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要約

前報において，植物成分ベッリンが， Bl6FIO細胞の皮下移植マウスモデルにおいて，腫瘍の増殖を

50%程度抑制することを報告した．ベッリンは難水溶性の化合物であることから，動物実験において有

効性を高めるには水溶性を向上させる必要がある．そこで本研究では，カルバメート化したベッリン誘

導体6種を開発し，これらについて抗腫瘍効果を比較検討した．その結果， BD-23が顕著な抗腫瘍効果
を示すことを明らかにした.BD-23の抗腫瘍メカニズムとして，細胞増殖に対する影響を検討したとこ
ろ，ベッリンよりも明らかに強い阻害作用が認められた．また，ベッリンの抗腫瘍メカニズムには腫瘍

内に浸潤した白血球の関与が示唆されていたことから， BD-23についても同様に検討したところ，白血

球の顕著な増加が認められた． ところが，ベッリンの場合とは異なり，好中球，マクロファージ，及び，
T細胞の増加は認められたが， NK細胞はむしろ減少した．これらのことから， BD-23の抗腫瘍メカニズ
ムには，がん細胞に対する直接的な増殖阻害作用と腫瘍内に集租したこれらNK細胞以外の免疫細胞を
介する作用が関与していると考えられた．

Summary 

We have previously reported that betulin, a plant constituent, inhibits the growth of Bl6 melano血
in a subcutaneously inoculated murine model. As betulin is practically insoluble in water, it is needed 
to improve its water solubility to enhance the anti—tumor effect in mice. In this study, we developed 
6 carbamate derivatives of betulin and identified that BD-23 inhibited tumor growth in mice most 
effectively among them. Then, to reveal the mechanism of action of BD-23, we examined its effect on in 
vitro proliferation of B 16 melanoma and found that it inhibited the tumor growth more markedly than 
betulin. As the anti-tumor mechanism of betulin is suggested to involve tumor-infiltrated leucocytes, 
we additionally examined the effect of BD-23 on accumulation of leucocytes at tumor sites in mice 
and found that administration of BD-23 induced remarkable infiltration of leucocytes into tumor. 
Detailed examination revealed that the increased accumulation of leucocytes consisted of neutrophils, 
macrophages, and T cells, and NK cells were rather decreased, unlike the case of betulin. These 
results suggest that the antitumor mechanism of action of BD-23 is ascribe to its direct and indirect 
cytotoxicity to tumor cells. Indirect cytotoxicity is considered to mediate the killing activity on tumor 
cells of leucocytes, except NK cells, accumulated into tumor tissues. 

キーワード：ベッリン誘惑体；悪性黒色腫；増殖抑制； immune cells 
Keywords : betulin derivative ; melanoma ; growth inhibition ; 免疫細胞

がんの局所では，がん細胞から分泌される様々な免疫抑

制因子 (TGF-fl,PG恥等）が複雑に絡み合い免疫抑制環

境が形成されている．近年，このことが，がん治療， とり

わけ，がん免疫療法の治療効果を低下させる要因となって

いることが分かってきたそのため，治療効果の向上には

免疫抑制因子の作用を効果的に阻止する薬剤が必要とされ

ている！）．本研究では上記課題を解決するため，平成20年

度より，ほくり＜健康創造クラスター事業 (~24年度）に

おいて「免疫抑制因子」の働きを解除（阻止）する物質の

探索研究に着手した叫

免疫抑制に対する解除作用を示す化合物を見出すため，

本研究ではTGF-{3あるはPG島により抑制されたマウスNK
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細胞のがん細胞偽害活性を指標に約800種の天然物をスク

