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一日中医学協会助成事業一

生薬甘遂中の抗癌成分の探索と作用機序の解明
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生薬甘遂はトウダイクサ科の植物 Eupbo~がakansuiの根であり、山西、河北省など中国北西
部に産出される。古来、甘遂は利水剤として知られ、神農本草経では「下品Jに分類されて、毒

性の強い生薬として知られている。近年、中国での臨床報告によると、甘遂は慢性気管支炎、気

管支噛息などのアレノレギー性疾患や食道癌、乳腺癌、肝癌などの悪性腫療の治療薬としてしばし

ば使用される。 1・5甘遂の成分研究は 1943年から現在まで、十数種のジテノレベン及びトリテノレペ

ンが報告されている。 6・11その中の ingenane型ジテルベン類化合物には抗ウイルス活性〈特に

抗HIV活性)や癌細胞に対する細胞毒性など様々な強い生物活性が認められ、注目されている。

我々は甘遂について、アフリカツメガエ/レのアニマノレキャップ細胞を用い、細胞分裂阻害活性

を指標として活性成分の探索を行なった。今まで 10種類の新規化合物を含む 34種類の化合物

を単離し、それらの構造決定と後期胞脹より得たアニマノレキャップ細胞の細胞分裂に対する阻害

活性について検討した。

さらに、機能解明と医薬品のリード化合物の開発を目指した生理活性の研究についても検討し
たので、報告する。

緒言

最近の中国での臨床報告によると甘遂は慢性気管支炎、気管支鴫息などのアレノレギー疾患及び

食道がん乳腺癌などの悪性腫癖に適用されています。例えば、甘遂甘草散を晩期食道がん患者に

投与して、 12例の症例中に 9人の症状が改善され、 6-15ヶ月の延命効果が認められました。肝

癌の治療に甘遂は大戟、天南星、爵香、アギなどの生薬と配合して、湿布剤として用いられてい

る。また、甘遂は珊砂などと一緒に細かく粉砕して鼻腔に噴射して咽頭癌の治療にも使われます。

われわれは甘遂の抗腫癒成分を明らかにするために、アフリカツメガエルアニマルキャップアッ

セイ法を用いて甘遂の活性成分の検索をしました。

KeyWords: 
甘遂(EupborbiakansuQ， 抗癌成分，アニマノレキャップアッセイ，細胞増殖阻害活性， DNA 

合成活性

研究方法:
アニマルキャップアッセイ法 12

胞脹後期のアニマス細胞をピンセットで培養液中分離する。その、動物極組織から Ca2+の培

養液中で分散細胞を調整する。

0.2 mg/mlのγ-globulinを含む50%アニマルメデイウムを用い、テラさキプレート中で増殖に

対する影響を調べた。翌日、顕微鏡で個々の細胞が分裂しているかどうかを観察する。

DNA合成に対する影響(免疫蛍光実験法)

アニマノレキャップ細胞は 5・bromo・2'-dωxy-uridine (BrdU)を含む培養液中で37'C、 30分
培養する。 BrdUに対する蛍光染色剤を入れて 37'C、 30分染色する。蛍光顕微鏡で DNAの

合成を観察する。
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細胞増殖限害アッセイ

培養された剛T(mouse rnammary tumor ce 11s)、LC540(rat testicular tu即 rce11s)、3T3(即 use

normal 3T3-Swiss albino cells)細胞はmicroculture plates (2-3 x 1000 cells/O. 1m!)に移し、

37"C、 10%C仇で 3-4日培養し、固定、発色した後、顕微鏡で細胞数を数える。

活性成分の分離

中国産の甘遂 15kgを60%エタノールにより 45Lの溶液とし、これを 2回温浸した後、

減圧下で濃縮して 1200gのエキスを得た。これを水 4Lに溶解し、クロロホノレム、酢酸エチ

ノレ、及びプタノーノレの各4Lで、順次それぞれ3回ずつ抽出した。これらを減圧濃縮し、クロロ

ホルム画分からは 16 5 g(G・1)、酢酸エチIレ画分からは23g(G-勾、プタノーノレ画分からは6

4 g(G・3)，水層画分からは800g(G・4)を得た。

上記各画分のうち、もっともアニマノレキャップ細胞に対する増殖限害活性の強い G・1画分濃

縮エキス 150gをシリカゲルカラム， ODS-C18カラム， sephadex-LH20カラム，及び各種頗相

及び逆相の高速液体クロマトグラフィー (HPLC)を用いて繰り返し精製を行い、化合物 1--3
4を単離した。
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活性結果:

1.アニマルキャップアッセイ結果

甘遂エキス及び各化合物のアニマルキャップ細胞増殖に対する影響を調べた。その結果(阻

害率)を、 Figure1、2、3に示す。甘遂の各層エキスの中、 CHCla層 (G-l)の活性が一番強か

った。化合物には、一つの脂肪酸の置換基を持つIngenane型のジテJレペン 1-4，8-9と17-18

は一番強い活性を示した (0.5μglmLの限害率は6()01o以上)。二つの脂肪酸の置換基を持つ

Ingenane型のジテルベン5-7の活性はー桁落ちると見えますが(10μダ叫d の阻害率は500も以上)、

jatrophane型のジテルベンより強い活性が認められた。 16位に脂肪酸の置換基を持つ Ingen制 e

型のジテルベンは特に活性が弱くなった。ただ化合物 12と13は 10μ.glmLの阻害率は6肋b以上

を示した。 jatrophane型のジテノレペンの中、 21番の化合物はある程度の活性を示した (10，50，200
μ.glmlの阻害率は 57%，87%， 98%だった)0Eup油ne/tiru伺 llane型のトリテノレペンも 10μ.glmLの

