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半枝蓮 と臼花蛇舌草の 癌細胞増殖抑制効果 と

自然発症肝腫瘍マ ウス の 延命効果
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Abstract

　　Scutellaria　barbata　（SB ）and 　Oldenlandia　d重ffusa　（OD ）have　been　used 　in　traditional　Chinese
medicine 　for　treating　stomachl 　colon ，　Iiver，　breast　and 　ovarian 　tumors ．　The　anti −tumorgenic　effect 　of

SB　and 　OD　was 　examined 　by　varlous 　in　vitro　and 　in　vivo 　experimental 　studies ，

　　The　combined 　effect　of 　SB　and 　OD 　was 　examined 　to　determine　the　anti
．tumorgenic 　effect ．

Experiments　were 　done　in　vitr（） on　human 　breast　tumor 　ce1111ne 　MCF −7　and 　human　prostatic　adenocar −

cinoma 　cell 　line　DU −145．　For　in　vivo　experiments ，　C3H −AVy 　mice 　wlth 　spontaneous 　hepatocellu［ar
carclnorna 　 were 　used ．

　　
1亡was

　
found

　that　the　herbal　extracts 　inhibited　the　proliferation　of　both　cell 　lines　as 　measured 　by
the　MTT 　assay ．　In　the　proliferation　of　both　cell 　lines　after 　addition 　of　various 　concentrations 　of　herbal
extracts 　h　the　medium ，50％ inhibition　was 　obtained 　with 　l％ herbal　extracts ，　and 　80％ inhibition　by
1（1％ herbal　extracts ．　C3H−AVy 　inice　survived 　1．4　times 　Ionger　than　contrors 　after　oral　administration

of 　the　herbal　extracts ．

　　In　conclusion ，　the　present　in　vivo 　and ガη vitr （丿 results 　strongly 　suggest 　that　the　conbination 　of　OD
and 　SB　suppresses 　turrlor　growth 　in　vitro　and 　increases　survival 　rate 　in　m 正ce 　with 　spontenous 　hepatoce1・
lular　 carcinoma ．
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緒 言

　現在 ， 消化器癌，婦 人科 領域 癌 治療 な ど に お い て の 治

療 は 外科的療法，放射線療法，化学療法な どの 単独あ る

い は 組み 合わせ に よる治療が 主流 とな っ て い る。こ れら

近代医学的酉洋医学 の 集学 的療法 に加 え，近年で は 東洋

医学 も併用 した西洋
・
東洋集学的医療が行 わ れ る ように

　 　 　 　 　 　 　 1］
な っ て きて い る。

　 占来 よ り，抗 腫 瘍 効果が ある とい わ れ て い る 生 薬 は 数

多く存在 し て い る。そ の 中で半枝蓮　（Scutellaria　 bar−

bata：以 下 SB），自花蛇舌草 （Olden】andia 　diffusa： 以

下 OD ）は 台 湾や 中国で は 占くか ら消炎、排膿，解毒，殺

菌作用，ヘ ビに よ る咬傷を治すなどの 効能が あ る漢方薬
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Zl

と して知 られ て い るだ け で な く，胃癌，大腸癌，肝 癌 な

ど の 消 化 器 系癌や 了
．
宮癌，乳癌な ど に も薬効 が あ る漢方

薬 と して 広 く使用され て きて い る．また本薬剤は，本邦

に お い て も入手し易く，生 薬 の 調合 も行 い や すい 薬剤 で

あ る。近年，本邦に お い て も，癌 化学療法の 併用 療法 ，

補助療法 と して 胃癌患者 に SB，　OD を使用 し その 有効性
　 　 　 　 　 　 　 　 ＃i

が 記載され て い る。また SB ，
　OD の 制癌作用及 び制癌作

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ’i／
用成分に 関す る研 究 も行わ れ て きて い る。

