
がんの三大療法に次ぐ新しい治療法として，がん免疫療

法が積極的に臨床応用されている．しかし，多くの場合当

初期待されたほどの高い治療効果が得られていない1）．近

年，その主な原因の一つは，がん細胞由来の免疫抑制因子

（TGF-b，PGE2等）による免疫機能の低下であることがわ

かってきた．そのため，がん免疫療法の効果を増強するに

は，免疫抑制因子の作用を阻止する薬剤が必要と考えられ

ている2）．本研究ではこれまで，先行している研究開発と

の差別化，より有効性の高い薬剤の開発を目指し，TGF-b

に加えてPGE2の抑制作用も解除できる化合物を約800種

の天然物等からスクリーニングし植物成分のベツリンに有

効性を見出した3）．

ベツリンは主に白樺の樹皮に含まれる成分であり，これ

まで抗ウイルス活性や抗炎症作用，最近では生活習慣病に

対する有効性など様々な生物活性について報告がなされて

いる4）．とりわけ，がん細胞の増殖能に対する阻害作用に

ついて多数の報告がなされており，増殖阻害活性に基づく

抗がん剤としての開発が期待されている5-9）．一方，本研

究のようにベツリンの免疫抑制解除作用をがん治療に応用

しようとする試みについては報告がない．

本研究では，免疫抑制を伴うことが報告されている数種

のがん移植マウスモデルを用いて10-14），免疫賦活剤及び
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要 約

我々はこれまでに，ポリ（I:C）により亢進した脾臓細胞の細胞傷害活性を指標にTGF-bある
いはPGE2の抑制作用をいずれも解除できる化合物を探索し，植物成分ベツリンにその作用を見
出した．本研究では，免疫抑制を伴うことが報告されている数種のがん移植マウスモデルを用い
て，ベツリンの抗腫瘍効果について検討した．その結果，マウス大腸がんCT26細胞，悪性黒色
腫B16F10細胞，あるいはTリンパ腫EL4細胞の移植モデルにおいて，ポリ（I:C）と抗がん剤の
2者併用による抗腫瘍効果に比較して，ベツリンを加えた3者併用ではより強い抑制効果が認め
られた。一方，いずれのモデルにおいても，ベツリン単独ではほとんど抑制効果は認められなかっ
た．これらのことから，ベツリンは，がん細胞に対する直接的な細胞毒性とは異なる作用機序を
介して，ポリ（I:C）及び抗がん剤の抗腫瘍効果を増強していると考えられた．

Summary

Wepreviouslyscreenedofnaturalcompoundsfortherestorativeactivityonthecytoly-
sisofsplenocytesinhibitedbyTGF-borPGE2.Andwefoundbetulin,aplantconstituent,
possessingtheactivity.Inthisstudy,usingseveralkindsofinvivotumor-burdenmodels
ofmice,anti-tumoreffectsofbetulinwereexamined.Asaresult,morepotentanti-tumor
effectwasobservedincombinationofthethreecompoundsofpoly（I:C）,ananti-cancer
agentandbetulin,comparedtothecombinedeffectsofpoly（I:C）andananti-canceragent
inamousemodelofmurineCT26coloncancer,B16F10melanoma,orEL4Tlymphoma.
Inanyoftumor-burdenmousemodelsused,administrationofbetulinalonedidnotexhibit
anti-tumoreffect.Theseresultssuggestthatbetulinincreasedthecombinedeffectofanti-
tumoractivitiesofpoly（I:C）andananti-canceragentviaamechanism differentfrom
directcytotoxicity.
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抗がん剤と併用した際のベツリンのがん抑制増強効果につ

