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マ ウスニ段 階発 がん試 験 とEBV早 期 抗原誘 導活性 を指標 とした ノ癬 ρρ加c〃7cα3種子抽 出

物の発 がんプ ロモー シ ョン活性評 価

松 川 哲 也1,正 田 将 大1,玉 置 恵 子1,村 上 ひ か る1,梶 山 慎 一 郎1

要旨

トウダイ グサ科の落葉低木で ある」伽o卿 αα〃6α3は,種 子 に豊富な 中性脂質 を含み,荒 廃 地で も生育可

能であ るため,次 世代バイオデ ィーゼル原 料植 物 と して有望視 されてい る。 しか し一方で,本 植 物の種子

には発 がんプ ロモーターであ るphorbolester類 を含んでお り,生 産者 や消費者の健康 に与 える負 の影 響が

懸念 されてい る。本研究で はZα`κ α3種子抽 出物 の発 がんプロモー シ ョン活性 を,マ ウス を用いた二段階

発 がん試 験お よびEBV早 期抗原誘導活性 を指標 としたア ッセイ系に よ り評価 した。そ の結果,Zc〃7cα3

種子抽 出物 の発 がんプ ロモーシ ョン活性 は,発 がんプ ロモーシ ョン活性 を有す る代表的なホルボールエス

テル であ るphorbol-12-myristate-13-acetate(PMA)よ り低 いこ とが見 いだ され た。 また,種 子抽 出物 はPMA

の発がん活性 を抑制 す ることが示 された。 これ らの結果か ら,Zc〃7cα8種 子抽出物には化学発がん を抑制

す る物 質が含 まれ ることが示唆 された。

キー ワー ド:力〃o助αc〃7cα3,ホル ボールエ ステル,発 がんプ ロモー シ ョン活性,マ ウスニ段階発がん試 験,

EBV早 期抗原誘導試験

緒論

近年,化 石燃 料の使 用が環境 に与 える負 荷の大 きさか ら,持 続 可能な代替エネルギーの構 築が求 められ

てい る。 中で も植物 由来のバイオ燃 料は,再 生可能なカーボ ンニ ュー トラル燃 料 と して大 きな期待が寄せ

られ てい る。 しか し,現 在 生産 されてい る代表 的なバイオ燃 料は トウモ ロコシやサ トウキ ビな どの食用植

物 を原料 としてお り,原 料植物 の競合に よる食糧価 格の高騰 や生産地域 の拡大 に伴 う環境破壊 な ど新たな

社会 問題 が生 じてい る。 この よ うな社 会的背景か ら,非 食 用植 物 を原 料 と したバイオ燃 料の実用化が試み

られ てい る。

トウダイ グサ科の落葉低木で あるノ伽op加c〃rcα8(和 名,ナ ン ヨウアブラギ リ)は,種 子 中にバイオデ ィ

ーゼル燃 料に適 した流動性 の高い油脂成分 を約40 -60%含 む非食用油脂生産植物 であ り,新 たなバイオデ

ィーゼル燃 料資源植 物 として近年 注 目を集 めてい る(1)。また,本 植 物は半乾燥地や貧栄養 土壌 で も栽 培可

能であ ることか ら食 用植物 の生産地を避 けて栽培 可能であ り,ま た,病 害虫に も強い ことか ら,他 のバイ

オ燃料植 物 には見 られ ない大 きな利 点を有 してい る(2)。しか し,本 植 物 はこれ らの利点 を有す る一方で産

業 レベ ル での生 産 には留 意す べ き問題 点 も有 してい る。 本植 物 の種子 には発 がん プ ロモ ー ターで あ る

phorbolester類(PEs)を 含 む ことであ る。PEsは 比較的安定性 が高 く,加 熱処理や漂 白処理 を行 って も分解

されず,ま た,バ イオデ ィーゼル製 造工程で排 出 され る廃 棄物や最 終生産品で あるバイオデ ィーゼル燃 料

に もわず かなが ら含 まれ ることが これまでの研 究か ら示唆 されてい る(3・4)。そのた め,産 業 レベルでの大量

生産 にあた り,PEsが 生産者や 消費者 の健康 に与 える負 の影 響が懸念 されてい る。

PEsはtigliane型 の多環式 ジテルペ ンであるphorbolの 脂肪酸エ ステル であ り,ト ウダイ グサ科の植 物に
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広 く分布す る化合物 であ る。PEsは 多様 な化合物群で あ り,Zc〃7cα3か らはこれ まで に6種 のPEsが 同定

