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Effect of cell-specific cell death induction usinJ extract of C h r ys o p h yl l u m  c ainit o  seeds 
aJainst huPan hePatoloJical cell line include hePatoloJical tuPor.

要旨 :　白血病は，血液中の血球が腫瘍化する血液の癌であり，急性白血病と慢性白血病に大別される．現在
では化学療法や造血幹細胞移植により完治することが可能となりつつあるが，他の固形癌と同様に化学療法は
患者への負担が非常に大きい治療法となっている．そこで我々は，抗がん剤について検討するに当たり
Chr\soph\lluP cainito（現地呼称：ミルクフルーツ）の種子が強い細胞溶解作用を持つことを以前に行った実
験より見出し，この種子からの抽出液は白血病細胞株を死滅させることを明らかにした．また，この作用がど
のような機序で起こるのかを知るために Chr\soph\lluP cainito種子による細胞死がアポトーシスにより引き起
こされているかを検討した．急性前骨髄球性白血病株である H L 6 0 と急性単球性白血病細胞株である U 9 3 7 を
アポトーシスマーカーである Annexin 9と生細胞には取り込まれず死細胞のみを染色する PropidiuP Iodide
（PI）で染色し，その蛍光強度を )low c\toPeterを用いて比較検討した．その結果，細胞はアポトーシスによ
り細胞死を引き起こした一方で，ネクローシスによる細胞死は起きていないことが示唆された．また，この作
用には H L 6 0 と U 9 3 7 細胞株において作用が異なることからミルクフルーツ種子抽出物は細胞種毎に作用が異
なっており，これらのことは，ミルクフルーツ種子抽出物が細胞死を誘導する際に細胞の選択を行っている可
能性も示唆される結果となった．

キーワード :　アポトーシス　天然成分　細胞溶解作用　白血病　血液成分

Abstract�　LeuNePia, blood cell chanJe to tuPoriJenic hePatoloJical cells that is divided into acute leuNePia and 
chronic leuNePia. It is possible that leuNePia is cured usinJ chePotherap\, hePatopoietic steP cell transplantation, etc. 
Concurrentl\, the patient burdens was increased b\ chePotherap\ for tuPors include leuNePia and other solid cancer. We 
revealed that the seed of C h r ys o p h yl l u m  c ainit o  （CoPPon naPe� MilN fruit） has a stronJ hePol\tic action and extracts 
froP the seeds induce cell death for leuNePic cell line.　+ere, we Peasured Àuorescent intensit\ in order to exaPine 
whether seeds of C . c ainit o  induce apoptosis. )luorescent intensit\ were coPpared b\ )ITC conMuJated Annexin9 for late 
apoptotic PaNer and PropidiuP Iodide for count of death cells usinJ a Àow c\toPetr\ in a huPan acute proP\loc\tic 
leuNePia cell line, +L60 and huPan acute Ponoc\tic luNePia cell line, U937. As a result, the cells were induced cell 
death b\ apoptosis. Meanwhile, we could not observed necrosis in each cell line. The result shown that the effect b\ seeds 
o f  C . c ainit o  are different in each cell line. Therefore it becoPe the result that extract of C . c ainit o  seeds select aJainst cell 
t\pe in inducinJ cell death.

.e\word:　A p o p t o s i s 　Natural inJredient　Ce l l  L y t i c 　LeuNePia　blood coPponent
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1ɽॹݴ
　これまでに行われた疫学調査において，植物の
疾病予防への効果が報告されている．我々の研究
においても果実種子に含まれる天然成分を用いた
健康食品開発を通して，血糖値増加抑制に効果が
認められる可能性のある果実を同定した 1 ）．