　 今回，我 々 は SB，　OD の 加 v
・itroに お け る抗腫瘍細胞

増殖効果，つ づ い て in 漉 0 に お け る担癌動物延命効果

を検 討 した。

　 ま ず，irl　 vitro で SB お よび OD の 抽出水 ti∫溶 性 成 分

を用 い
， こ れ ら薬剤の ヒ ト山来癌細胞培養株 に 対する癌

細胞増殖抑制効果に つ い て検討 した。さ らに，SB お よ び

OD の in　 vivo に お け る抗腫瘍効果の 有無 を自然発 症 肝
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 tb／

腫 瘍マ ウ ス で ある C3H −AVy 系統の 雄マ ウ ズ 　に 長期間

に 渡 り経 II投 与す るこ と に よ り生 存率の 面 よ り検討 し

た 。in　 vitro で の 癌細胞 増 殖抑 制効 果 お よび in　vi　
lo で の

担癌動物の 延 命効果を得 た の で 報告 す る。

材料 と方法

　（1）漢方薬か らの抽出方法

　台 湾 で rlJ販 さ れ て い る 乾燥 した くき，葉 の SB，　 OD

を使用 した n 台湾民間処方の 割合 〔SB　32．5　g，　 OD 　65　g）

に対して 蒸留水 400｛］　ml を加え，培養細胞，及 び 担癌動

物 に 対 し，滅菌的 に SB、　OD を投与す る た め，　 ll〔；℃，

2，5気 圧，30分 問で オ
ートク レ

…ブ し抽 出 し た も の を

100 ％抽出液 と定め，無菌的に 4℃ で使用時まで保存し

た。また SB お よび OD の 単独 の 抽出液に つ い て は蒸留

水 4000　ml に 対 して そ れ ぞ れ 32．5　g，65　g で 調 製 した u

Scutellaria属な ど の 抽 i
［i：成分 に は数種 類の フ ラ ボ ノ イ

ドや フ ェ ニ ル エ タノ イ ドが含まれ て い る と言 わ れ て い

る：
1

　  　培養癌細胞および培養条件
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 71
L ヒ ト乳癌細胞 （MCF −7）

2．ヒ ト前立腺癌細胞 （DU −145）
s｝

以上 2種類の 癌細胞 株を実験 に用 い た 。

　各細胞は 10％ ウ シ 胎 児血清 （FCS），0．13％ 重曹，ペ

ニ シ リン 100　Units／ml ，ス トレ プ トマ イシ ン 100μg／ml

を含む ダル ベ
ッ コ ウ MEM 培地 を用 い

， 5 ％ 炭酸 ガ ス t

37℃ に 設 定 し た炭酸 ガ ス イ ン キ ュ ベ ー
タ
ー

で培養 した。

　〔3） 癌細胞増殖抑制測定法 （MTT 　Methods ）

　各々 の 癌細胞は 上記の 条件で ， 96well（2 0 μ 1／well ）

の マ イ クロ プ レ
ー

トを用 い て培養 （細胞数 1× 103／well ＞

し た u 培 養開始 と 同 時に 各々 10　well つ つ 0．1 ％ か ら

10％ の 濃度 の SB，　OD 漢方抽出液 を単独 お よび コ ン ビ

ネ
ー

シ ョ ン で は 等量ずつ 添加し，コ ン トロ
ー

ル に は同量

の 蒸留水を用 い た。3 日 か ら7 日 間の それぞれ の 培養後

7．5　mg ／ml の 3−（4，5．dimethy｝thazol．．2−ly）−2，5　dipi−

phenyl　tetrazolium　bromide （MTT ）20μ1を力［1え 4時

間の イン キュ ベ ー
シ ョ ン 後，培養液を除 去 しdimthylsul．

foxide（DMSO ）10  μ］を加 え溶解，特異的吸光度 54 
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9 ／

