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概要 

今回我々は初めてノコギリヤシから脂肪酸分画とは別の、微量水溶性薬理活性物質を見つ

けた。それゆえにこの研究は、NYG,ノコギリヤシ赤色色素水溶性分画のヒト肝細胞癌にお

ける抗腫瘍作用の可能性と、そのありうる標的の探求を目的としている。HCC の同所性同

種移植、異種皮下移植性モデルがNYGの腫瘍抑制効果の評価に使用された。ヒト肝細胞癌

（HCC）細胞およびヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC)が生体外モデルとして使用された。

mRNAの発現は qPCRによって実施された。たんぱく質発現は免疫ブロットと免疫組織化

学法によってモニタリングした。細胞遊走と血管形成はチェンバーアッセイとチューブ形

成アッセイによって判定された。皮下異種移植・同所同種移植 HCC モデルにおいて NYG

の用量依存的な有意の腫瘍抑制を観察した。NYGは HCC細胞の細胞生存率や VEGF分泌

に直接作用はしない。しかしながら、NYGは生体内での腫瘍内血管新生と共に in vitroに

おける HUVEC 細胞の遊走と管腔形成活性を抑制した。NYG は内皮細胞における ERK

（extracellular signal-regulated kinases）（細胞外シグナル調節キナーゼ）活性を減弱させ

た。このことがHUVECの遊走と管腔形成の抑制に関連しているのかもしれない。NYGは

血管新生を阻害する事により HCC 腫瘍拡大を抑制した。NYG は HCC に対する補助療法

としての可能性があるのかもしれない。 
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1.  はじめに 

 