　C h r ys o p h yl l u m  c ainit o （現地名：ミルクフルー
ツ（M)））は，中央アメリカや西インド諸島など
の熱帯低地を原産とするアカテツ科カイニット属
の常緑中高木である．カンボジアやベトナムなど
東南アジアでも広く栽培されており，果実は食用
に共されている．また，その葉には，血糖値上昇
抑制作用があることがわかっている．さらに，こ
のミルクフルーツが赤血球に対しては高度な細胞
溶解作用を示すのに対し，正常な単核球には作用
を示しにくく，急性前骨髄球性白血病株である
H L 6 0 細胞株を優先的に死滅することができるこ
とを報告した2 ）．種子や果実抽出物によるこのよ
うな細胞溶解作用は，含有するサポニンなどの界
面活性剤等の影響により細胞膜が高度に破壊され，
速やかにネクローシスがおきることが報告されて
いる 3 ）．したがって，このミルクフルーツは，赤
血球を速やかに細胞溶解させることから，血球細
胞膜に作用し，ネクローシスを誘導して赤血球の
破壊をする物質が含まれていると考えられた．し
かし，今回の報告では，H L 6 0 および，急性単球
性白血病細胞株である U 9 3 7 を用いて，ミルクフ
ルーツ種子と対照のグレープフルーツ種子抽出物
の細胞溶解能力に関し大きく作用過程が異なった
ことから，)low c\toPetr\（)CM）を用いて，こ
れらの作用がアポトーシスあるいはネクローシス
による作用であるのかを比較検討した．

2ɽࡐྉ
　細胞株は，藤田保健衛生大学から供与された急
性前骨髄球性白血病株由来の H L 6 0 ，急性単球性
白血病細胞株 U 9 3 7 を用いた．ミルクフルーツ種
子は，カンボジア　カンダール州産の種子（約
1NJ）を空輸により検疫後入手して使用した．グ
レープフルーツは，国内の販売店より購入して使
用した．

3ɽ方法
3.1　果実種子成分の抽出
　ミルクフルーツおよび，グレープフルーツ種子
は，乳鉢で破砕後，メタノールに浸漬して抽出を
行った．抽出溶液には，果実の残渣が含まれるが，
以下の試験には，2,700 x J，5 分で遠心した後の
上澄みを使用した．

3.2　蛋白質濃度測定
　抽出された果実種子成分の蛋白質濃度は，BCA  
protein assa\ Nit（Pieace 社）を用いて， 9 6 - w e l l  
dishを用いて，常法に従い測定した．吸光度の測
定は，マイクロプレートリーダー（Biorad社）を
用いて572nPで吸光度測定を行った．抽出された
メタノールは，蛋白量測定時に，全量 2 0 0 μL に
対し，1 0 μL の抽出液を加えており，メタノール
の最終濃度5 ％で測定を行っている．この濃度は，
BCA 法におけるメタノール許容限界 1 0 ％以下と
なっている．
　
3.3　細胞培養
　H L 6 0 および U 9 3 7 細胞は，T- 7 5 フラスコ（Grainer
社）を用いて，RPMI1640培養液（WA.2社）に
て継代した．培養は， 3 7 ℃，C22 濃度5 ％，湿度
1 0 0 ％に調整された環境下において継代培養を
行った．MTSアッセイに用いた細胞は，測定 2 日
前に96-well dish（IWA.I社） に1.0x104  c e l l s / w e l l
で播種し上記条件下で培養した後，種子抽出物
添 加1 2 時 間 後 に3 -（4,5-diPeth\lthia]ol-2-\l）- 5 -
（3-carbox\Pethox\phen\l）- 2 -（4-sulfophen\l） 
-2+-tetra]oliuP, inner salt @（MTS）アッセイを行っ
た．)CMの解析では，T- 7 5 フラスコにてコンフ
ルエントまで培養した後，種子抽出物を添加後1 2
時間で回収し計測に用いた．

3.4　細胞の生存率測定
　細胞の生存率の計測には，CellTiter 96 Aqueous 
2ne Solution Cell Proliferation Assa\（ProPeJa社）
を用いて測定を行った．方法は，前述の細胞に定
法に従って，ミトコンドリアの呼吸活性による
MTS還元反応を行い，マイクロプレートリーダー
（Biorad社）を用いて490nPで吸光度測定を行った．
細胞は， H L 6 0 ，U 9 3 7 すべての細胞において，ミ
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ルクフルーツおよびグレープフルーツ抽出液は，
測定された総タンパクの濃度より，2 0 ，2 ，0.2，0.02
μJを各 w e l l に添加し，4回同一の測定を行った．
ポジティブコントロールは，PBSを抽出液の代わ
りに添加した．ネガティブコントロールは，反応
終了時に TritonX-100溶液（終濃度1 ％）にて細胞
を死滅させた．