nm で 測定す る MTT 法 で 測定 した 。使用 した癌細 胞 は

接着細胞 で あ り，増殖後の 細胞数 をカ ウ ン トす る こ とが

困難 なた め に 細胞数 に 比例する MTT ア ッ セ イを用 い

て測定 し生 存細胞 数測定の 代用 と した、，

　 （4） 自然 発生 肝 腫瘍マ ウ ス に対す る SB ，
　OD 経 口 投

与による延命効果の検討

　 C3H −AVy 系統 の 雄マ ウ ス は 肝細胞癌発生率 98％ を

示 す。生 後 6 ヶ 月齢 の 約 30％ に肝 腫 瘍 が 出現 し始 め，以

後 肝 腫 瘍の 発症 率は 9 ヶ 月齢，12 ヶ 月，
15 ヶ 月で そ れ ぞ

れ 50％，68％，83％ に 達す る。肝腫瘍発生平均年齢 は

12 ヶ 月 で あ る，肝 腫瘍 の 病 理 形態 は 結 節 を伴 うhe・

patocellular　carcinoma で ある が，ヒ ト肝細胞癌 の よう

に肝硬変 の 合併 は 認め ない 。

　 本マ ウ ス を 24℃ で conventional に 飼育した。飼料 は

固形飼料 CE2 を用 い た n それ ぞれ 抽出液投与群 は 1  匹，

コ ン トロ
ー

ル 群 は 7 匹 で 実験を開始 した。4週齢 よ り i・n

vitro の 実験 同様，　 SB，　 OD の 台湾民間処 方に 合わ せ た

工00％ 抽出液 を等 量 混合 し た もの を哺 乳 ビ ン か ら 自由 に

与え飼育 した。コ ン トロ …ル 群 は オートク レ イブ を した

蒸 留水 を 自由 に 経 ［コ摂取 させ た。月 li凵］，　control 群 の 最

後 の 1匹 の 生存が 終
．
∫す る ま で体重測 定 を行い なが ら生

存期間を比較検討 し た、，抽出液経 冂 摂取 舉二は 1 日平均 4−

5ml で あ り，ヒ トの lli摂取 量 の 体 重換算あ た り約 2 倍

に相 当 す る と考 え られ る。

　   　統計学的処理
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　本研究 に よ っ て 得られ た 結果は，コ ン トロ
ー