され てい る(図1)。 これ らはいずれ も12-deoxy-16-hydroxyphorbolを 基本骨格 としてお り,脂 肪 酸側 鎖が

異な る構 造異性体で あるこ とが明 らかになってい る(5)。これ までの研 究か ら,PEsに 暴露 したマ ウスでは

腫瘍形成 が促進 され ることが報 告 されてお り,PEsは 発 がんプ ロモー シ ョン活性 を有す ることが示唆 され

てい る(6の。

発がんプ ロモー ターは,現 在,化 学発 がんの発 生機構 と して知 られてい る化 学発 がん多段階説 において,

DNA損 傷 による変異 に伴 う 「イニ シエー シ ョン」が起 こった細胞 に対 してがん化 を促進 す る物質の ことで

あ る。発 がんプ ロモーターはそれ単独 では発 がん活性 を示 さないが,イ ニ シエー シ ョンを起 こ した細胞が

低濃 度で も継続 的に暴露す ることに よって確実にがん化 を引 き起 こす物 質であ るため,こ れ らの扱い には

細心の注意 が必 要であ る。PEsは 細胞 内で生理的基質であ るdiacylglycerolの ミミック(疑 似物質)と して

作用 し,主 にproteinkinaseCのC1ド メイ ンに結合 しこれ を活性化 させ ることによ り細胞内の情報伝 達 を

撹 乱 し,細 胞 の過剰 増殖や 活性 酸素の増加 な どの様 々な生理 現象 を引 き起 こす と共に発 がんに至 らしめる

と考え られ てい る(5・8)。したが って,PEsを 高濃度 で含 有す るZo麗rcα3の 大規模 栽培 を必要 とす る本植 物 由

来のバ イオ燃料 の実用化 は,生 産地域 において新 たな環境 問題 や健 康問題 を引 き起 こす可能性が考 えられ

る。 この よ うな背景か ら,Zc〃7cα3の 普及 には安全性 の評価 が喫緊 の課題 である。

そ こで本研 究では,安 全性評 価の一助 とな るべ く,実 際 に栽培者 やバイオ燃料生産者 が触れ る機 会の多

い種子 の粗抽 出物 を対象 とし,そ の発 がんプ ロモー シ ョン活性 の検討 を行った。PEsの 発がんプ ロモー シ

ョン活性 の評価 は,バ ーキ ッ トリンパ腫 由来細胞 であ るR句i細 胞 を用いたEpstein-Barrvirus(EBV)早 期抗

原誘導活性試験 と,実 際に実験動物 を用 い るマ ウス皮膚発 がん二段 階試験 を用いた方法に よ り行 い,Cアo競

'乏g伽〃1由来 のPEで あ り,強 力 な発がんプ ロモー ター として知 られ るphorbol-12-myristate-13-acetate(PMA)

とZc〃rcα8由 来のPEs粗 抽 出物 の発 がんプロモ ーシ ョン活性 の比較 を行 った。
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材料 および方法