3.5　生死細胞数の測定
　アポトーシスによる生死細胞数の確認には
MEBCYT2 Apoptosis .it（MBL社）を用いて測
定を行った．
　まず，シャーレ内の各細胞を15Plのチューブ
に移した後，500 x J，5 分間，4℃で遠心し，PBS
で3 回洗浄した．次に 5 ×1 0 5 ～5 ×1 0 6 /Plになるよ
うに1 × BindinJ Buffer（BB）を加え，さらに１
μL の )ITC-Annexin 9と2.5μl の PropidiuP Iodide
（PI）を加え，室温，暗所で1 5 分間反応させた．
反応後，2 0 0 μL の BBを加えて細胞を浮遊させ，
セルソーター S+800（Son\）を用いてアポトー
シスの測定を行った．使用した細胞は前述のよう

に調整し，機器の標準マニュアルにしたがって測
定を行った．

�ɽ結果
4.1　ミルクフルーツ種子抽出物添加による細胞
の生存率の検討

　ミルクフルーツおよびグレープフルーツの細胞
溶解作用を確認するため，それぞれの果実種子抽
出液2 0 ，2 ，0.2，0.02μJを，H L 6 0 および U 9 3 7 細
胞株が入った96-well dishに添加し，細胞の生存
率をMTSアッセイ法によるミトコンドリアの呼
吸活性の測定によりそれぞれの果実種子抽出物の
濃度を決定した．その結果，すべての細胞株にお
いて2 ～2 0 μJの濃度において生存率の急激な低
下を確認した（data not shown）．このことにより，
以後の実験では，1 0 μJを添加し細胞死を計測した．
また，この濃度は，以前の研究においてヒト急性
Ｔリンパ芽球性白血病細胞株 -urNatの細胞死が確
認された濃度でもある．一方で，細胞溶解作用が
見られないグレープフルーツ果実種子抽出物をネ
ガティブコントロールとしてミルクフルーツと同

出ᾮを用い、ࢥントロールとして PBS を同

㔞ῧຍした。FITC-Annexin V ࡧよ࠾ PI の
⺯ගᙉᗘは FCM によって測定を行った

（Figure1）。

に⣽࠿ࡎࢃ、ントロールではࢥ、の結果ࡑ

⬊Ṛはㄏ導されるࡶのの、ከࡃは⏕Ꮡした

≧ែであった（Figure 1A, 1D㸹Figure2B㸹
Table1）。୍方で、MTS アッࢭイの結果と

同ᵝに、࣑ルクフルーࢶ果ᐇ✀子ᢳ出ᾮを

ῧຍしたྛ⣽⬊に࠾いて PI 㝧性の⣽⬊Ṛ

をㄏ導された⣽⬊のቑຍࡀㄆࡽࡵれた

（Figure 1B, 1E）。௒ᅇのᐇ㦂で行ったస

用 12 時間に࠾いて、HL60、U937 ྛ⣽⬊

株に࠾いては、PI 㝧性࣭AnnexinV 㝧性⣽

り、12࠾てࡵを༨࡝ࢇと࡯ࡀ⬊ 時間でア࣏

トーࢩスࡀㄏ導されているࡇとࡀほᐹされ

た。

果ᐇ✀子ᢳ出ᾮをῧຍࢶレープフルーࢢ

した⣽⬊は、HL60、U937 ඹに࣑ルクフル

ーࢶ果ᐇ✀子ᢳ出ᾮをῧຍした⩌のよ࡞࠺

⣽⬊Ṛのㄏ導はㄆࡽࡵれ࡯、ࡎと࡝ࢇの⣽

5 

'JHVSe�1　5Ie�Y-BJT�TIPXT�UIe�JOUeOTJUZ�PG�HSeeO�qVPSeTDeODe�TUeNNJOH�GSPN�AOOeYJO�7�CJOEJOH�UP�
DeMM�NeNCSBOe��5Ie�Z-BYJT� JOEJDBUeT� UIe� JOUeOTJUZ�PG� UIe� SeE�qVPSeTDeODe�CeJOH� SeMeBTeE�GSPN�1M���
5Ie�NeBTVSeNeOUT�XeSe�QeSGPSNeE�JO�EVQMJDBUe�
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量を添加し，MTSアッセイによる生存率を比較
した．その結果，グレープフルーツ種子抽出物の
場合には， 2 0 μJにおいても細胞死の誘導は確認
されず，ミルクフルーツだけに細胞死の誘導作用
が確認された．

