body weight gain，tissue (Iiver and solid tumor) weights in hepatoma-bearing rats 

Mesurement Control 1 ppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm 
lnitial Body Weights (g) 110.6 :t 3.1 112.1 :t 3.6 111.5 :t 3.0 112.0 :t 2.7 111.7 :t 2.6 
Total Food Intake (g/27 days) 485.7 :t 32.99 467.7:t 25.4 505.7 :t 23.5 488.1 :t 18.3 438.2 :t 21.5 
Final Body Weight (g) 266.2 :t 16.5 266.5 :t 11.7 284.3 :t 4.1 287.9 :t 4.1 257.6 :t 14.4 
Body Weight Gain (gl27 days) 155.6 :t 18.1 154.4 :t 8.6 172.8士4.9 175.9 :t 13.8 145.9 :t 12.8 
Liver Weight 
Absolute (g) 11.08 :t 1.39 10.20 :t 0.34 11.21 :t 0.64 12.03 :t 0.92 10.09 :t 1.11 
Relative (g/100 g body weight) 4.10:t 0.29 3.84 :t 0.07 3.94 :t 0.18 4.16 :t 0.16 3.87 :t 0.20 
Solid Tumor Weight 
Absolute (g) 26.65 :t 6.99ab 40.73:t 10.30ab 15.68:t 7.48a 16.40 :t 10.09ab 50.84:t 5.08b 

Relative (g/lOO g body ¥veight) 10.44:t 2.80ab 15.80 :t 4.09ab 5.65 I 2.72a 6.62 :t 4.5 pb 20.26 :t 2.59b 

Data are the means :t SEM of five rats. Values not sharing a common letter are significantly different at P<0.05 by Tukey 
test. 
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Table 5・3 Effect 01 dietary addition 01 resveratrol to a 200/0 casein diet on serum lipid levels in 
hepatoma-beari ng rats 

Mesurement 
Total Cholesterol (mM) 
HDL-Cholesterol (mM) 
(VLDL+LDL)-Cholesterol (mM) 

Control 
2.54 ::t: 0.27 
1.10:t0.11 
1.44 ::t: 0.35 

lppm 10 ppm 50 ppm 100 ppm 
2.72 ::t: 0.32 2.08 ::t: 0.31 1.78 :t 0.18 2.88 ::t: 0.3 
1.08 :t 0.14 0.90 ::t: 0.11 0.95 :t 0.10 0.98 ::t: 0.14 
1.64 ::t: 0.28 1.18 :t 0.38 0.83 :t 0.18 1.90 :t 0.15 

Triglyceride (mM) 1.37 :t 0.488b 1.12 :t 0.32ab 0.61 ::t: 0.178 0.51 :t 0.078 3.06 :t 0.92b 

Data紅ethe means ::t: SEM of five rats. Values not sharing a common letter are significantly different at P < 0.05 by Tukey 
test. 
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Fig. 5・2 Effect 01 dietary addition 01 resveratrol to a 20% 
casein diet on serum lipid peroxide (TBARS) level 

Data are the means :t SEM of five rats. Values not sharing a common 

letter are significantly different at Pく0.05by Tukey test. 
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第六章総括

本研究では，抗酸化性食品因子として緑黄色野菜や甲殻類に含まれるカロテノイド，タ

ーメリック(ウコン)に含まれるクルクミン ブドウの果皮に含まれるレスベラトロール

に注目して，癌細胞の増殖・浸潤と担癌ラットにおける高脂血症に対するこれら成分の効

果を検討した.

はじめに，癌細胞の増殖・浸潤に対するカロテノイドの効果を検討した (Kozukiet al.， 

2∞0) .本実験では，カロテンとして α"カロテン， s-カロテン (BC)，リコペンを，キ

サントフィルとして， s-クリプトキサンチン，ゼアキサン平ン，ルテイン，カンタキサン

チン，アスタキサンチン (AX) を選び，その効果を検討した.これら 8種のカロテノイド

は0-...20μMで増殖に影響を与えずに，浸潤のみを有意に抑制したが，これら物質問の構造

的な違いはその浸潤作用に影響を与えなかった.このことから，浸潤抑制作用にはこれら

カロテノイドに共通の構造である共役二重結合が重要で、あること，および、，カロテノイド

のもつプロビタミン A活性は抗浸潤作用には関与しないことが示唆された.さらに， HX-

XO処理による AH109A細胞の浸潤能の充進を， BCおよびAXはHX-XOとの前培養時に

添加されることで抑制した.この結果はカロテノイドのもつ抗酸化能，特にスーパーオキ

シド捕捉能(Zhaoet al.. 1998)が抗浸潤作用に関与することを示唆している.しかしなが

ら，カロテノイドのラジカル捕捉能はその構造によってかなり異なるが(長尾ら， 1998) ， 

本実験の結果は構造の違いが浸潤能に影響を与えないというものだ、った.つまり，カロテ

ノイドのスーパーオキシド捕捉能は抗浸潤作用に関与するものの，部分的関与であること

が示唆される.