種 子 粗 抽 出 物 の調 製

植 物材 料は,2008年4月 に フィ リピン ミンダナオ島南 コタバ ト州 ジェネ ラルサ ン トスで栽培,収 穫 さ

れたZo解oα3HybridNo.2を 使用 した。種子 の外殻 を除去後,HighHexHomogenizerに 供 し,18,0001pmで

30秒 間粉砕後,種 子重量の5倍 量の 〃-hexaneを 加 えて懸濁 した。懸濁液 を一晩静置後,吸 引 ろ過 に供 して

ろ液 を得 た。残渣 に再び 〃-hexaneを 加 えて同様 の操作 を3回 繰 り返 し,中 性脂質 を除去 した。Hexane抽 出

後の残渣 に種子 重量の5倍 量のacetoneを 加 え,先 ほど と同様の操作 を3回 繰 り返す こ とによ りPEsを 含

むacetone抽 出液 を得た。得 られたacetone抽 出液 にシ リカゲル(WakogelC-100)を 加 え,減 圧 乾固す ること

に よ りPEsを シ リカゲル に吸着 した。吸着後 のシ リカゲル を η一hexaneに よ り懸濁後,あ らか じめ η一hexane

で平衡 化 したシ リカゲルオープ ンカ ラム(50×500mm)に 供 した。溶 出溶媒 には 〃-hexaneとEtOAcの 混合溶

媒 を用 い,EtOAc濃 度 を0,30,70%に 段 階的に増加 させ る ことに よ り溶 出を行 った。各組成 の溶媒 は1500

mlず つ溶 出 して分画 した。PEsを 含 む70%EtOAc画 分 を減圧 乾固 した ものを種子粗抽 出物 とした。

粗 油 抽 出 物 の調 製

Zc〃roα3圧 搾粗油 は過去の報告 と同 じもの を使用 した(3)。粗 油10mlに,hexanelOOml,MeOH30ml

を加 え,分 液漏 斗を用いて分液 した。MeOH層 を減圧 乾固後,上 記の方法で シ リカゲルオープ ンカ ラムに

供 して粗精製 を行 った。

EBV早 期 抗 原 誘 導活 性 試 験

細胞には ヒ トバー キ ッ トリンパ腫 由来細胞で あるRaji細 胞(JCBBNo.JCR9012)を 使用 し,10%牛 胎児血

清お よび抗 生物 質 を含 むRPMIl640培 地で37℃,5%CO2で 培養 したものを用 いた。R司i細胞 を5×105cells/ml

とな るよ うに新鮮培 地に播種後,最 終濃度 が3mmol/1と な るよ うに0.6mol/1〃 一酪酸水溶液 を加 えた。 これ

に一定濃度 に調 製 したZo〃roα8種 子粗抽出物 お よびPMAのDMSO溶 液 を加 え,37℃,5%CO2で48時 間

静置培養 した。培養 後の細胞 は,細 胞密 度お よび細胞生存率 を測定後,ス ライ ドグラス上でアセ トンによ

り固定 した。 誘導 され たEBV早 期抗 原 は一次抗 体 にAnti-EBVEAD-p52/50(Millipore),二 次抗体 に

Anti-MouseImmungloblins/FITC(Dako)を 用いて抗 体染色 を行 い,蛍 光顕微鏡 に よ り検出 した。誘 導率は,

全細胞 数に対す る蛍光細胞 の比で表 した。

実験 動 物

発がん に段階試 験 に用いたマ ウスは,5週 齢 の雌ICRマ ウス(日 本 チ ャール ズ リバー)を 用 い,20℃,

湿度50%,日 長12時 間で飼育 した。飼料 にはMF固 形飼料(オ リエ ンタル酵母)を 用い,飲 料水 にはイ

オ ン交換水 を用 いた。飼料 お よび水 は実験期 間中 自由に摂取 させ た。

二段 階 発 が ん試 験

飼 育環境 に1週 間馴化 させ たマ ウスの背部被毛 を剃毛 した。剃 毛翌 日にマ ウス各個体の体重 を測定後,

1mg/mlのdimethylbenz[a]anthracene(DMBA)ア セ トン溶液 を100μ1塗 布 し,発 がんイニシエー シ ョンを行

った。1週 間飼育 した後,マ ウス各個体 の体重 を測定 し,一 定濃度 に調製 したZc〃rcα3種 子粗抽 出物,PMA

お よび,こ れ らの混合物 のアセ トン溶液 を100μ1塗 布 した。 この操作 を1週 間に2回 行い,20週 間塗布

を繰 り返す ことに よ り発がんプ ロモー シ ョンを行 った。 発がんプ ロモーシ ョン活性は形成 した腫 瘍の数 を

測定す ることに よ り評価 した。
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結 果および考察

EBV早 期 抗 原 誘 導試 験

は じめ に,Zo〃r6α3種 子粗抽 出物 お よび粗油抽 出物の発がんプ ロモーシ ョン活性 を簡易 に検 出す るため,