肝がんは世界的にみても一般的な悪性腫瘍のひとつである。6番目に一般的な癌として毎

年 782,000 例もの新規症例が診断されていて死亡率も年々増加している(1)。肝がんによる

高い死亡率がアジアやアフリカ地域、とくにそれらの発展途上国において報告されている



(2)。肝細胞癌(HCC)は肝臓がんの 85%を占める主たるものである。HCCの治療法は限られ

ており、肝移植と外科的切除を含める手術がさまざまな治療法の中で最高の予後を期待で

きる(3)。しかしながら、HCC患者のたった 15%が外科的手術適応と診断され、非外科的手

術治療にいまだ多くの需要がある。残念なことに、殆どの HCCが放射線療法、化学療法耐

性で、一般的な癌治療プロトコルでの臨床例において、望ましい治療結果が得られることは

難しい(4)。それゆえに、具体的かつ効果的に HCCを狙う治療薬が強く必要とされている。

腫瘍血管新生は、腫瘍細胞の急速な成長に必要な酸素と栄養を供給する新しい血管形成の

為に腫瘍内血液血管が増殖,遊走するプロセスである(5)。HCC の腫瘍血管新生を阻害する

薬は利用可能であり、ソラフェニブは HCC治療において、その過程をタ―ゲットとする薬

として近年 FDAに承認された(6)。ソラフェニブはHCC患者の余命を延長させるかもしれ

ないが、治療には無視できない多くの副作用が伴い、また多大な経済負担を患者に負わせる

ことになる(7)。それゆえに HCC の腫瘍血管新生をターゲットとする代替薬の探求には今

も多くの興味が注がれている。 

 ノ コ ギ リ ヤ シ は ア メ リ カ 合 衆 国 南 東 部 由 来 の 食 用 植 物 、 Serenoa 

repens(Bartram)J.K.Smallの果実抽出物である。約 90%に相当する含有脂肪酸は現在良性

前立腺肥大 BPH に効果的な栄養サプリメントとして製品化されている(8)。前立腺肥大患

者における、そのよく知られている効果とは別に、脂肪滴や脂肪細胞蓄積の抑制効果や免疫

調節作用(9)と言ったノコギリヤシの薬理作用もまた、広く探求されている(10)。以前の研究

ではノコギリヤシの脂質ステロール（lipidpsterolic）分画が、in vitroにおいて、がん細胞

にアポトーシスを誘導する抗癌性の効果を示した(11)。また、トランスジェニック前立腺癌

マウスモデルをつかった in vivo 研究でも脂質ステロール (lipidosterolic)抽出物

(300mg/kg/day)の投与で腫瘍の発生を防ぐことができるのではと仮定された(12)。しかしな

がら疫学(13)及び無作為化比較試験(14)は介入群とプラセボ群との間に前立腺癌リスクと

の関連付けがない事を示した。研究結果の不一致は前立腺癌予防におけるノコギリヤシ脂

質ステロール(lipidosterolic)抽出物の効果を結論づけしないかもしれないが、他の腫瘍モデ

ルにおけるノコギリヤシの抗腫瘍効果の可能性は排除しきれない。脂肪酸はノコギリヤシ

の主要構成成分であり、上記の薬理作用に主に貢献しているのかもしれない。それでもなお、

少しの割合で存在する自然色素化合物も商業用ノコギリヤシ抽出物から分離されている

(15)。今日までに、ノコギリヤシからのこれらの色素分画の生理活性に関する報告は過去の

研究にはない。 

 この研究で、我々はNYG(patent number: WO 2014174703 A1)と名付けられたノコギリ

ヤシ赤色色素水溶性分画の抗腫瘍活性について初めて報告した。我々はNYG投与後腫瘍の

回帰を調べるために皮下マウスと同所性HCCモデルを採用し、複数の細胞モデルでそのあ

りうる標的を探求した。我々は NYGが HCCの同所性同種及び異種移植腫瘍成長の強力な

抑制効果を表す事を、in vivoでの腫瘍血管新生抑制と共に、見つけた。しかしながら、我々

は in vitroでのHCC細胞の生存と増殖におけるNYGの効果は観察しなかった。しかも、



腫瘍血管新生の好因子 VEGF の腫瘍細胞からの分泌減少もおこさなかった。その代りに

NYG は腫瘍間質中の内皮細胞の遊走と血管形成を減少させた。VEGF 誘導 ERK 活性の抑

制が、内皮細胞におけるNYGの薬理作用に関与しているのかもしれない。我々の研究結果

は腫瘍血管新生を標的とした HCC 補助療法としてのノコギリヤシ水溶性画分の可能性に

光を照らした。 

 

 

2. 結果 

 

2.1. NYGは In Vivoにおいて肝細胞癌(HCC)の異種移植腫瘍の成長を抑制した 

 

 ノコギリヤシの脂質ステロール(lipidosterolic)画分はしばしば研究が行われ、BPH や脱

毛予防のサプリメントとして使用されている。その水溶性画分は殆ど研究がなされていな

いが、過去の研究でノコギリヤシの酸性水画分に抗酸化作用と COX２抑制作用がある事は

示されていた(16)。この観察はまた更に、前立腺癌細胞成長抑制に関与しているノコギリヤ

シ・ベリー抽出物の COX2 抑制効果に関する他の研究を支持した(17)。過去の調査に基づ

き、我々はノコギリヤシ水溶性画分が腫瘍抑制効果を表すのではと推測した。NYGと名づ

けられた水溶性画分が厳密な製造基準に従って、（株）ハイマートによって準備された。我々

の薄層クロマトグラフィーを使用した予備的化学的評価により NYG 含有化合物はプロア

ントシアニンと脂質要素で主に構成されている事を示唆した。含有成分を確認し NYGの品

質管理の為に、他手段を使用した化合物評価による、さらなる研究が必要がある。NYGは

ノコギリヤシから分離された新たな分画として、我々は用量漸増試験によってその毒性を

調査した。マウスを用いて 5日間連続、NYG0.1,1,10,100mg/kgのふっ腔内注射を行った。

注射 1日目、他グループは正常な行動を示していたのに対し、100㎎/kg投与群では５匹中

４匹が、死亡した。注射 4日目で NYG100㎎/kg投与群のマウスは全て死亡した（図 1A）。

単回治療における LD50 はおよそ 66.3mg/kg と測定された。LD50 以下の NYG 投与は安

全とみなされている。 

 



 

図 1. in vivoにおいて異種移植性HCCの成長を抑制した NYG 

(A) (n = 5); マウスに 0.1, 1, 10 100 mg/kg の NYG ふっ腔内投与が 5日連続投与された。 (B, 

C) 皮下異種移植マウスに 5mg/kg 又は 10mg/kg の NYG がふっ腔内投与された。体重が観察さ

れ標準偏差で複製平均として測定された。 (D) 腫瘍は摘出され標準偏差平均値として測定され

た(mm3)。NYG(10mg/kg)治療グループの腫瘍サイズは生理食塩水グループのものより小さかっ

た。皮下成長腫瘍に丸を付けて示した。 (E) 腫瘍サイズを腫瘍細胞皮下注射後毎週モニターし

測定した。 (F) CD31 抗体で染色した摘出 HCC 腫瘍病理組織と NYG 処理マウス(10mg/kg)。

各分野の血管濃度が 5 つの組織での微小血管の平均数として測定された(100 倍拡大)NYG 介入

にて異種移植マウスの CD31染色微小血管濃度が有意に減少した。*** p < 0.001 

 