4.2　ミルクフルーツ種子抽出物による細胞死誘
導についての検討
　次に，各細胞にミルクフルーツ種子抽出物を作
用させ，誘導される細胞死がアポトーシスあるい
はネクローシスによる作用なのかを明らかにする

ために )low C\toPeterを用いて細胞死を比較した．
作用物質は，MTSアッセイに用いたミルクフルー
ツおよびグレープフルーツ果実種子抽出液を用い，
コントロールとして PBSを同量添加した．)ITC-
Annexin 9および PIの蛍光強度は )CMによって
測定を行った（)iJure1）．
　
　その結果，コントロールでは，わずかに細胞死
は誘導されるものの，多くは生存した状態であっ
た（)iJure 1A, 1D；)iJure2B；Table1）．一方で，
MTSアッセイの結果と同様に，ミルクフルーツ

ントロールと同ᵝの結果であったࢥࡀ⬊

（Figure 1C, 1F）。

次に、Fugure2A に♧ࡍ分⏬により、⏕Ꮡ

⣽ ⬊ (Figure2B) 、 ึ ᮇ ア ࣏ ト ー ࢩ ス

（ Figure2C ）、 ᚋ ᮇ ア ࣏ ト ー ࢩ ス

（Figure2E）、ネクローࢩス（Figure2D）

の 4 れの分ࡒれࡑ、ージに分㢮しࢸのスࡘ

⏬にᏑᅾࡍる⣽⬊の๭ྜを計測した

（Table1）。ࡑの結果、⏕Ꮡ⣽⬊の分⏬では

（Figure2A）、HL60 ࡧよ࠾ U937 ྛ⣽⬊株

で᭷ពに⣽⬊数ࡀపୗして࠾り、⣽⬊Ṛࡀ

6 

'JHVSe�2�（A）�4DIeNB�GPS�pHVSe�2��1MPU�BSeBT�XeSe�EJWJEeE� JOUP� GPVS-QIBTe���-PXeS�-eGU� JOEJDBUe�OPSNBM�DeMMT� JO�
'JHVSe�2#��-PXeS�SeJHIU�JOEJDBU�eBSMZ�BQPQUPTJT�JO�'JHVSe�2�C���6QQeS�-eGU�JOEJDBUe�UIBU�DeMMT�XeXe�JOEVDeE�OeDSPTJT�
JO�'JHVSe�2%��6QQeS�SJHIU�JOEJDBUe�UIBU�DeMMT�XeSe�MBUe-TUBHe�BQPQUPTJT�JO�'JHVSe�2�&��（#）（C）（%）（&）�)-�0�BOE�
6973�XeSe�TUBJOeE�1*�BOE�'*5C-BOOeYJO�7��CeMMT�XeSe�DPVOUeE�CZ�qVPSeTDeOU�JOUeOTJUZ�PG�1*�PS�'*5C�VTJOH�'CM�JO�
eBDI�DeMM�MJOeT���5Ie�OVNCeS�PG�TBNQMe�JO�UIJT�TUVEZ�JT�BT�GPMMPXT���CPOUSPM�JT�NeTVSeE��TBNQMeT��M'�JT�NeTVSeE�
�TBNQMeT���G'�JT�NeTVSeE��TBNQMeT���7BMVeT�BSe�eYQSeTTeE�BT�UIe�NeBOT�ʶˎʻ0�01
�ˎˎʻ0�01�
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果実種子抽出液を添加した各細胞において PI陽
性の細胞死を誘導された細胞の増加が認められた
（)iJure 1B, 1E）．今回の実験で行った作用 1 2 時間
において，H L 6 0 ，U 9 3 7 各細胞株においては，PI
陽性・Annexin9陽性細胞がほとんどを占めており，
1 2 時間でアポトーシスが誘導されていることが観
察された．
　グレープフルーツ果実種子抽出液を添加した細
胞は，H L 6 0 ，U 9 3 7 共にミルクフルーツ果実種子
抽出液を添加した群のような細胞死の誘導は認め
られず，ほとんどの細胞がコントロールと同様の
結果であった（)iJure 1C, 1)）．
　
　次に，)uJure2Aに示す分画により，生存細胞
（)iJure2B），初期アポトーシス（)iJure2C），後
期アポトーシス（)iJure2E），ネクローシス
（)iJure2D）の4つのステージに分類し，それぞれ
の分画に存在する細胞の割合を計測した
（Table1）．その結果，生存細胞の分画では
（)iJure2A），H L 6 0 および U 9 3 7 各細胞株で有意に
細胞数が低下しており，細胞死が誘導されて生存
細胞が減少していた．
　アポトーシスの程度については，PI陽性，
Annexin 9 陽 性 の 後 期 ア ポ ト ー シ ス 細 胞
（)iJure2E）が，H L 6 0 および U 9 3 7 各細胞株におい
て有意に上昇しておりアポトーシスが誘導されて
いることが確認された．一方で，)ITC-Annexin 9
陽性，PI陽性のアポトーシスを起こしている細
胞が H L 6 0 細胞株において有意に増加しているに
もかかわらず，U 9 3 7 では増加が認められなかっ
た（)iJure 2C）．また，H L 6 0 および U 9 3 7 細胞株