いて検討した．

実験方法

１．実験試薬

ポリイノシン-ポリシチジン酸（ポリ（I:C））は，Invivo

Genより購入した．ベツリン，オキサリプラチン，ドキ

ソルビシンは，それぞれExtrasynthese,Wako,より購

入し，いずれもジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し

て実験に供した．

２．細胞及び細胞培養

マウスCT26大腸がん細胞，マウスEL4Tリンパ腫細

胞，マウス4T1乳がん細胞は，ATCCより入手した．マ

ウスLLC肺がん細胞は，東北大学加齢医学研究所 医用

細胞資源センターより入手した．マウスB16F10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．こ

れら細胞は，10%の非働化ウシ胎児血清，100U/mlのペ

ニシリン，0.1mg/mlのストレプトマイシン及び55mM

の2-メルカプトエタノールを含むRPMI-1640培地中にて

継代，維持した．

３．がん皮下移植マウスモデルでの評価

がん細胞を2×105個/0.05mlPBSに調製し，BALB/c

またはC57BL/6マウス（7週令，雌，10匹/群）にマウス

当たり0.05mlずつ下腹部皮下に接種した。ベツリンはマ

ウス当たり45nmolの用量でがん接種7日目から解剖日前

日まで1日1回，腹腔内に投与した。対照群には溶媒

（DMSO）を同様に投与した（20m/マウス）。ポリ（I:C）は

腫瘍内に20mg/0.05mlの用量で，がん接種後，2，5，8，11

日目に投与した。オキサリプラチンは，1.5または5mg/

kgの用量でがん接種7日目にマウスの腹腔内に投与した．

ドキソルビシンは，PBSで2mMとなるように調製しがん

接種7日目に腫瘍内に投与した（50m/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×短径×短径）/2により算出した。

結果及び考察

昨年度までに，ポリ（I:C）により亢進した脾臓細胞の

NK活性を指標に，TGF-b及びPGE2による抑制を克服

する植物成分としてベツリンを見出し，その作用機序の一

端を明らかにした3）．本研究では，インビボでのベツリン

の有効性を検証するため，TGF-bあるいはPGE2による

免疫抑制を誘導することが報告されている4種のがん細

胞（CT26大腸がん細胞，EL4Tリンパ腫細胞，B16F10

悪性黒色腫細胞，LLC肺がん細胞，あるいは4T1乳がん

細胞）の皮下移植マウスモデルを用いて，ポリ（I:C）と抗

がん剤の2者併用による抑制効果とベツリンを加えた3

者併用による抑制効果を比較検討した．その結果，CT26

細胞，EL4細胞，あるいはB16F10細胞の移植モデルで

は，ポリ（I:C）と抗がん剤の2者併用による抑制効果に比

べて，ベツリンを加えた3者併用ではより強い抑制効果

が認められた（Fig.1）．ベツリンについてはこれまでに，

インビトロでのがん細胞増殖に対して直接的な阻害作用を
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Fig.1Differentialeffectsofbetulinontumorgrowthinmice.
B16F10(A),EL4(B),CT26(C),LLC(D),or4T1(E)cellsweresubcutaneouslyinoculatedintomice.An
anti-canceragent(doxorubicinoroxaliplatin)wasadministered7daysaftertumorinoculation.Poly(I:C)
wasadministeredonday8,11,and14.Betulinwasintraperitoneallyadministeredoncedailystarting8
daysaftertumorinoculation.Tumorvolumewasevaluatedtwoorthreetimesaweek.



示すことが多数報告されている5-9）．また，がん皮下移植

マウスモデルにおいても，ベツリン単独で抗腫瘍効果を示

すことが少数ではあるが報告されている8,15）．そこで，本

研究で認められたベツリンの増強効果にがん細胞に対する

直接的な細胞毒性作用が関与しているかを明らかにするた

め，ベツリン単独投与による抗腫瘍効果について検討した

（Fig.2）．その結果，本研究の投与条件ではベツリン単独

では明らかな抑制効果は認められなかった．これらのこと

から，ベツリンは，がん細胞に対する直接的な細胞毒性と

は異なる作用機序を介して，ポリ（I:C）及び抗がん剤の抗

腫瘍効果を増強していると考えられた．

細胞毒性とは異なる作用機序としては，これまでの検討

結果から免疫抑制の解除作用が考えられるが，今のところ

インビボで認められたベツリンの増強効果に免疫系が関与

しているかは不明である。ただし，これまでの脾臓細胞を

用いたインビトロでの検討では，ベツリンはTGF-bある

いはPGE2によるNK活性抑制を5mMにおいてほぼ完全

に解除したのに対して，B16F10細胞の増殖を50%阻害す

るのに13mMのベツリンを必要とした．これらのことから

考えると，ベツリンの免疫抑制解除効果の方がインビボに

おいてより発現しやすいことが予想され，ベツリンの増強

効果への免疫系の関与が推察される．この点については，

今後，免疫不全マウス等を用いて検討を進める必要がある．
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Fig.2Betulinhadmarginaleffectsonthegrowthoftumorcellsinmice.
CT26(A)orB16F10(B)cellsweresubcutaneouslyinoculatedintomice.Betulinwasintraperitoneallyad-
ministeredoncedailystarting8daysaftertumorinoculation.Tumorvolumewasevaluatedtwoorthree
timesaweek.
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