リーニングした．その結果，白樺成分のベッリンに目的と

する有効性を見出した叫ベッリンは既知化合物であった

が，免疫抑制解除作用については報告がなされておらず，

新しい作用機序に基づくがん治療薬になる可能性があると

考え特許を取得した叫

一方で，ベッリンは水に非常に溶けにくい性質であるた

め，マウス体内では消化管からの吸収や血液への移行性が

極めて低く，その血中濃度が有効域に到達しないことが懸

念された．実際， LC/MS/MSを用いた分析から，経口投与

されたベッリンは消化管からほとんど吸収されないこと，

静脈内に投与しても血液中にはほとんど移行しないこと

（未発表データ），さらに，がん移植マウスモデルにおい

て，ベッリンを腫瘍内に直接投与しても，その抗腫瘍効果

は50%程度しか認められないこと等を明らかにしてきた見

このため，動物実験においてより高い有効性を得るには，

水に溶けやすく血液や組織への移行性が良好な誘導体を開

発する必要があった．ベッリンの水溶性や有効性を向上さ

せる方法として，アミノ酸の付加やカルバメート構造への

変換による誘導体化が報告されている6,7). そこで今回，

カルバメート化に着目してベッリン誘導体6種を開発し，

がん移植マウスモデルを用いて有効性を比較検討した．

実験方法

1. 実験試薬

ベッリン誘導体は神戸天然物化学株式会社に合成委託し

た．シスプラチンは和光純薬工業株式会社より購入し，ベ

ツリンはExtrasyntheseより購入した．試験管内の実験で

はいずれもジメチルスルホキシドに溶解して用いた．マウ

スに投与する場合はいずれも0.1%Tween 80を含むリン酸

緩衝生理食塩水 (PBS) に懸濁して実験に供した．

2. 細胞及び細胞培蓑

マウスBl6FIO悪性黒色腫細胞は，涌沢伸哉先生（北陸

大学）より恵与された．細胞は， 10%の非働化ウシ胎児血清，

100 U/mlのペニシリン， 0.1mg/mlのストレプトマィシン

及び55μMの2ーメルカプトエタノールを含むRPMH640

培地中にて維代，維持した．

3. がん移植マウスモデルを用いた評価

マウス悪性黒色腫細胞 (B16FIO) を2Xl05個/0.05ml 

PBSに調製し， C57BL/6マウス (8週令，雌， 8匹／群）に

マウス当たり 0.05mlずつ下腹部皮下に接種した．化合物

はがん接種後2日目から16日目まで 1日1回，腫瘍内に投

与した．対照群には溶媒 (0.1% Tween 80を含むPBS) を

同様に投与した (50μI/マウス）。腫瘍径は 2日あるいは

3日ごとに測定し，見かけの腫瘍体積は，長径x短径X短

径/2で算出した．

4. 細胞毒性の評価

10% FBSを含むDMEM培地 (GIBCO)でBl6FIO細胞を 4

Xl04個/mlに調製し， 96ウェルプレート (Corning) に各

ウェル当たり 4x10'個を播種した．細胞がプレートに接

着後，化合物を各濃度で添加し，インキュベーター内(37℃,

5% coりで48時間培養した．コントロールにはジメチル

スルホキシドを同様に添加した．．培養終了後，各ウェルの

培地を， WST-1(Wako) を5%含む10%FBS-DMEM培地

に交換し，さらに 4時間培養した後，波長450nmにおけ

る吸光度を測定した

5. がん組織に集積した免疫細胞の解析

マウス悪性黒色腫細胞 (Bl6FIO)を2Xl05個/0.05ml 

PBSに調製し， C57BL/6マウス (8週令，雌 3~6匹／群）

にマウス当たり 0.05mlずつ下腹部皮下に接種したがん

接種後 2日目から 9日目まで 1日1回，化合物をマウス当

たり45nmolの用量で腫瘍内に投与した．対照群には溶媒

(0.1% Tween 80を含むPBS) を同様に投与した．がん組

織は，がん接種後3日目，実験によっては 6日目，あるい

は， 10日目に採取した．採取したがん組織をImg/mlコラ

ゲナーゼA (ロシュ）及び200U/ml DNase I (Sigma)で

処置 (37℃, 30分間）し，ハサミで細切後，ナイロンフィ

ルター (70μmポアサイズ） (Falcon) を通してデブリス

を除去した．遠心 (1500rpm, 10 min)後，上清を除去

し，得られた細胞を耀個/mlとなるように調製した．細

胞を抗CD!6/32抗体 (2.4G2)で処置(1.5μg/ml, 4℃, 

15 min) しFe受容体をブロックした後，各種の蛍光色素

で標識された抗CDl9抗体(1D3),抗CD3e抗体(145-2Cll),

抗NKl.l抗体 (PK136), 抗CDl!b抗体 (Ml/70), 抗Gr-I

抗体 (RB6-8C5),抗CD!lc抗体 (HL3),抗CD45抗体 (30-

Fil)で処置 (0.25-1.25μg/ml, 4℃, 0.5時問）した．

細胞を洗浄後， 7AADを添加してフローサイトメーター

(FACSCanto II , 日本BD) により測定した．

結果

がん皮下移植マウスモデルにおけるベツリン誘導体の抗腫