次に，癌細胞の増殖・浸潤に対するクルクミンの効果を検討した.カロテノイド同様，
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クルクミン (0"-'20μM)は増殖に影響を与えることなく， AH109A細胞の浸潤を有意に抑

制した.さらに，クルクミンを経口投与したラットの血清 (CURS)をinνitro検定系の培

地に添加したところ，浸潤抑制作用が見出された.これらの結果より，血中に存在するク

ルクミンあるいはその代謝産物が癌細胞の浸潤を抑制したことが示唆された.クルクミン

は抗酸化性食品因子であるが，腸管を経由するとテトラヒドロタイプのクルクミン類縁体

に変換され，類縁体の一つである THCはクルクミンよりも強力な抗酸化力を示す(usawaet

al.， 1995; Sugiyama et al.， 1996;大津， 1997;大津， 1998) .クルクミンおよびCURSは活性酸

素による AH109A細胞の浸潤能充進を 前倍養時に HX-X.uとともに添加されることで抑

制した.これらの結果はクルクミンのもつ抗酸化能，特にスーパーオキシド捕捉能 (Reddy

and Lokesh， 1994; Sreejayan and Rao， 1996)が抗浸潤作用に少なくとも部分的には関与してい

ることを示唆する.

さらに，抗酸化性食品因子としてレスベラトロールを選び，癌細胞の増殖・浸潤に対す

る効果を検討した.高濃度 (100，200μM)のレスベラトロールは増殖・浸潤の両者を阻害

したが， 50μMまでは浸潤のみを抑制した.また，レスベラトロールを経口投与したラッ

トの血清 (RERS)も浸潤のみを抑制した.これらの結果はレスベラトロールの増殖抑制作

用と浸潤抑制作用は別の機構であることを表している.さらに，in vivoにおいては浸潤抑

制作用をもつことが期待される.活性酸素による必1109A細胞の浸潤能冗進を，前培養時

にHX-Xuとともに添加されることで，レスベラトロールおよび RERSは抑制した. これ

らの結果はレスベラトロールの抗酸化能が抗浸潤作用に少なくとも部分的に関与している

ことを示唆している.

最近の報告により，アラキドン酸代謝産物が癌細胞の浸潤に関与していることが明らか

になっている (Liuetal.， 1996; Reich and Martin， 1996; Damtew and Spagnuolo， 1997) .カロテ
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ノイドはリポキシゲナーゼ (LOX)インヒビター (1ρmnitskiet al.. 1993・1ρmnitskiet al. 

1997) ，クルクミンはLOXあるいはシクロオキシゲナーゼ (COX)インヒビター (Huang

etal.， 1991， Began etal.， 1998) ，レスベラトロールはLOXあるいはCOXインヒビター (Jang

et al.， 1997; Maccarrone et al.， 1999)であるから これら食品因子のもつ浸潤抑制作用は LOX

またはCOXの阻害が関与している可能性もある.

さらに，担癌ラットの脂質代謝異常に対するレスベラトロールの効果を検討した.対照

群に比べ，レスベラトロール添加食群において T-Ch，(VLDL+LDL)-Ch， TGの値に減少傾

向が見られたものの， HDL-Chの値も含め統計的に有意な変化ではなかった.血清過酸化

脂質レベルは対照群に比べ..lOR群， 50R群で有意な抑制が見られた.このことから，続

発性高脂血症である癌性高脂血症に対しでもレスベラトロールは抗酸化性を有することが

明らかとなった.興味深いことに， 100R群の過酸化脂質レベルは対照群と同程度であった.

この結果から，担癌時の脂質代謝異常に対してのレスベラトロール作用には至適濃度があ

ることが推察される.

以上，本研究では緑黄色野菜に含まれるカロテノイド，カレーに用いられるターメリッ

クに含まれるクルクミン，赤ワインに含まれるレスベラトロールの癌に対する効果を検討

し，特に癌転移の重要なステップである浸潤に有効な効果があることが見出された.これ

らの食材は我々が日常的に摂取しているものであり，健康維持に貢献することが期待され

る.
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