EBV早 期抗原誘導活性 につい て検討 を行 った。ポ ジテ ィブ コン トロール と して は代表的 なPEで あ るPMA

を用 い,ネ ガティブ コン トロール としてはオ リー ブオイル を用 いた(図2)。 そ の結果,種 子粗抽 出物お よ

び粗 油抽 出物 はいず れ も試料濃 度の増加 に伴 い,早 期抗原誘 導率が増加 した ことか ら,こ れ らの試料 中に

EBV早 期抗原 を誘導す る物質 が含 まれ るこ とが示 され,こ れ らの試 料が発がんプ ロモー シ ョン活性 を示す

ことが示 唆 され た。 一方,オ リーブオイルでは早期抗原誘 導活性 を全 く示 さなかった ことか ら,早 期抗原

誘 導活性物 質はZc〃rcα3に 特徴 的な ものであ ることが示 された。PEsの 発がんプ ロモーシ ョン活性 は細胞

内でdiacylglycerolの ミミックと して働 くこ とによる と考 え られてい る。本研 究の結果か ら,オ リーブオイ

ル な どの油脂 に含 まれ るdiacylglycerolは 発 がんプ ロモー シ ョン活性 を示 さない ことが示唆 された。一方,

代表 的なホル ボール エステル であ るPMAは 極 めて低い濃度で早期 抗原誘 導活性 を示 した。種子粗抽 出物

お よび粗 油抽 出物 はいずれ も來雑物 を多 く含 んでお り,そ のために見か け上の活性が低 く見積 も られてい

る可能性 が考 えられ る。また,過 去の報告 か ら,Zc〃7cα8由 来のPEsの うち,最 も含 量が多いjatropha飽ctor

C1の 発 がんプ ロモー シ ョン活性は,PMAよ りも低い こ とが示唆 されてお り(5),こ れ らの要因に よ りPMA

とZo耽 α8試料 との差が見 られた と推 測 された。
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図2Zc耽 α8種子抽 出物 お よび粗 油抽 出物 のEBV早 期抗原(EBV-EA)誘 導率

Raji細 胞 にZc〃rcα3種 子抽 出物(○),粗 油抽 出物(■)を 投与後,EBV早 期抗 原の誘 導率 を測定 した。

ポジテ ィブ コン トロール として代表 的なPEで あるPMA(●),ネ ガテ ィブ コン トロール と してオ リーブオ

イル抽 出物(口)を 投 与 した。誘導 され た早期抗原 はFITC化 抗体 で染色 し,蛍 光顕微鏡 を用いて観察 した。

値 は4連 の平均値±標準偏差 で表 した。

マ ウス ニ 段 階発 がん 試 験

EBV早 期抗原誘導試験 は,簡 便 かつ数値化 が容易 に可能 な点で発 がんプ ロモーシ ョン活性 の試 験法 と

して広 く普及 した方法であ る。 しか し,EBV早 期抗原誘 導試 験では発 がんプ ロモー ターが実際 に動物個体

に対 して与え る影響 を評価 す ることが困難 であ る。そ こで,先 ほ どEBV早 期抗原 誘導活性 を示 した種子抽

出物 お よびPMAを マ ウスニ段 階発 がん試 験に供 し,動 物個体に与 える影響 について検 討 を行 った。濃度

の異な る種 子抽 出物 お よび0.Olmg/mlPMAを,DMBAに よ りイニ シエー シ ョンを行 ったICRマ ウス に塗

布 し,体 重 の変動 を測定 した(図3)。 その結果,PMAお よび低濃度(0.01mg/ml)種 子抽 出物 を投与 したマ
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ウス に比べ て高濃度(lmg/ml)の 種子抽 出物 を投 与 したマ ウスで は体重 の増加 量が低 い ことが 明 らかにな

った。 この結果 か ら,種 子抽 出物 にはマ ウスの成 育 を抑 制す る物質が含 まれてい ると推 測 された。また,

高濃 度種子抽 出物 を投与 したマ ウスは体重が減 少 し,死 に至 る個体 も見 られた。一方,強 力な発 がんプ ロ

モーターであ るPMAを 投与 したマ ウスは,低 濃度 の種子抽 出物 を投与 したマ ウス と同様の体重増加 率 を

示 した。 この結果 か ら,種 子抽 出物 に含 まれ る毒性物質 はPEsと は異 なる化合物で ある と推測 された。次

に,こ れ らのマ ウスの腫瘍発現率 につ いて検討 を行 った(図4)。 その結果,PMAを 投与 したマ ウスでは,

投与後7週 目に腫 瘍が発 現す る個体が現れ,投 与後14週 目には全て のマ ウス に腫瘍が認 め られた(図4A)。
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図3マ ウスニ段 階発 がん試験被検マ ウスの体重変動