ル 群およ

び SB，　OD 群の それ ぞれ に お い て 平均値 と標準偏差を求

め た。また，癌細胞増殖抑制率 お よび体重 の 各群間 に お

け る差は，t−test を用 い ，有意水準は 5 ％ 以 ドと した。

結 果

1 ．培養癌細胞の増殖抑制

　MCF −7細胞 に 対す るそれぞれ の 漢方抽出液 の 効果

は，培養 7 日 後 に 行 っ た MTT ア ッ セ イで 測定 した 。

SB ，
　 OD は，濃度 1％ で す で に約 50％，濃度10 ％で は

約 80％ の 癌細胞増殖抑制効果 を示 した．SB，　OD の 等

ナ畧圭混 合液 は，相加効果の み で，相乗効果は 認め られなか っ

た （図 1−a）。

　DU −145 細胞 に於 い て も，MCF −7 細胞と同様 の 結果で

あ っ た （図 1−b）。

2 ．自然発生肝腫瘍マ ウス に対する SB ，
　OD 経 ロ 投与

1−a
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に よる延命効果の検討

　SB ＋ OD 投与群 ，
コ ン トロ

ー
ル 群 に お い て も，マ ウ ス

死亡後の 肝臓病理組織は 全例に 肝臓癌 の 発 生を認 め た。

SB ＋ OD 投 与群 の 癌組織は 孤立 性 に 存在 し，脂 肪 変 性 を

伴 っ た高分化肝細胞癌 で あ り， 周辺肝 組織に 浸 潤傾向は

見られなか っ た。コ ン トロ
ー

ル 群にお け る組織像 も癌紺

織は 孤立 性 に 存在 して お り，ま た，周辺 肝 組 織に 軽度の

浸潤傾向を認 め ， 壊 死 ， 腫瘍内出 血が 認 め られ た。両群

の 体重は実験開始時 に おけ る 4 週齢 に お い て，約 30g

で，その 後 35 週齢 で 両群 と も約 60g ，そ の 後 徐 々 に 体 重

は 減少 し始め た。SB，　 OD を投．’j・して い な い コ ン トロ
ー

ル で は 63週齢 で 46g まで 減少，　SB，　OD を投与 した群 の

55g に 対 して 有意な体重減少を示 した （図 2下 ）。生 存率

は コ ン トロ
ー

ル 群 に お い て 体重 が 減少 し始 め た 35週齢

頃より低下，60週齢を過 ぎた 時点 で全例死亡した。一方，

SB，　OD 投与群 で は 80 週齢 を過 ぎる ま で 80％ の 生 存 を

認めた （図 2上）。平均生存期間は SB ，
　 OD 投与群で 76

週齢 （1．47年），コ ン トロ
ー

ル 群 で 55週齢 （1．05年）で

あ リコ ン トロ
ー

ル 群 の 平均生存期間は 文 献 5 と
一

致 し

た。図 3 は SB，　 OD 投与群 に お け る生存期間の 有意な延

命効果を示 した もの で ある。
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Fig．　l　 Inhibitory　effect 　of　SB　and 　OD 、　The　proliferation　of

　b［
・
）th　cell　lines　were 　measured 　by　the　MTT 　assay ．　Prolifer・

　ati 〔m 〔〕f　MCF 　7　 CFigure　l　 a ） and 　DU ．145　〔Figure　1−b｝
　 cell　lines　after 　addition 　of 　vari 〔〕us 　concentrations 　of

　herbal　extracts 　in　the　rnediuln ．　50％　inhibition　was

　〔，btained　 with 　1％ herbal　extracts ，　and 　8（，％ inhibiti〔〕ll　by
　l（，96　herbal　extracts ．
　％ 二 Inediuin 　 conce ［1tration 　of　herbal　 extra ⊂t ⊂〕f　SB　 and
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extracts 　 were 　taken 　from　 water 　bott！e　 sp （♪ntane 〔川 sly ．

　Survival　curve 　（upper ）　and 　changes 　of 　body　weight

　Uower）　in　nlice 　with 　spontaneous 　hepatocellular　car ・
cinoma ，　B〔｝dy　weight 　in　both　greups 　was 　about 　30　g　at 　4

weeks 　after 　birth，　At　35　weeks ，　body　weight 　was 　about 　60
gin 　 both　groups ．　 In　the　 contr 〔，l　 group ，　body　 weight

deCreaSed　at 　44　 WeekS 　Of 　age 　aS 　COmpared 　With 　the　SB 十

〇D しreated 　grDup．　 Futhemlore ，　 at　 35　 weeks ，　 survival
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Fig．3　Average　 of 　 survival 　 peri〔｝ds　 in　SB ＋ OD 　 treated

　gr〔川 p　was 　76　weeks 〔1．47　year｝and 　the　control 　group 　was

　55weeks 　（1．05　year）．

考 察

　S　B，OD は 中国で は，抗 炎症 薬，抗 癌 中草 薬 と して 臨

床に しば しば 用 い ら れ て い る 。 本邦 で も横内ら は SB，

OD を Borrmann3 型 の 手術不能進行癌 に 抗 ガ ン 剤で あ

る 5’DFUR ，　OK432 と併 用 し そ の 有効性 を報 告 して い

る。また 担癌 ヌ
ー

ドマ ウ ス 等を川 い た 抗癌作用 に関した

in　vivo 実験系で は，しば しば放射線照射の 補助療法 と し

て 使 わ れ る こ とが 多く，臨床例 に お い て も前述 した横内

らの ように抗 ガ ン 剤 との 補助療法に 用 い て い る。

　1乍用機序 に 関連 して Wong らは SB，OD 併用 が ベ ン

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1o）
ゾ ピ レ ン 誘起発 ガ ン を抑制する こ と， SB，OD が ア フ

ラ トキシ ン の DNA 結合 を抑制するこ とに より抗腫瘍効
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 T］．TLt／
果をもた らすこ と を報告して い る 。　 また，小川らは

