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　 Methanol　extracts 　of　Myrobalan （1），
　 knots　of 　eWister’a 　bra吻 botrys（2），　 fruits　of　Trapa

／aponiea （3）and 　Coix 　seed （4）were 　assayed 　for　their　inhibitory　 effects 　 on 　 Epstein−Barr
virus （EBV ）activations 　by　 a 　 short 　 tcr皿 in ゆ ro 　 assay 　 in　 which 　lymphoblastoid 　 cells （Raji）
latently　 infected　 with 　EBV 　were 　used ．　 The　EBV 　activation 　by　I2−0 −tetradecanoylphorbo1・

13・acetate （TPA ）and 　 teleocidin 　B 　 was 　inhibitod　 markedly 　by　l　 and 　2　but　 only 　 weakly 　by
3．Coix 　seed （4）was 　found　to　show 　a　signi 且cant 腕 vit尸o　cytotoxic 　c仔 ect 　on 　the 　R．aji 　cells ．
Tho 　methanolic 　cxtracts 　from　four　 mixtures 　 of 　 the　 crude 　drugs　i．　e ．，1and 　4，2and 　3，2

and 　4，　 and 　2，3and 　4
，
　 gave　 more 　enhanced 　 inhibitory　 eげects 　 on 　 EBV 　 activation ，　 with

IeSS　CytOtOxiCity ．

　 These　inhibitory　effects　 on 　EBV 　activation 　suggested 　that　 these 　crude 　drugs　 possess
antltumOr 　promOtmg 　actlvltleS．

　 Keywords − Myrobalan ； knots　 of 〃
’
isteria伽 c砂 ∂o砂 s ； Coix　 seed ； fruits　 of　 Trapa

／aponica ； inhibitory　effect　on 　Epstein−Barr　 Virus　activation ； TPA ； teleocidin　B ； antitumor

promoter ； Raji　eell

　化学発癌 の 二 段階発癌機構
1）

に お け る 環境 中 の プ ロ モ
ー

タ な らび に 抗 プ 卩 モ
ー

タ の 検索 に つ い て は，すで に 数多く

の 報告が な され て い る
2re4）．ま た 数多 くの 生薬 に つ い て ，そ の 抗腫瘍活性 が 検討 さ れ，抗捶瘍活性 を有す る 化合物 に

つ い て の 報告 が な され て い る．さ らに，生薬成分 に お け る 抗発癌 プ P モ
ー

タ 作用 に つ い て は，小清水 ら
3）

に よ っ て ，

カ キ ド ウ シ （Glechoma　hederaceae　L．）か ら抗 プ P モ
ー

タ 活性 を 有す る 化合物 と し て ursolic 　 acid お よ び oleanolic

aoid 単離され，堀内ら
5） に よ り，タ ソ ニ ソ お よ び 関連 ポ リ フ ェノ ール が，ま た 安川 ら

6 〕
に よ っ て

，
　 sterol 類や

flavonoidな ど広範 な検討 が な され て い る 7 ・s）．

　発癌予防 の 見地 か ら し て も，生薬 な らび に 生薬成分 の プ 卩 モ
ー

タ お よ び 抗 プ ロ モ
ー

タ 活性 の 検討 は 今後さ ら に 重要

な意義をもつ もの と考え られ る．

　
一

方， ト ウ ダ イ グ サ 科 （Euphorbeaceae）に 広 く含有され る ジ テ ル ペ ン 類，とくに 工2−0 −tetradocanoylphorbel −

13−acetate （TPA ）
4） な らび に 放線菌の

一
種 Streρtomyces 　niedioeidiaus よ り．単離 され た イ ソ ドール ア ル カ ロ イ ド

，

teleocidin　B9 ｝
に は 強力 な発癌促進作用 が あ る こ とが 知 られ て い る．ま た伊藤ら

足o＞
は，こ の 発癌プ ロ モ

ー
タ な らび に

抗 プ P モ
ー

タ の
一

次 ス ク リ
ー

ニ ン グ 法 と し て，Epstein−Barr　virus （EBV ）の 活性化を指標 とす る synergistic 　assay

法 が有効 で ある こ と を報告し て い る．
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　　　　　　　　　　 Raji　Cells　I × 10δ
／ml

　　　　　　 （EBV 　genome −carrying ，　 non −producer）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十

　　　　　　　　　　　n −butyric　acid 　4　mM

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十

　　　　　 TPA （14ng ／nil ） or 　teleoc孟din　B （20　ng ／
κ

m1 ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 十

　　　　　　　　　　　 sample （ill　DMSO ）

　　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　culture
，
48　h，37°C （CO2　incubator）

　　　　　　　　　　　　　　　 ↓
smears ，　 stained 　by　NPC 　serum 　for　EBV −EA 　producing 　cells （％）

　　　　　　　　 （lndirect　immunofiuorescence ）

　　　　　　　　　　　　　　Fig．　L

　そ こ で ，著者 らは，生 薬 の 抗 プ ロ モ ー
タ 作用，な らび に 生薬の 組合せ に よ る抗 プ 卩 モ

ー
タ 作用 へ の 影 響を検討 し ，

さらに 生薬成 分中の プ 卩 モ ー
タ お よ び 抗 プ 卩 モ ータ の 検索利用 を 目的 と し，まず抗腫瘍の 目的で 民間 に 用 い られ る こ