でネクローシスを起こした細胞の増加は有意には
観察されず（)iJure 2D），アポトーシスをおこし
ていることが示唆された．

5ɽ考察
　今回われわれが行った実験により，ミルクフ
ルーツ果実種子抽出液が白血病細胞株である
H L 6 0 ， U 9 3 7 の各細胞株においてアポトーシスに
よる細胞死が誘導されることが示唆された．この
ことは，ミルクフルーツが，複数の血液由来細胞
株に細胞死を誘導する可能性を示している．
　
　白血病は，血液中の血球が腫瘍化する血液の癌
である．この白血病には，急性白血病と慢性白血
病に大別され，それぞれ症状や治療がまったく異
なっている4）．治療法が確立される以前の白血病
は不治の病としての代表例だったが，現在は化学
療法や造血幹細胞移植の進歩により完治すること
さえ可能となりつつある．しかし，他の固形癌と
同様に化学療法は患者への負担が非常に大きい治
療法となっている．特に，悪性骨髄性白血病はそ
の進行程度によりM0からM7まで分類され，そ
の種類によって治療法が異なる．
　白血病の化学療法には，症状に合わせて分子標
的薬が用いられることが多い．急性前骨髄球性白
血病では，トレチノイン（AtRA� All-trans Retinoic 
Acid）が非常に有効であり，他のシタラビンやア
ントラサイクリン系薬剤などが併用されている5 ）．
また，慢性骨髄性白血病においては，イマニチブ
がその治療に大きな変化をもたらしたといわれて
いる 6 ）．しかし，これらの分子標的薬は完全に白