 次に我々は in vivo にて、異種移植ヌードマウスにおける MHCC97L 細胞の成長に対す

る NYGの抗腫瘍効果について検査した。腫瘍注入 1週間後、NYG(5mg/kgと 10mg/kg二

日おきに)がふっ腔内投与された。ドキソルビシン(2.5mg/kg)を与えられたマウスをポジテ
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ィブコントロール群とし、PBS とβシクロデキストリン(BCD)投与マウスを negative 

control群とした。我々は全実験過程で、体重維持のエビデンスをもとに、NYG投与による

毒性が殆どない事を観察した(図 1B)。図 1Cで仮定したように、NYG(10㎎/kg)投与された

マウス群は溶媒のみの対照群と比較してHCC増殖がとても緩慢であった。どちらの投与量

においても NYG投与群では４週間後の腫瘍縮小が見られた。NYG10 ㎎投与群において、

より効果的な抗腫瘍効果が見られたことは、NYGの効果が用量依存性である事を示唆して

いる(図 1D, E)。NYG の製剤上の添加物 B-CD の投与はマウスの腫瘍成長と体重へ殆ど影

響しない事を示した(図 1B, E)。このことはヒト HCC への抗腫瘍活性は NYG そのもの単

独の効果であることを反映している。異種移植HCC腫瘍における CD31の免疫染色法によ

り NYG投与後の微小血管形成を有意に減少させることが示された(図 1F)。総じて、これら

の結果から、NYG が HCC 異種移植腫瘍成長を抑制し、それは腫瘍内での血管新生抑制作

用によるものであることが推測された。 

 

 

2.2.  NYGは in vivoにおいて同所性同種移植された HCC増殖を抑制した 

 

 異種移植腫瘍モデルは新規治療薬の抗腫瘍効果調査の為の最初のモデルとしてしばしば

使用されるが、この前臨床モデルには、肝腫瘍微小環境を反映するには限界があり、不確か

な薬効結果をもたらすことがある(18)。したがって、我々は、ルシフェアラーゼでマークし

た MHCC97L 細胞をマウスの肝臓右葉に注入し同所性同種 HCC 移植モデルを作った。同

所性同種 HCC 腫瘍成長は介入期間中ライブ動物イメージング（live-animal imaging）に

よって監視された。モデル構築の一週間後、観察しうるルシフェラーゼ強度を持つマウスを

選び、それらを更に2つのグループに無作為に分けた。PBSのみのコントロール群とNYG10

㎎/kg 投与群。ルシフェラーゼ信号強度プロットから観察して、同所性同種 HCC 腫瘍が溶

媒のみ与えられたコントロールマウス群では 5週以内に急激に成長したのに対し、NYG投

与群では投与 2週間目から減速した。この実験で我々は、コントロール群と比べ NYG投与

群において HCC 腫瘍成長のおよそ 60%抑制といった有意な肝腫瘍サイズの減少を観察し

た(図 2B)。皮下成長腫瘍と同様、NYG投与群は同所性同種移植成長肝腫瘍における CD31

陽性細胞数を有意に減少させた。このことは同所性同種移植 HCC成長に対する NYGの腫

瘍抑制効果は部分的には NYG による血管新生抑制効果に起因している可能性が示唆され

ている(図 2C)。 

 



 

 

図 2. NYGは生体内での同所性同種 HCC増殖を阻害した 

(A)同所性同種 HCC 増殖はモデル確立後、毎週ルシフェリンシグナルのイメージングによりモ

ニタリングされた。同所性同種 HCC 増殖の割合は生理食塩水を与えられたグループと比較し

NYG 投与群ではゆっくりであった。 (B) NYG 投与 5週間後、肝臓を摘出。NYG 投与マウス群

は生理食塩水投与マウス群に比較して、同所同種腫瘍成長の抑制が見られた。NYG 投与後の有

意な腫瘍体積の縮小が観察された。同所性同種腫瘍結節をまるで示した。 (C) コントロール及

び NYG 処理マウス(10mg/kg)の CD31 抗体染色同所同種 HCC 腫瘍摘出組織。各区域の血管密

度は 5つの組織エリア(100x 倍率)の微小血管の平均数として測定された。NYG介入は同所同種

HCC肝移植マウスにおける CD31染色微小血管濃度を有意に減少させた* p < 0.01 

 

