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マウス白血病細胞株P388を 用いた果物抽出物の抗癌作用の検索
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1 は じ め に

アイツトープを用いない細胞増殖測定法としてMosma
nn2)に よって紹介された MTT法 は,抗癌剤のスクリー

ニング,サ イトカインのアッセイ,毒性試験などに広 く用

いられてきた。 しかしながら,MTT法では細胞によって

還元されたMTTが不溶性のホルマザンを生 じ,こ れをプ

ロパノールなどの存機溶媒で溶解する必要があった。これ

を改良したWST-1法では,生 じるホルマザンが可溶性

であり,操作がより簡便になった。筆者 ら3)も WST-1
法が癌細胞株を用いた野菜抽出物の抗癌作用の検索に有用

であることを報告してきた。

近年,wST-1と メ トキシPMSを ブレミックスした

Ready― to― useの テトラカラーワン試薬が考案され,細
胞増殖をより簡便に測定することができるようになった。

本報告では,種々の果実の抽出物の抗癌作用を,抗癌作用

検定の標準細胞株であるマウス自血病細胞株 P388と テ ト

ラカラーワン試薬によって検索し,渋柿を脱渋することに

よって抗癌作用が変化することを見出したので報告する。

2試 験 方 法

0)細胞

マウス自血病細胞株P388は ヒューマンサイエンス研究

資源バンクより入手し,牛胎仔血清(FCS)を 5%添加 した

ERDF培地 (極東製薬)で継代培養した。

② 果実抽出物の調製

1999年産のモモ.ブ ドウ,ナ ン, リンゴを使用 し,果実

可食部をホモゲナイズし,凍結乾燥 した。 この01gに ジ

メチルスルホ■シド(DMSO)5 mlを 加えて抽出したもの

を果実抽出物とした1)。

3)癌細胞増殖抑制試験

5%FCSを 含むERDF培地にP388を 5x104/mlの密

度に浮遊させ,こ の100μ ′を96穴 マイクロカルチャープ

レートに分注した。ここにリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)
で 5倍希釈した抽出物2μ ′を添加してよく混和後,48時
間培養した。培養穴にテトラカラーヮン試薬 (調製済みの

WST-1試薬,生化学工業)10μ ′を添加 してさらに 2

時間培養後,600nmを参照波長にして450nmの 吸光度を

96穴 プレートリーダー (東 ソーMPR― A4)で測定 した。

測定値は試料の代わりにPBSを添加 して培養 した穴の吸

光度に対する百分率で表した。測定は各試料とも3連で行っ

た。

3 試験結果及び考察

(1)モ モ,ブ ドウ,ナ シ,リ ンゴ抽出物の抗癌作用

表 1 果実の抗癌作用測定結果

界実名 (品種)P338増 殖率
モ モ    102-108%

(ゆ うぞら,あ きぞら,あぶくま,秀峰)

ブドゥ 90-116%
(キ ャンベル3,マ スカット,巨峰 2,安芸クイーン

,

スチューベン,ハ ニービーナス,ハ ニープラック)

ナ シ    90-116%
(新高 2,秀玉 2,ラ フランス,ゼ ネラルレクラーク

,

パスクラサン,シ ルバーベル,ペ ラダグァ,豊月 ,

幸水 2,太自,新興,上花 2,鴨梨 2,新星 2,豊
水 2,紅梨,晩二吉,慈梨,二十世紀)

リンゴ    96-111%
(ぐんま名月,こ うたろう,清明,レ ッドヤング,ほ
おずり,さ んさ,みすずつがる,つ がる,晩秋,北
斗,新世界,■林,紅玉,ス ターキング,ゴ ールデ
ンデリシャス,き たろう,ジ ャナゴール ド,陽光 ,

ア■タゴール ド)

表 1に モモ,ブ ドゥ,ナ シ及びリンゴ抽出物を添加 して

培養したP388の 増殖をテトラカラーワン法で測定 した結

果を示す。そモ4品種 4試料,ブ ドウ7品種10試料,洋 ナ

シを含むナシ21品種26試料,リ ンゴ19品種19試料のアッセ

イを行った結果を示す。いずれの抽出液 もP388の 増殖に

はとんど影響を与えず,増殖率は90～ 116%の 範囲であっ

た。 したがって,こ れらの果実抽出物には,抗癌作用がな

いか,あ っても極めて低いと考えられる。

12)カ キ抽出物の抗癌作用

表 2にカキの抽出物のP388の増殖に与える影響を示す。

いずれも渋柿である「蜂屋J,「平核無」,「身不知」につい

ては,脱渋前と脱渋後の果皮及び果肉抽出液の作用を検討

した。果肉では,脱渋前の試料からの抽出物はP388の増

殖を強く抑制 したが,脱渋処理によっていずれも抗癌作用

が低下 した。また,柿生葉からの抽出物は,「平核無J,

「身不知Jと もに強い増殖抑制作用を示した。

図 1に「平核無」及び「実不知Jの抽出物を希釈 してP
388培養に添加した結果を示す。表 2の 結果と同様に,果
皮,果肉とも,脱渋によってP388増殖抑制作用が低下した。
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表2 カキ抽出物の抗癌作用

(脱 :ア ルコール脱渋処理をしたもの)

ら,タ ンニンが抗癌作用の本体でないかと推論される。 し

かしながら,カ キに含まれる抗癌物質は,タ ンニンと挙動

を同一にする他の成分である可能性も否定できない。

カキの葉には強いP388増殖抑制作用があった。本研究

で用いたカキの葉は,秋口に採取されたものである。新芽

を用いて調製されたカキ葉茶抽出物には抗癌作用がみられ

なかった (データ示さず)こ とから,カ キの葉の抗癌作用

成分は,葉の成長とともに増加する物質で,新芽には少な

いと考えられる。今後,カ キの実とともに,カ キの葉の抗

癌作用成分について,成分の単離,構造解析を行 う必要が

ある。

4 ま  と  め

マウス自血病細胞株 P388を用いて,果実抽出物の抗癌

作用をスクリーニングした。果実を破砕後凍結乾燥 し
,

DMSOで抽出した抽出物をP388の培養液に加えて増殖を

比較した。様々な品種のモモ,ナ ン,リ ンゴ,ブ ドウにつ

いて検討した結果,こ れらの果実からの抽出物はP388の

増殖にはとんど影響を与えなかった:カ キは,脱渋前の果

肉,果皮からの抽出物は強くP388の増殖を抑制するもの

がみられたが,脱渋後は増殖抑制作用が低下 した。これ ら

は脱渋過程でP388の増殖を抑制する成分が不溶化される

ためと考えられた。また,カ キ葉からの抽出物はP388の

増殖を強く抑制 した。
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図 1 段階希釈 したカキ抽出物の抗癌作用
▲葉,●皮,○脱皮後の皮,■実,□脱皮後の実

また,カ キ生葉は非常に強い増殖抑制作用を示した。

本研究に用いた脱渋カキは,ア ルコール処理により脱渋

したものである。カキ渋はタンニンと呼ばれるポリフェノー

ル化合物であり,脱渋処理によって不溶化されて渋味を感

じなくなる。抗癌作用が脱渋処理によつて低下することか
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