との あ る生 薬
11 ）

に つ い て ，現在最 も簡 便 で 有用 と考え られ る 伊藤 らの 方 法 に 従 い
，
TPA な らび に teleocidin 　B に

よ る EBV の 早期抗原 （EBV −EA ）の 発現 を指標 と し て
一

次 ス ク リーJ一ン グ を行 い
， さ らiC　Raji 細胞 に 対す る細胞

轟性に つ い て も検討 し た．

　今回，慧 双 仁，菱 実，訶子，藤瘤 の 各大阪市易品を 用 い さ らに 各生薬 の 種 々 混合 エ キ ス に つ い て検討 した．

実験材料および実験方法

　L 　 エ キ ス お よび試料溶液 の 調製

　慧苡仁，藤瘤，菱の 実 ， 訶子 の 大阪市場品を 細切 し，そ れ ぞ れ 30g を メ タ ノ
ー

ル 300　ml に て 温 浸 3 時 聞 抽 出 し，

誠圧濃縮 して エ キ ス とす る．2 種の 生薬 混 合 エ キ ス は ，各生 楽 15g ず つ を 混 ぜ，メ タ ノ
ー

ル 300　ml に て 温時 3時

間抽出， 3種 お よび 4種 の 生薬混合 エ キ ス は，者生薬 10g ず つ を 混ぜ ，メ タ ノ
ー

ル 300　ml に て 同様に 抽出 し，減

圧濃縮 して一A 混合 エ キ ス とす る．（エキ ス 含 量は ，TABLE に 記載）各 エ キ ス は，　 dimCthylSUIfoX 丘de （DMSO ） に 溶

解し，100μg／m1 ，10μg／ml ，1μg／ml の 試 料 溶 液を 調製す る．

　 2．　 ア ッ セ イ法

　EBV 潜在感染 ヒ ト リ ソ バ 芽球様細胞株 Raji 細胞 の 培養液 と し て RPMI1640 に 4％ 胎 仔血 清 お よび 抗生物質 （ペ

ニ シ リ ン 200 単位／ml
，

ス ト レ プ ト マ イ シ ン 0．25　mg ／ml ）を加 え た もの を使用 し た．こ の 条fl・下 で ，　 EBV 　A然活性

率は，0．1％ 以 下で あ っ た．Raji活 性 試 験 は ，　 Fig．1 に 示す ご と く，1x 工06細胞／ml の 濃度 に 調製 し た Raji 細胞

に ，酪酸 （4rnM ） と TPA （20　ng ／ml ）あ るい は teleocidin 　B （14　ng ／ml ） の DMSO 溶液 を 加え，　 CO2 イ ン キ ＝
ベ ータ ー

中，37℃ で 48時間培養後 ， 塗沫標本 を作成 し，−L咽 頭癌患 者 「而青を 用 い た闘接螢光抗 体 法 に て EBV −EA

を染 色 し，陽性 細胞 の 発 現 率を 100 と し，こ れ を 陽性 コ γ ト 卩
一

ル と した．試 料 の 発現率 は ，同 じ く Raji 細胞株に ，

酪酸 （4mM ），　 TPA （20　ng ／ml ）あ る い は teleocidin　B （14ng ／m1 ） と各濃度の 試料溶液 を 加 え ， 同様 に培養後算出

し た．な お 毎 回，酪酸だ けの 陰性 コ ン ト P 一ル と，上 記 陽性 コ γ ト P 一
ル とを 同 時 に 行 い ，そ れ ぞれ EA 陽性 細胞

0．25〜1，0，30〜40％ で あ っ た．

実　験　結　果

　1） 単 一生 薬 の エ キ ス で は ，藤瘤，訶子 の メ タ ノ ール ＝ キ ス に は顕著な抑制作用が認め られ，と くに 訶了で は ， 10

μg／ml の 濃度で も強 い 抑制作用を示 して い る．一
方菱 の 実 で は，弱 い 抑制作用 が 認 め ら れ た．しか しな が ら，惹苡

仁 の メ タ ノ
ー

ル エ キ ス に は，Raji 細 胞 に 対 す る強 い 細胞 毒 性 が 認 め ら れ る．こ れ ら は ，
　 TPA ，　 teleocidin 　B い ずれ