 

2.3. NYGは in vitroにおいて HCC培養細胞に殆ど影響しなかった 

 

 NYG の効果を明らかにするため、我々はこの微量色素が HCC 細胞の増殖を抑制するか

どうかの更なる調査をおこなった。MTT アッセイを個々の HCC 細胞に対する NYG の毒

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5000674_ijms-17-01277-g002a.jpg
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性用量の検討に行った。驚いたことに、NYG は、2 つのヒト肝がん細胞、HepG2 と

MHCC97L に対し、インキュベーション時間を 72 時間に延長しても、500μg/mL まで毒

性を示さなかった(図 3A,B)。HCC細胞におけるNYGにより起こる最小毒性から察するよ

うに、NYG は正常肝細胞 L02 に対しても 500μg/mL まで毒性を発揮しなかった。生体内

CD31 染色血管細胞密度の減少を観測したことにより、我々は NYG処理 HCC 細胞におけ

る、血管新生優遇因子 VEGF の発現をさらに検証した。MHCC97L 細胞に 250μg/mL と

500μg/mL の NYG を投与して 48 時間培養しその後の細胞と培養上清を収集した。定量

PCR解析では、NYG投与が、通常酸素と低酸素の条件どちらとも、VFGFのmRNA発現

に殆ど影響しない事を示した(図 3D)。検証のために、MHCC97L細胞による VEGF タンパ

ク分泌が ELISAアッセイにより測定され、NYGによる VEGF分泌抑制は観察されなかっ

た(図 3E)。 

これらの結果からNYGの腫瘍抑制効果はそのHCC細胞への作用に依存しないことが示唆

された。 

 

 

図 3. 体外培養 HCC細胞に対して NYGの影響はほとんどなかった 

(A) HelpG2と(B)MHCC97L細胞株に NYGを 0～500μg/mLの範囲で処理し、24, 48, 72時間

の培養を行った。B-CD、スラミン、ソラフェニブがコントロール群として添加された。細胞生

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5000674_ijms-17-01277-g003.jpg


存率を標準平均偏差により複製平均数として測定された(N=3)。 (C) 正常細胞株 L02 は NYG

で用量時間依存的に処理された。NYGは HepG2、MHCC97L、L02細胞に対して毒性を示さな

かった。 (D) MHCC97L 細胞における VEGFの相対的 mRNA発現率は qPCRにより測定され

た。VEGFの mRNAは fold change ± SD として測定された。 (E) 常酸素条件と低酸素条件

における MHCC97L 細胞の VEGF 分泌タンパクの量。VEGF 濃度は平均標準偏差(ng/nl)で測

定された。NLHCC97Lにおける NYG処理は VEGFの mRNAとタンパク濃度に有意な影響は

およぼさなかった。 

 

 

2.4. NYGは HUVECにおける遊走と管腔形成を抑制した 

 