5BCMe�1
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血病細胞を死滅させるわけではなく，病気の進行
を抑えることにより慢性期の状態を維持するため
に使用されたりしている．このような状況におい
て，患者の負担が少ない治療薬の開発は急務であ
ると考えられる．しかし，固形癌を含め多くの流
通している抗癌薬はイチイの樹皮より抽出される
パクリタキセルやドセタキセルなどのような天然
物質を利用した抗がん剤7 ）なども存在するが，全
身に影響を及ぼしてしまうものも少なくない．そ
のため近年ではドラッグデリバリーの技術が急速
に進歩し 8 ）9 ）1 0 ），標的細胞に特異的に作用する抗
がん剤の開発が精力的に行われている．今後，さ
らに白血病細胞株を含む血液由来細胞株，あるい
は固形癌細胞および正常血液細胞に対する作用効
果について比較検討する必要があると考えられる．
　
　一方で，早期のアポトーシスにおいて脂質二重
膜の内側に存在するフォスファチジルセリンは軽
度の細胞膜破壊により細胞表面に表出する．フォ
スファチジルセリンに高い親和性を持つ Annexin 
9を )ITCにて蛍光標識した後，アポトーシスに
よって露出したフォスファチジルセリンに )ITC-
Annexin 9を結合させることによりアポトーシス
細胞を染色した．また，死細胞の判定のため，生
細胞の細胞膜は透過せず，死細胞の細胞のみ透過
する PIで染色を行い，PI陽性を死細胞と判定した．
界面活性剤などの作用によるネクローシスが急速
に起きた場合には，Annexin 9陽性細胞は観察さ
れず，PI陽性の細胞が増加することが予測され
る（)iJure2 A）．今回，H L 6 0 細胞において PIお
よび Annexin 9陽性の後期アポトーシスよりも，
PI陰性，Annexin 9陽性の初期アポトーシスが多
く観察されたのに対し，U 9 3 7 では，PI陽性，
Annexin 9陰性の後期アポトーシスの細胞が多く
観察されたことは，細胞株毎に作用の程度が異な
ることを示している．これまで細胞溶解作用を持
つ植物果実の研究においては，その細胞溶解作用
の機序として果実に含まれるサポニンなどの界面
活性剤成分により細胞膜に膜孔を形成することで
急速に細胞質成分を細胞外に漏出させてネクロー
シスによる細胞溶解作用を示すことが知られてい
る．今回の実験使用した細胞株においては，ネク
ローシス様の細胞死は観察されなかった．さらに，

H L 6 0 および U 9 3 7 細胞株での比較により，細胞死
の進行程度に大きな差が認められた．また，ミル
クフルーツ果実種子抽出物による作用は，正常な
単核球の培養液中にミルクフルーツ種子の抽出物
を添加し培養しても単核球の生存に影響を及ぼし
にくいことから2 ），その細胞死の誘導には細胞の
選択が行われていることが考えられる．
　これまでに行われた研究において，同様の作用
を 示 す も の が 報 告 さ れ て い る． B as il l u s  
Th u r ing ens is より抽出された Parasporinは，癌細
胞に選択的に作用し細胞死を誘導することが知ら
れている 1 1 ）1 2 ）．この作用は，細胞膜上の GPIア
ンカー型蛋白質を Parasporinが認識後，膜孔形成
蛋白質を細胞膜へと挿入し細胞死へと誘導を行っ
ている．このような認識機構を介するため細胞株
への作用効果に大きく差が出ることがわかってお
り，さらに，正常細胞と癌細胞の認識にこの機構
が大きく関与していることがわかっている．今回
の研究において，ミルクフルーツ種子抽出物によ
る作用は，白血病細胞株毎に異なる細胞死が見ら
れたことからも，単純な細胞膜溶解による細胞死
ではなく，Parasporinなどの作用と非常に類似し
ており，ミルクフルーツ種子抽出物の細胞死にお
いても同様の細胞選択機構が働いていることが示
唆される．しかしながら，今回使用したミルクフ
ルーツ種子抽出液は，複雑な抽出を行っておらず，
その正確な成分は特定されていない．本研究にお
いては，果実種子本来の成分を研究に使用した．
また，ミルクフルーツは，東南アジアでは一般的
に食されている果物であり，その種子の利用の安
全性は高いと考えられる．しかし，赤血球の細胞
溶解作用があるため，このままの使用は難しい．
一方で，このような細胞選択的な細胞死は，その
効果を十分確認することにより細胞選択的な細胞
死誘導剤としての開発の余地があると考えられる．
また，ミルクフルーツのような食品自体の生理活
性評価は，通常の食生活において，予防あるいは
症状の維持を通常の食事を摂取することで行うこ
とができる健康食品の開発につながっていくこと
が期待される．

　今後，ミルクフルーツ種子抽出物による細胞死
がアポトーシスによる作用なのかを明らかにする
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と共に，標的細胞あるいは，効果濃度などを明ら
かにし，生体に対する安全性とその効果の程度を
検討して予定である．
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