ヌ ードマ ウ ス に 移植した ヒ ト上顎癌株に 対する 放射線療

法と合 わせ た OD の 抗腫瘍効果を報告 して い る。その 機

序 と して natural 　killer（NK ）細 胞活 性 を増 強 す るこ と
　 　 　 　 　 　 　 1　ダ
を報告 して い る。

　今同， 我々 は まず in　vitro で の 実験 系 と して ヒ ト乳癌

細胞，ヒ ト前立腺癌細胞株を用い て ， SB，OD お よ び両等

量混合薬の 癌細胞に 対す る 抑制効果 を MTT 法を使 っ

て 検討 した。SB，　 OD は 共に 実験に 供 した 2 種 の 癌 細 胞

に対 し直接増殖抑制効果を示 した 、．．・方，小菅 ら
1．

は SB，
OD に お け る水抽出エ キス，メ タ ノール 水抽出エ キ ス 作

製，凍結乾燥 し in　vitro で HeLa細胞 を用 い て ，
　 in　vivo

で は エ
ー

ル リッ ヒ 腹水担癌 マ ウ ス を用 い て 検討 し，SB

に お い て い ずれ の 抽出成分 も vitro ，　 vivo ともに制癌作

用をしめさず，OD は エ
ー

ル リッ ヒ腹水担癌 マ ウ ス で の

in　 vivo の 実験 で 水抽出エ キス の み制癌作用 が ある と報

告して い る。我 々 の in　vitro の 実験 で は ，
　 SB，　OD と も

に制癌作用を認めており，抽出濃度 は ほ ぽ 同 じで ある が ，

凍結乾燥 は我 々 は施行 して おらず、こ の ような ， 微妙な

差 が 結果の 違 い をもた ら した 可能性は 否定で き ない
。 ま

た，我々 の 抽出法は滅菌の 面よ Dオ
ー

トク レ
ープ で 行 っ

て お りこ の ような点も影響して い るか もしれない 。

　 さ ら に，生 薬を用 い た 実験 は 生薬が crude で あ る ため

経 凵 投与後の 腸内細菌叢の 影響，吸収後の 代謝産物 に お

け る効果等を考慮しなけ れ ば ならない ．また 同時に，生

薬 を あ る
一

定期間投与 され た結果 もた らされ る免疫系，

内分 泌 系な どの 長期的生体内の 変化をとらえ る こ とが 必

要 で あ る。そ の 見地 か ら in　 vivo の 実験を今回行 っ た 。

　 in　vivo に お け る担 肝 細 胞 癌動物を用 い た 実験結果，

SB ＋OD 投与群の 生存期間が コ ン トロ
ー

ル 群 の 約 1．4倍

延長 し， 統計的 に SB＋OD の直接的延 命効果を認め た。

しか し，SB ＋ OD をttr．ij・した群 に お い て も全例 に 肝細胞

癌 の 発生を認め た。宿
一
1，．の 免疫増強効果

・
突然変異抑制

　 　 　 　 　 11 ］1｛）

効果 を持 つ 　　 SB，　OD に よる延命作用 は 認 め た が，腫

瘍 の 発生そ の もの ま で は抑 え る こ とは で き なか っ た。し

か し癌細胞分化度や 腫瘍 亅flLssg新生 な どの 腫瘍構造 に 差が

認められて お り，その 点 に マ ウ ス 生存期間の 延 長，さ ら

に 肝細胞癌細胞増殖速度抑制作 用 の 可能性 が 推 察 さ れ

た。

　現在，各種固形癌 に よる死亡率 は，外科的治療，放射

線療法，化学療法等の 進歩に もか か わ らずな お 高 い 。放

射線療法や 化学療法 の 副作用は 周知 の こ とで あ るが ， 飲

料水 と合 わせ て SB，　OD を服用 し生存期間を延 艮で きる

薬剤は，手術後や 放射線療法，化学療法の 補助療法 と し

て 用 い るの で は な く，癌 発 見 当初 よ り服用す る 価値が 大

きい と思 わ れ た 。
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