 血管新生とは栄養素や酸素を腫瘍細胞の成長の為に供給する新しい血管の形成である。

血液血管系は基底膜からの侵入、遊走、増殖、及び管腔形成をおこない、お互いに繋がった

血管内皮細胞によって主に保持されている(19)。それゆえに、我々は in vivoにおいて、NYG

による腫瘍抑制が内皮細胞による血管新生の開始抑制に起因しているかどうかをさらに検

証した。手短に言うと、我々はヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)を血管新生好因子であ

る VEGF 単独、もしくは NYG 添加の条件のもとに処理し、HUVEC のさらなる反応を観

察した。ヒト腫瘍細胞から得られた結果と同様に、我々は 500μg/mLまでNYGの HUVEC

に対する毒性は現れない事を確認した。HUVECに対するNYG IC50は 24時間と 48時間

の培養時間でそれぞれ約2mg/mlと4mg/mlであった(図4A)。そして我々はNYGがHUVEC

動性を低下させるかどうか検証した。マトリゲル浸潤区域アッセイを使い、我々は非毒性用

量 NYG の存在下でチェンバー内の頂点から起点への HUVEC の遊走減少%を観察した(図

4B)。NYG により内皮細胞の走化性因子 VEGF への動性が遮断されたことから、NYG の

存在下で血管内皮細胞の機能が中断される可能性を示した。チューブ形成アッセイからの

観察は、HUVECにおける毛細血管様の管状構造形成が NYG投与により完全減衰するとい

う仮説を支持した(図 4C)。HUVEC 動性と管腔形成に対する 100μg/ml NYG の抑制効果

が血管新生阻害剤スラミン 30μMと匹敵した。総じて、我々の研究結果は腫瘍間質での血

管形成抑制において NYGが内皮細胞に作用している事を示唆した。 



 

図 4. NYGは HUVEC細胞の遊走と管腔形成を減少させた 

(A) HUVECは VEGFとそれぞれの容量の NYGとスラミンで、24時間、48時間処理を行った。

細胞生存率は標準偏差で平均複製率(n=3)として測定された(%)。HUVECにおけるNYGの IC50

はそれぞれ 24 時間、48 時間の培養時間で約 2mg/mL と 4mg/mL であった。 (B) HUVEC は

transwellの upper chamber に播種され、VEGF(20ng/mL)単独または NYGもしくはスラミン

との混合で処理された。遊走細胞の平均数が顕微鏡下でプレートごと 5 つの無作為なエリアで

数えられた。NYG 処理で HUVEC 遊走の可能性が用量依存的に減少した（40 倍拡大）。 （C) 

HUVECはマトリゲル pre-coated wellに播種され、VEGF(20ng/mL)単独もしくは NYG、また

はスラミンの配合で処理された。管腔形成の平均数が顕微鏡下でプレートごとに 5 つの無作為

な場所で測量された。NYG は HUVECの管腔形成を用量依存的に抑制した（100倍拡大） * p 

< 0.05, ** p < 0.01. 

 

 

2.5. NYGによる腫瘍血管新生抑制は内皮細胞における ERKの不活性と関連しているのか

もしれない 

 

 ERK/MAPKシグナル伝達経路は、主に内皮細胞の生存、遊走、管腔形成に関連する腫瘍

血管新生の促進に関係している(20)。このため我々は ERK が、NYG 媒体による内皮細胞

への抑制に関与しているかどうかを検証した。HYVEC において NYGは、VEGFによって

誘導される ERK リン酸化を強力に抑制するのを観察した(図 5A)。ERK 経路は普段は静止

状態にあり、特定の刺激に曝露された時のみ一過性に活性化される。我々の研究では、

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5000674_ijms-17-01277-g004.jpg


HUVEC において ERK は VEGF により刺激を受けた時に活性化された。以前の研究で

ERK 阻害が VEGF 処理された HUVECs における血管新生の減少をもたらす事を示した

(21)。生体内における腫瘍血管新生の減少が NYG による ERK 活性抑制に関係しているの

かどうか、さらに検証するため、我々は、腫瘍間質での血管ネットワークの CD31染色をお

こない、pERK の共焦点顕微鏡分析を行った。我々は pERKが CD31 染色された異種移植

腫瘍血管に多く発現し、NYG処理により pERKの発現が抑制された事を観察した(図 5B)。

しかしながら、ERK 下流上流ターゲットへの影響の可能性同様、様々な作用時間や用量と

の関係で pERKの変化を観測する事は、NYG介入による ERKの役割を確認するために必

ず必要である。総じて、我々の結果は、ERK 阻害は血管内皮細胞への NYG の規制抑制効

果に関連しているのかもしれない事を示唆した。 

 

 

図 5. 内皮細胞におけるNYGによる腫瘍血管新生の抑制は ERK抑制に関連しているのか

もしれない 

(A) HUVEC を VEGF 単独と NYG+VEGF で処理した。ライセートは抗 pERK と GAPDH に

対しての免疫を消した。pERK1と pERK2のタンパクレベルは GAPDHにより、右のパネルに

示す様に正常化、定量化された。NYG 介入により pERK の出現が下方制御された。 (B) CD31

で染色された摘出 HCC 腫瘍組織断片と対照の pERK 抗体と NYG 処理されたマウス・NYG 介

入は異種移植マウスの CD31 染色された微小血管濃度を優位に減少させた。pERK 発現は対照

群と比べ NYG 介入グループの CD31染色血管系において減少した。* p < 0.05, *** p < 0.001. 