に よ る早期抗原の 誘発 に 対 し て も同 様 の 結果 で あ った．

　2）混合 エ キ ス で は ， 訶子
一
慧苡仁，訶 子

一
藤 瘤，菱 の 実

一
藤瘤 の 組合 せ で，TPA ならび に teleocidin　B い ずれ に

よ る早期抗原の 誘発 に 対 し て も，単
一

ニ キ ス の 場 合 よ りさ らに 強 い 抑制作用 が認め られ た ．と くに 菱 の 実
一
藤瘤 で は，

10μg／ml の 濃度 で もそ の 抑制効果 は 顕著 で あ っ た ．藤 瘤一
菱の 実

一
慧苡仁 な らび に 藤瘤

一
菱の 実一

訶子 で も ， 顕著 な抑

（345 ）
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TABLE　I．　 Inhibitory　Effects　on 　TPA 　Induced　 EBV −EA 　Activation
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concentration （μ9 ／m
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制作用 が 認 め られ，さ らに Raji 細胞 に 対す る細胞毒性が軽減 され た ，

考 察

　近年，伊藤 らに よ っ て 発癌 プ 卩 モ
ー

タ ーの 短 期検出法 の
一一

種 で あ る EBV 活性化 を 指 標 とす る synergistic 　assay

法 が 確立 さ れ た ．TPA な ら び に teleocidin 　B に よ り誘ゴ邑さ れ る EBV −EA を指標 として 本 法 を利用 す れ ば，短 時

日に ，多量 の 試料 を，安全 に 処理 す る こ とが で ぎるた め ，生薬 あ る い は 生薬成分中の 抗 プ P モ ータ の ．一
次 ス ク リ

ー一＝t

ン グ に は ，最適 の ア ッ セ ィ法 で あ る と考 え られ る．そ こ で
， 本報 で は，生薬 の 抗 プ 卩 モ ー

タ 活性 を 検討す る 目的 で，
上 記 ア ッ セ ィ 法 を用 い て

、
4 種 の 生薬，すなわち 民間薬と して 抗腫瘍 の 目的 で 用 い られ る こ と の あ る 憙 苡 仁，訶 子，

菱 の 実 ， 藤瘤，な らび に それ ら の 混合 エ キ ス に つ い て検討 を 加え た ，

　単
一

生 薬 の エ キ ス で は，藤 瘤，訶子に 顕著 な EBV 活性化 に 対する抑制効果 が 認め られ た．しか しな が ら，慧苡仁

で は Raji 細胞 に 対す る細胞毒性が認め られ た．ま た 2 種 の 混合 エ キ ス で は，訶 子一慧 苡仁，藤瘤
一
菱 の 実，藤瘤一

訂

子に は，単
一

エ キ ス に よ り顕著な EBV 活性化抑 制効 果 が 認 め られ た．と くに 菱の 実は，単
一一エ キ ス で は その 抑制効

果が 顕著で は な い が，藤瘤 との 混合 エ キ ス に す る こ とに よ り，菱 の 実，藤瘤い ずれ の 単独 エ キ ス の 場合 よ りも強い 抑

制効果 が 得 られ た，さらに，単
一

エ キ ス で 認 め られ た 慧 苡 仁 の Raji 細胞 に 対す る 細胞 毒性 が，混合 エ キ ス で は ，
い

ずれ の 場合 もは る か に 軽減 され て い る．ま た 3 種の 混合 ・1！キ ス で は ，単
一

あ る い は 2 種 の 混 合 エ キ ス に 比 較 し，同等

もし くは それ以 上 の 抑制効果 を維持 しな が ら，Raji 細胞 に 対す る細胞 毒 性 は，い くらか 驟減され る傾向に あ る こ と

が 明らか とな っ た，こ れ らの 作用 は ，TPA お よ び teleocidin 　B い ずれ に よ る EBV −EA の 誘発に 対 し て も，ほ ぼ

同様の 結果が得 られ て い る，

　以 上 の こ と よ り，今回 検討 を 加 え た 生 薬 に お い て，訶子，藤瘤 は，単独 で も強い EBV 活性化抑制作用 が 認め ら

れ ，ill　vivo で の 抗 プ ロ モ
ー

タ 作用 が期待 で きる と と もに ，慧苡仁，あ る い は 菱の 実 との 組合せ に よ り，さ らに 強力 な，
か つ 細胞 毒性 の 弱い 抗 プ 卩 モ

ー
タ と し て の 効果が期持 で きる もの と思わ れ る．また 従来 の 細胞毒性 を 一

次 ス ク リーニ

ソ グ の 指標とする抗腫瘍活性物質 の 検索 とは 異 な り，本法 で は ，細胞毒性 を 検討 しつ つ ，な お か つ 抗 プ 卩 モ ー
タ 活性

を 検索 し うる た め，癌予防の 見 地か ら も重要な意義を もつ もの と考 え られ る．さ らに in　 viVO に お け る抗 プ 卩 モ ー
タ

作用 の 検討，す な わ ち 発癌 二 段 階 実験 を 続け る と と もに
， 抗 プ P モ ー

タ 作用を有す る各生薬中の 成 分の 単離 同定，
ま た 混合 エ キ ス の 調製 の 際 に 得 られ る 成分 と，単

一
　＝ 一キ ス 中 の 成分 との 差 に つ い て もさらに 詳 細 な検討 を 加 えて い る．
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