阻害率は 50%以上を示した。
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Fig. 1 Effects of ~ G・1，G・2，G・3and G-4 trl伺伽lenton the proliferation of ce11s isolated合'ombla臨da
embI)'os ofX初中附
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2. DNA合成に対する影響(免疫蛍光実験法): 

化合物 22について、BrdUの取り込み実験をやった結果、対象細胞と比べて、DNAにBrdU
の取り込みの差が認められなかったから、化合物22は細胞の DNA合成に影響をしなかったと

判明した。
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A， C: 化合物22を2ωμ g/副加えた後、さらに8rdUを加え、培養、固定し、発色させた細

胞
B， D: 対象細胞

3.細胞増殖阻害アッセイ結果:

化合物 1，1と21それぞれの MMT(mou鵠 mammarytumor cells)、LC540(rat testic叫町

tumor cells)、3T3(mousenormal 3T3'Swiss albino cells)細胞に対する増殖阻害作用を調べた。

化合物 22は選択的に 3T3細胞の増殖を阻害した (fi酔re4)。化合物2は選択的に MMT細胞の

増殖を限害した。さらに、 MMT細胞培養液に化合物2を入れて一日培養してから、 PBSで細胞

を流し、新しい培養液でまた 2日間培養した後、細胞の数と形は対象細胞と同じ様になった

(日酔re5)。これは、 2のMMT細胞に対する阻害作用は可逆的だと考えられる。化合物1は3

種類細胞の増殖を全て阻害した(畳gure6)。
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Fig. 4 Effects of21 on the proliferation of勘1MT， LC 540 and 3T3 cells. 
MMT， LC 540 and 3T3田11swere cultured at 37

0

Cゐr3 days in the pre田n印 of10μι50μg.， and 

100μglml of 22 or absence of 22 in microplates. The cel1s were then fixed， stained with Giemsa， and 
counted under a 1抱htmicroscope. The per四ntageof proliferating cells ver制 sthe ∞ntrol re伊rdto the 
concentration of12 is shown. A: 10μ仰 1of drug， B: 50μg/凶， C:100μg/ml. 
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Fig. 5 Effects of 1 on the pro脆 rationof.MMT， LC 540 and 3T3田 lls. 
.MMT， LC 540 and 3T3回llssuspended in MEM supplemented with 1 ()c)も fetal伺 Ifserum were 

cultured with or without 2 in microplates for 3-4 days. MMTω11s were also cultured at 37"(; for 24 

hours in the presence of 0.5μg， 2μg， 10μg， and 50μglml of2 or 油田nceof 1 in microplates. After 
washing in PBS， the cells were印 lturedwithωt出edrug for 48hours. The cells were then fixed， stained 
with Giemsa， and counted under a light microscope. The percentage of proliferating cel1s ver叩 sthe 
∞ntrol問gardωtheconcentration of2 is shown. A: 0.5μg/mlof伽g， b: 2μg/ml， c: 10μg/ml， d: 50 

μg/ml. 
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F抱.6 Effects of 1 on t恥 prolifヒrationofMMT， LC 540 and 3T3印l1s.
MMT， LC 540 and 3T3 cells were cultured at 37"(; for 3 days in the prl回 enceofO.5μg，2μg， 10μ 

仏間d50μg/m1 of 1 or absence of 1 in microplates. The cells were then fixed， stained with Giem阻，叩d
counted under a 1抱htmicroscope. The percentage of proliferating印1Isver叫 sthe control re伊rdto the 
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concentration ofl is shown. A: 0.5μ'1/凶 ofdrug，b: 2μglml， c: 10μglml， d: 50μglml. 

考察:

アニマルキャップアッセイ法によって活性追跡分離を行う、 34種の化合物を得た。単離され

たingenane型ジテノレペンはアニマルキャップ細胞の分裂をもっとも低濃度で阻害した。化合物

22について、 BrdUの取り込み実験をやった結果、細胞の DNAに BrdUの取り込みが認めら

れたことから、化合物 22はDNA合成を阻害して細胞の増殖を限害したのではなく、他のノレー

トで細胞増殖を阻害したと分った。アニマ/レキャップ細胞の分裂はSとM期の二期しかないか

ら、 11はDNA合成期のS期ではなく、分裂自身 (M期)を阻害したのではないかと推測した。

化合物(1，2，22)について、さらにMMT(mousemamm町 ytumor cells)、LC540(r副知stic叫ar

tumor cells)、釘3(mo回 enormal 3T3.Swiss albino ceUs)細胞に対する増殖阻害作用を調べた

ところ、 3種類の化合物は別々に特異的な細胞に対して特異な作用が認められたので、科学修飾

により、有望的な抗がん剤のリード化合物になれると期待されている。
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