 

 

3. 考察 

 

 血管新生は腫瘍細胞が原発部位から広がっていく為には不可欠な過程である。この過程

は腫瘍間質内での内皮細胞の増殖・遊走に関与し、腫瘍が急速に広がるための十分な酸素や

栄養素を与える微小血管の形成にも関係している(5)。血管新生は転移性癌の進行に絶対的

に関わってくる(22)。腫瘍細胞による血管内皮細胞成長因子(VEGF)の分泌は決定的要因と

して仮定されてきた(23)。しかしながら、我々は、NYGの in vitro HCC細胞発癌領域への

影響はほとんどなく、HCC における VEGF の発現と分泌に影響を与えなかった事を発見

した。この観察は NYG が腫瘍血管新生の上流での統制を標的としている可能性を除外し

た。VEGF とその受容体 VEGFR の結合は複数の細胞内シグナル伝達を活性化し、遺伝子

関連の透磁率、増殖、運動の転写活性を許可する(24)。以前の研究から、ERK シグナルの

活性化は主に内皮細胞の機能拡大(25)と遊走をもたらす事が示されている(26)。我々は培養

内皮細胞 HUVEC において、NYG が ERK シグナルの VEGF 誘発リン酸化を強力に抑制

する事を観察した。それは、VEGFによる ERKの活性化が NYG介入により遮断され、こ

の反応は VEGF依存によるものなのかもしれない事を示唆した(図 6)。 

 

 

図 6. HUVECの遊走と管腔形成を媒介するNYGの抗腫瘍効果を表した生体内・生体外実

験の模型図 

 