瘍効果

Bl6FIO細胞の皮下移植モデルを用いて，ベッリン誘導

体6種の抗腫瘍効果を比較検討した．その結果， BD-23が

腫瘍移植後17日目おいて，コントロール群に比較して90%

以上の顕著な抑制効果を示した (Fig.I). また，生存日数
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を調べたところ，生存率が50%になるまでの日数は，

トロール群では30日であったのに対して， BD-23投与群で

は54日であり，約1.8倍に延長した．この効果は，前報で

示したベッリンの抗腫瘍効果に比較して明らかに強い効果

であった． しかし，汎用抗がん剤のシスプラチンを同様の

条件で投与したところ，全例で腫瘍の消失が認められたこ

とから， BD-23の抗腫瘍効果はシスプラチンほど強くない

ことが分かった．
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討した (Fig.2). その結果， BD-23は濃度に依存した顕著

な阻害作用を示し， 50%阻害濃度は1.24μMであった．一

方，ベッリン及びシスプラチンの50%阻害濃度は，それぞ

れ13.0μM及び11.2μMであった．これらのことから，

BD-23の細胞増殖阻害効果は，ベッリンの約10倍に充進し

ているとともに，シスプラチンよりも明らかに強いことが

分かった．

mo 

Fig. 1. Effects of BD-23 and cisplatin on the growth of B16 
melanoma in mice. 

Tumor cells were subcutaneously inoculated into mice on day 
0. BD-23 or cisplatin was intratumorally administered once daily 
until day 16 starting 2 days after tumor inoculation. Tumor volume 
(A) and survival rate (B) were evaluated. Data are expressed as 
mean±S.D. of 8 mice. 

がん細胞の増殖能に対するベッリン誘導体の抑制作用

ベッリンは様々ながん細胞に対して細胞増殖阻害作用を

示すことが報告されており，ベッリンをカルバメート化す

ることで，さらに，細胞増殖阻害作用が強くなることが

報告されている］そこで， BD-23の作用機序の解析とし

て，試験管内でのBl6Fl0細胞の増殖能に与える影響を検
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Fig. 2. Effects of betulin, BD-23 and cisplatin on the in vitro 
proliferation of B16 melanoma cells. 

Tumor cells were cultured in 10% PBS-medium containing 
V紅 iousconcentrations of betulin, BD-23 or cisplatin for 48 h. 
After that, WST-1 solution was added into each well, and cells 
were incubated for au additional 4 h. Absorbance of each well was 
measured at 450 nm. Data are expressed as mean±S.D. of triplicate 
wells. 

ペッリン誘導体の投与部位への白血球の集積

前報で示したように，ベッリンを腫瘍内に投与したとこ

ろ，腫瘍局所での白血球数はコントロール群に比較して約

3倍に増加した豆そこで， BD-23についても同様に腫瘍

内投与後の白血球の集積について検討した (Fig.3). その

結果，投与の翌日 (dayI)において，投与部位では明ら

かな浮腫が認められるとともに，腫瘍内及び周囲に集積し

た臼血球の数はコントロール群に比較して約12倍に増加．

した．そこで，この増加した白血球が何であるのかを明ら

かにするため，フローサイトメトリーを用いて各種免疫細

胞について解析した (Fig.4). その結果， BD-23を投与し

た翌日 (dayI)において，腫瘍内に浸潤した白血球の大

部分は，マクロファージと好中球であることが分かった．
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Fig, 3. Accumulation of leukocytes to the site of administration 
ofBD-23 in mice. 
Tumor cells were subcutaneously inoculated into mice. BD-