マ ウス背部 を剃 毛 し,DMBAを 用いたイニ シエー シ ョン後,プ ロモーター として0.Olmg/mlPMA(●),

1mg/ml(○)お よび0.01mg/ml(▲)Zc㍑ アcα8種子粗抽 出物お よびPMA+種 子抽 出物(■)を 週2回 塗布 し

た ときのマ ウスの体重を測 定 した。 値は12頭 の平均±標準偏差で表 した。
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図4Zcπrcα3種 子 抽 出 物 お よ びPMA投 与 マ ウ ス の 腫 瘍 発 現 率 お よ び 腫 瘍 数

マ ウ ス 背 部 を 剃 毛 し,DMBAを 用 い て イ ニ シ エ ー シ ョ ン 後,プ ロ モ ー タ ー と し て0.Olmg/mlPMA(●),1

mg/lnlZc〃7cα3種 子 粗 抽 出 物(○),PMA+種 子 抽 出 物(■)お よ び ア セ トン(×)を 週2回 塗 布 した と き の 腫

瘍 発 現 率(A)お よ び1個 体 あ た りの 腫 瘍 数(B)を 計 測 した 。
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図5Zc麗 アcα3種 子 抽 出 物 お よ びPMA投 与 マ ウ ス の 発 が ん プ ロ モ ー シ ョ ン 活 性