 自然由来の抗がん物質の多くは溶解性が悪く、また安定性やバイオアビリティが低いこ

とで、それらが自然由来製品の癌治療への利用促進を妨げている事が知られている(27)。

NYG の添加物、B-CD は薬の溶解性、バイオアビリティ、安定性や人への安全性が科学的

に証明されている配合物として医薬品業界で幅広く使用されている(28)。しかしながらいく



つかの研究では B-CD が生体内生体外において細胞株や動物に毒性があるのではと主張し

ている(29)。それゆえ我々は B-CD介入による動物実験を別に行い、ふっ腔内投与でマウス

の明らかな体重減少がない事を観察し毒性が殆ど見られない事を示した。生体外での実験

では、HacaTケラチノサイトにおける 1%(w/v)B－CDは 52.23%細胞死が起こり(30)、P388

細胞において 5mol/L(約 5.675mg/mL)では 60%の細胞死がみられ(31)、さらに、ある一定

の高濃度での B-CDの毒性が推測された。過去の研究と一致して、我々の研究は、500μg/ml

以下の B-CD 濃度では HepG2 と MHCC97L 肝癌細胞に対して毒性を発揮しないという結

論を示した。それゆえに、我々は 0.1㎎/ml NYGとおよそ 0.095mg/mL B-CDは細胞毒性

を示さないとした。 

 臨床においては、化学療法後、吐き気、嘔吐、下痢、食欲不振などの深刻な副作用がしば

しばみられる。これらの副作用は化学療法剤が正常細胞に引き起こす毒性反応に起因する

(32)。それゆえに癌細胞に直接毒性をもたらす化学療法剤の使用においてはこれらの副作用

は避ける事ができない課題と思われる。その上、化学療法耐性の性質を持つHCCでは、使

用する化学療法剤の量は非常に多くなり、それにより、さらなる重篤な副作用発現という結

果をもたらす。NYG が HCC に対して毒性を示さない、そして正常細胞に対して殆ど影響

を及ぼさないといった我々の研究結果から、NYGは患者に対して安全だと思われる。一定

量の NYG 投与で体重減少や副作用の見られなかった動物体重変化の観察からも、NYG の

使用はさらに安全性が高い事が示される。 

 我々の研究で観察されたように、NYGによる腫瘍拡大の抑制は腫瘍細胞集団の収縮によ

るものではなく、腫瘍間質内での内皮細胞の運動と血管系形成の抑制に関与している。NYG

投与マウスにおいて、内皮細胞による血管系ネットワーク構築の失敗が腫瘍細胞への酸素

や栄養素の供給を制限して、腫瘍成長遅滞を引き起こしている。NYGの介入は腫瘍細胞を

完全に根絶はしていないかもしれないが、固形癌の急速な成長や増殖を遅らせる。腫瘍細胞

がもろく低い増殖率で残存している状態に、低用量の化学療法剤が使用されると、期待した

治療効果を得た上、最小限の副作用におさえられるのかもしれない。これらの関連から、

我々は初期段階における他・癌治療の補助的療法として使用されうる NYGを、血管新生を

介した腫瘍拡大抑制による HCCへの潜在的補助療法として位置づけした。初期治療におけ

る NYG の併用使用の有効性とありうる生薬相互作用に注目したさらなる研究が今後行わ

れなくてはならない。 

 

 

4. 材料と方法 

 

4.1. NYGの準備（ノコギリヤシの赤色色素） 

 

 ノコギリヤシ粉末は無水エタノールで抽出した。抽出後残渣は濾過により上澄みから分



離した。上澄みは蒸発させ濃縮させた。その後相当量の水を濃縮抽出物に撹拌しながら追加。

その混合物は効率的な脂溶性（上部分）と水溶性（下部分）に分けるため、室温で保管。水

溶性層を別にし、ウエット結晶成分をろ過により収集。そして同量の beta-cyclodextrin (B-

CD)と 3 倍量の 90%エタノールをウエット結晶成分に追加して良く撹拌した。均質化した

ペーストは減圧化で乾燥された。乾燥した分画は 90%エタノールで再び懸濁され、脂質や

他の不純物は洗浄された。懸濁物は再び乾燥され、結晶物の正味重量が計算された。最終濃

度はノコギリヤシ自然色素抽出物 1に対して BCDが 19になるように調整された。 

 

 

4.2. 細胞株と細胞培養 

 

 ヒト肝細胞癌細胞株 HepG2 は ATCC より購入、MHCC97L は香港大学外科学 Dｒ

ManKwan より提供された。L-02 細胞株は動物実験センターの Sun Yat-sen 大学／広州

(Experimental Animal Center of Sun Yat-sen University, Guangzhou)から購入。細胞株

は 10%のFBSと 1%のペニシリン・ストレプトマイシンによって補足されたDMEM (Gibco, 

Carlsbad, CA, USA)に保存された。HUVEC細胞株は ATCCより購入し、5%の CO2イン

キュベータにて EGM2完全培地(Lonza, Basel, Switzerland)に保存した。80%の培養密度

に達した時点で移動させた。 

 

 

4.3.細胞生存率アッセイ 

 

 細胞の生存率は Mosmann の過去の資料による MTT アッセイにより調べた(33)。24 時

間、48時間、72時間、NYGを一連の濃度で細胞に処理した。培養後、10μlのMTT溶液

をそれぞれのプレートに加えそれからまた 3 時間培養した。100μl の DMSO を結晶塩を

溶かす為に加え 570nmの波長で吸光度を測定した。 

 

 

4.4. 遊走と管腔形成アッセイ 

 

 遊走アッセイの為、HUVEC は細胞培養容器、挿入 8μ(Costar)に播種した。受け側のチ

ャンバーは 20ng/ml VEGF と、NYG とスラミンありと無しの条件で無血清細胞培地で満

たされた。細胞の遊走は 37度 4時間で起こった。その後上部挿入の残った細胞は綿棒で取

り除かれ、下部のものはクリスタルバイオレットで染色を行った。遊走細胞は顕微鏡下でプ

レートごとに 5つの場所で測定した。管腔形成アッセイでは HUVECは処理あり、なしで、

マトリゲル基底膜マトリックス(BD)でプレコートされた 96 ウエルプレートに播種された。



そして 37度 4時間培養後顕微鏡下で視覚化された。 

 

 

4.5. 定量リアルタイム PCR 

 

 RNAイソプラス試薬（タカラ・東京・日本）を使ってNYG処理細胞から総 RNAが抽出

された。cDNA逆転写キット（タカラ）を使用して逆転写が行われた。SYBRプレミックス

Eｘ(タカラ）と Light Cycler 480 real time PCR system (Roche, Basel, Switzerland)を使

用して定量リアルタイム PCR が行われた。プライマーシーケンスは次のとおりである。

VEGF 5'-CCTCCGAAACCATGAACTTT-3' (forward) and 5'-

TTCTTTGGTCTGCATTCACATT-3' (reverse) 