23 was intratumorally administered for 1 to 8 consecutive days 
starting 2 days after tumor inoculation. On day 1, 4, or 8 of post 
of the initial injection ofBD-23, leukocytes accumulated in tumor 
sites were analyzed as CD45 positive cells in a flow cytometer. 
Data are expressed as mean士S.D.of 3 mice. Photos indicate 
representatives of ve面de-treatedor BD-23-treated mice one day 
after the initial injection ofBD-23. 
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投与を継続してもマクロファージは徐々に減少したが，好

中球は投与後8日目 (day8)において再び顕著に増加し，

コントロール群の約50倍に達した．また，前報5)で示した

ベッリンの場合とは異なり，ナチュラルキラー細胞の増加

は認められなかった．これらのことから， BD-23の抗腫瘍

効果には，これら腫瘍内及び周囲に集積したマクロファー

ジ，好中球が関与していることが示唆された．
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Fig. 4. Comparison of each immune cell population accumulated 
to the site ofarlmini<tration ofBD-23 in mice. 
The absolute cell number of each population of immune cells in 

the leukocytes accumulated in tumor sites as shown in fig. 3 were 
evaluated by a flow cytometer. Data are expressed as mean士S.D.
of 3 mice. 

考 察

本研究では，ベッリンをカルバメート化することにより

有効性の向上を期待した 6種の誘導体について，担癌マウ

スモデルにおける抗腫瘍効果を比較検討し， BD-23が最も

顕著な抗腫瘍効果を示すことを明らかにしたまた，その

抗腫瘍効果は，前報で示したベッリンの抗腫瘍効果よりも

明らかに強力であった．さらに， BD-23の作用機序につい

て検討したところ，がん細胞の増殖能に対する阻害効果は

ベッリンよりも10倍程度に充進するとともに，腫瘍局所へ

の白血球の浸潤もベッリンに比較して 4倍程度に尤進した．

ところが，集積した白血球について解析したところ，ベッ

リンを投与した場合とは異なり， NK細胞の集積の増大は

認められなかった

ベッリンの抗腫瘍効果は，これまでにも報告されており，

その作用機序はがん細胞の増殖能に対する阻害作用である

と報告されている立一方，我々の一連の研究においては，

ベッリンは，牌臓細胞のNK活性を指標としてTGF-/3ある

いはPG島の抑制作用を解除する天然化合物として見出さ

れた叫さらに前報では，担がんマウスモデルにおいてベ

ツリンを腫瘍内に投与すると，腫瘍局所への好中球，マク

ロファージ， T細胞，及び， NK細胞の集積が，対照群に比

較してより高く認められることを報告した,1.また，集積

したNK細胞の多くは活性化していたことから，ベッリン

はがん局所で認められる免疫抑制状態の解除に寄与してい

ると考えた．一方，本研究においてBD-23を腫瘍内に投与

した場合，腫瘍局所への好中球，マクロファージ，及び，

T細胞の集積の増大は認められたが， N凡細胞の集積はむし

ろ低下した。この点は，ベッリンの作用と大きく異なる点

であり， このことは， BD-23の作用機序がベッリンとは異

なる可能性を示していると考えられた．

当初，ベッリンはTGF-/3あるいはPG島の免疫抑制作用

を解除する天然化合物として見出されたことから，新しい

タイプのがん治療薬の開発に有用である可能性があると考

えた叫しかし，本研究において見出したBD-23は，上述

のようにベッリンとは異なる作用機序を有している可能性

が示された．現時点において， BD-23の作用機序は十分に

解明されてはいないが，がん治療薬開発における当該化合

物の有用性について，以下のように考えた．．まず，試験管

内での細胞毒性については，ベッリンよりも飛躍的に強く

なり，また，シスプラチンと比較しても明らかに強かった．

しかし， BD-23は培養ヒト線維芽細胞に対しても同程度の

細胞毒性を示したことから（データ省略），正常細胞への

毒性が懸念されるとともに，がん細胞への選択性は全く認

められなかった．また，担癌マウスにおけるBD-23の抗腫

瘍効果は，ベッリンよりは優れていたが，シスプラチンよ

りは明らかに劣るものであった．これらのことから，がん

治療薬開発におけるBD-23及びその標的分子の有用性は，

残念ながら期待されたほどは高くないと考えられた．

今後は，ベッリンよりも細胞毒性が低く，かつ，より高

い抗腫瘍効果を有する化合物の開発，及び，その標的分子

の解析を目指したい．
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