マ ウ ス 背 部 を剃 毛 し,DMBAを 用 い て イ ニ シ エ ー シ ョ ン 後,プ ロ モ ー タ ー と し てPMA(B,F),Z6〃 κα5

種 子 粗 抽 出 物(C,G)お よ びPMA+種 子 抽 出 物(D,H)を 週2回 塗 布 し た と き の 処 理 後8週(A-D)お よ び20週

(E-H)の 発 が ん の 様 子 。 コ ン トロ ー ル と し てacetone(A,E)を 用 い た 。

一方
,1mg/mlの 種子抽 出物 を投与 したマ ウスは16週 目で腫瘍 が発現す る個体 が現れ たが,実 験期間 中に

腫瘍 が発 生 した個 体は22%に とどまっていた(図4A)。 また,0.Olmg/mlの 種子抽出物 を投与 したマ ウス

お よびアセ トンでは,実 験期 間中に腫瘍 が発 現 した個体は認 め られなかった(datanotshown)。 形成 された

腫瘍 の形状 に関 して も,PMAを 投与 した個 体では1個 体 に多 くの腫 瘍が見 られ,そ の大 きさも経過時間に

伴 い大き くな ることが明 らかになった(図4B,図5B,F)。 これに対 し種子抽 出物 を投与 したマ ウス に発生

した腫瘍 は,1個 体 に1つ しか発生せず,大 きさも成長が ほ とん ど見 られなか った(図4B,図5C,G)。 こ

れ らの結果 か ら,Zc〃rcα3種 子 に含 まれ るPEsの 発 がんプ ロモー シ ョン活性 はPMAと 比較 して低い こと

が示 唆 され た。過 去の報告 で示 されたjatrophafactorC1の 発 がんプロモー シ ョン活性 はPMAの 約10%程

度 であったが,本 研 究の結 果か ら見積 もられた種子抽 出物の発がんプ ロモー シ ョン活性 はそれ よ りも低か

った。 このこ とか ら,種 子抽 出物 にPEsの 発 がんプ ロモー シ ョン活性 を抑制す る物質が含 まれてい る可能

性 が考 え られた。 そ こで,次 にPMAと 種子抽 出物 を同時 に投与 し,種 子抽 出物の発がんプ ロモー シ ョン

活性抑制効 果について検討 を行 った。 その結果,種 子抽 出物 とPMAを 同時 に投与 したマ ウスでは,PMA

単体で投与 したマ ウスに比 べて腫瘍 が形成 した個 体数 が顕著に減少 す ることが明 らかになった(図4A)。

また,形 成 され た腫 瘍数 お よび腫瘍 の大き さも抑制 されてお り,種 子抽 出物のみ を投与 したマ ウス とほぼ

同程度 まで腫瘍 形成 が抑制 され ていた(図4B,図5D,H)。 これ らの結果か ら,Zcπ7cα5種 子 中には,PMA

に よる化学 発 がん を抑 制 す る作用 を持つ 代謝 産物 が存在 す るこ とが示 唆 され た。 過 去の報 告 に よ り,

phorbolの 長鎖脂肪酸 ジエ ステル がphorboll2,13-dibutyrateの 活性 を抑制す ることが報告 されてお り,脂 肪

酸側鎖 の極性 が活性 に大き く影響す ることが示 唆 されてい る(9)。Z6π7cα3由 来のPEsとPMAに おいて も

脂肪酸側鎖 の違 いに よる拮抗 作用が働 き,結 果 としてPMAの 活性 を抑 制 した ことが考 えられ る。また,

本研 究で用 いた種子抽 出物 は粗 精製 の段 階の ものであ り,化 学発 がんの抑制 にPEs以 外の來雑物が影 響 し

てい る可能性 も考 えられ る。今 後,種 子抽 出物 に含 まれ る発 がん抑 制物 質の同定が期待 され る。

結 論

本研 究では,Z6㍑rcα8種 子抽 出物 を用いてその発 がんプ ロモー シ ョン活性 の評 価 をEBV早 期抗原誘導
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活性 を指標 とした 加v'〃・oアッセイ系お よびマ ウス皮膚二段階発がん試験 による'〃 卿oア ッセイ系の2種

のア ッセイ系 を用いて行 った。 その結果,種 子抽 出物が発 がんプ ロモー シ ョン活性 を示す ことが明 らかに

なった。 しか し,そ の活性 は強力な発 がんフ.ロモーターであ るPMAと 比較す ると極 めて低い もので あっ

た。 また,マ ウスニ段 階発 がん試 験の結 果か ら,Zo〃 アoα5種子抽 出物 にはPEsと は逆 に化学発がん を抑制

す る物 質が含 まれ ることが示唆 された。

Zo〃 πcα8由来 のバイ オ燃料 の普及 にはその安全性 の評価 が不 可欠 であ り,そ のためにはZo〃roα8由 来

PEsの 発 がんプ ロモーシ ョンの詳細な メカニズム を解 明す る必要があ る。 しか し,化 学発がんの メカニズ

ムは極 めて複雑 なため,未 だに詳細 は明 らかにな っていないのが現状であ る。本研 究の結果か ら,Zoπ κα8

には発 がんプ ロモー ター と一方でそれ と相反す る発 がん抑制作用 を有す る代謝産物が含 まれ ることが示唆

され た。今 後,本 研 究で示 唆 された新規発 がん抑制物質 を同定 し,そ の作用の詳細が明 らかにす ることに

よ り複雑 な化 学発 がんメカニズム を解 明す るための新 たな研 究用分子プ ローブ とな ることが期待 され る。
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Evaluation of tumor promoting activity of Jatropha cu cas seed extracts by the two-stage mouse skin tumorgenesis 

assay and Epstein-Barr virus early antigen induction assay.

Tetsuya MatsukawaI, Masahiro Shoda', Keiko Tamaki', Hikaru Murakami', Shin' ichiro Kajiyama'

Jatr•opha eurcas, a tropical plant belonging to the family of Euphorbiaceac, has recently been attracted the 

considerable attention as a potential source for bio-diesel due to the high adaptability to semi-arid areas and the high 

oil content in seed kernel. The seed, however, contains phorbol esters which exhibit tumor-promoting activity, and 

thus negative impact of these compounds on health of producers or consumers should be concerned_ In this study, 

tumor-promoting activity of I cur eas seed extracts was evaluated by the two-stage mouse skin tumorgenesis assay 

and Epstein-Barr virus early antigen induction assay. Our results showed that tumor-promoting activity of J. curcas 

seed extracts was significantly lower than phorbol-l2-myristate-1 3-acetate (PMA), which is well known as a potent 

tumor promotor. In addition, J. cur eas seed extracts were revealed to suppress the tumor-promoting activity of 

PMA. These results suggest that./ curcas seed extracts contain some suppressor of tumorgenesis_

Key words: Jatropha curcas, phorbol esters, tumor-promoting activity, tow-stage mouse skin tumorgenesis assay, 

EBV-EA induction assay 
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