 

 

4.6. ウエスタンブロッティング 

 

 NYG 処理された細胞は RIPA で分離され、タンパク濃度は Bradford タンパクアッセイ

により測定された。10μgタンパクサンプルが、ポリビリルデネリフルオライド膜に転送さ

れる前に 12%SDS アクリルアミドゲルで分離された。ウサギ抗 gadph と抗リン酸化 ERK

への初期の抗体で培養する前に膜を 5%ウシ血清アルブミンでブロックした。そして膜はワ

サビペルオキシダーゼ標識ウサギ抗体で培養され化学発光システム(Biorad, CA,USA)の元

で視覚化された。 

 

 

4.7. 免疫組織化学 

 

腫瘍は 30%スクロース内で OCT にて-20 度で凍結、8μm の厚さで区分された。区画は

10%ヤギ血清でブロックされ抗マウス CD31 と pERK で一晩培養された。各区画のマルチ

血管密度は 2 時間の FITC 共役抗体染色により評価され、蛍光顕微鏡の元で視覚化する前

に DAPIで対比染色された。 

 

 

4.8.VEGF分泌における ELISAアッセイ 

  

 VEGF分泌の測定にはヒト VEGF ELISA キット(ExCell Biology)が製造元プロトコルに

従って使用された。細胞培養上清は抗 VEGF モノクロナール抗体であらかじめコートした

プレートに播種された。その後、HRP標識ストレプトアビジンで 30分培養し TMB 基質液



が添加された。最後に、酵素/基質 反応を終えるため停止液が添加され、450nm で吸収率

が求められた。 

 

 

4.9. 動物実験 

 

4.9.1. 皮下異種移植モデル 

 

 PBS におかれた MHCC97L 細胞(1×106)を BALB/cAnN-無胸腺ヌードマウスの右脇腹

に皮下注射した。一週間後、一連の容量のNYGとドキソルビシン(n=5)治療が、4週間の週

3 回腹空内投与が、開始された。対照グループは同量の PBS が投与された。それぞれのマ

ウスの体重と腫瘍サイズが密接に観察された。マウス実験後、腫瘍は取り出し測定された。

動物処理は香港大学 Committee on the Use of Live Animal in Teaching and Research 

(CULATR)に承認された手続きで行った。 

 

 

4.9.2.同所性同種移植モデル  

 

 動物モデル確立プロトコルは我々の以前の研究(34)に記載されている。簡単に言えば 1×

106ルシフェラーゼでマークされた PBS内のMHCC97L細胞が Balb/Cヌードマウスの右

脇腹に皮下注射された。皮下腫瘍が 1cm の大きさになった時それは取り出され、1mm3に

切り分け、他マウス肝臓左葉に移植された。1週間後開腹し腫瘍成長のルシフェラーゼイメ

ージング解析検査を行った。ルシフェラーゼシグナルを示すマウス(N=5)が、無作為に生理

食塩水コントロール群とNYGのふっ腔内投与(10mg/kg every 2 days)グループに分けられ

た。それぞれのマウスの体重と腫瘍サイズが密接に観察された。マウス実験後、腫瘍は取り

出し測定された。参照番号３３９８－１４動物処理手続きは、2014 年 8 月、香港大学 

Committee on the Use of Live Animal in Teaching and Research (CULATR) に承認され

た。 

 

 

4.10. 統計学分析 

 

 全てのデータは unpaired Student's t testにより統計学的に分析された。p 値 < 0.05で

有意であると考えられた。 

 

 



5. 結論 

 

 結論として、我々はノコギリヤシの水溶性エキス・NYGのヒト肝細胞癌における、抗腫

瘍作用を実証した。NYGは腫瘍間質における血管新生の抑制により、異種移植と同所性同

種腫瘍モデルにおける肝細胞癌(HCC)成長の強力な抑制作用を展開した。NYG は HCC 細

胞に対し毒性は発揮せず、また HCC 細胞での VEGF 発現の減少もおこさなかった。代わ

りにNYGは、腫瘍間質において内皮細胞の遊走と管腔形成を抑制した。それが主たる抗腫

瘍効果に貢献していると思われる。これはNYG処理した内皮細胞の ERKシグナル不活性

化に関連している。我々の研究は HCCの潜在的補助療法としてのノコギリヤシ水溶分画の

新たな使用に光を与えた。 
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