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＜目的＞ 

 発がんにおいて活性酸素は促進物質の一つとして注目されており(1)、ヒトにおいても

H.pyloriによる胃炎や潰瘍性大腸炎、ウイルス性肝炎・肝硬変において炎症とともに発生

する活性酸素が発がん性を促進している報告がある(2, 3)。活性酸素はミトコンドリア由

来、NADPH oxidase および、その他、代謝や炎症などにより起こると考えられており(4)、

その中で我々は内因性活性酸素誘導酵素である NADPH oxidaseに着目した。その阻害剤で

ある apocyninは、抗酸化物質と違い細胞内で機能的に活性酸素を低下させることが期待さ

れる。我々は以前に無機砒素による膀胱傷害において、apocyninが活性酸素発生の部分的

な低下を起こすことを(5)、ラット前立腺発癌モデルにおいて、apocynin が活性酸素誘導

阻害とともに発癌性の抑制することを確認した(6)。 

 今回、apocyninの化学予防剤としての役割が、肝臓においても期待出来るため、ラット

中期肝発がん性試験法(7)を用いて、肝発癌に対する抑制効果を検討した。この試験法は、

ラット肝臓における発癌性を簡便かつ定量性を持って確認出来る動物モデルである。この

モデルで肝発癌性の指標して用いる glutathione-S transferase placental form (GST-P)

陽性細胞巣は、ラット肝臓における前癌病変として種々の実験で用いられている(8, 9)。 

 

＜方法＞ 

 動物は、対照群、apocynin低濃度および高濃度投与群それぞれ 15〜16匹ずつ準備した。

6週齡の F344雄ラットに diethylnitrosamine (DEN) 200 mg/kgを腹腔内投与し、２週間

後から apocynin 100もしくは 500 mg/Lを 6週間飲水投与した。実験開始３週後に肝部分

切除を行い、実験期間 8週で屠殺・剖検を行った。体重測定後、肝臓、腎および脾臓を採

取し、重量測定を行った。採取した肝臓の一部を凍結し、以下の活性酸素濃度測定に用い

た。残りの肝臓および他の臓器は 10%ホルマリンで固定し、標本を作製した。 
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 肝組織に対して GST-P 抗体を用いた免疫組織化学染色を行い、GST-P で陽性となる細胞

巣の単位面積あたりの数および面積を Keyence BZ-9000を用いて計測した。また、細胞増

殖を Ki67抗体による免疫組織化学染色で、アポトーシス細胞を TUNEL染色法により検討し

た。 

 また、凍結肝組織を 7 µmに薄切し、5 µM dihydroethidium (DHE)溶液に 37℃15分暗所

で保存した後、phosphate buffered saline で洗浄、蛍光顕微鏡である Keyence BZ-9000

によりその発色を観察した。 

 

 

＜結果＞ 

 動物実験経過中の体重を下記に示す。体重は、肝部分切除により一次的に減少するもの

の経過中は増加した。また、群間で体重増加に差は見られなかった。 

 

 屠殺時の体重および肝重量、飲水摂取要を下記に示す。いずれの群においても差が見ら

れなかった。また、腎臓や脾臓の臓器重量についても群間で差が認められなかった。いず

れの群においても腎組織に毒性変化を認めなかった。以上、これらの所見からは apocynin

の毒性は認めなかった。 

 

 

(g) 

(weeks) 



研究実績報告書 

 - 3 - 

  

Treatment 

  

No. of rat 

  
Body weight 

(g) 

  
Liver 

weight (g) 

  Water 

consumption 

(ml/rat/day) 

  

  
    

      

 

Control 

 

15 

 

276.4 ± 10.9 

 

8.7 ± 0.3 

 

19.2 ± 1.7 

 

 

100 mg/L 

 

15 

 

277.0 ± 11.2 

 

8.5 ± 0.5 

 

19.6 ± 2.0 

   500 mg/L   16   274.0 ± 12.7   8.6 ± 0.8   19.3 ± 1.9   

 

 肝組織面積あたりの GST-P陽性細胞巣の個数および面積を計測した結果を示す。数およ

び面積いずれにおいても apocynin 濃度依存性に有意な低下を認めた。従って、apocynin

は肝発癌に対して抑制作用を有することを確認した。 

 

 肝組織内の活性酸素を解析するため、肝組織の DHEによる染色した写真および、その吸

光度を解析した結果を下図に示す。DHEは核に染色され、その発色は apocynin濃度依存性

に低下、500mg/Lにおいて有意な低下を認めた。 
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 下記に肝組織における Ki67 および TUNEL 染色による核染色陽性率を示す。いずれも

apocynin投与により抑制傾向を示したが、群間では有意な差を認めなかった。 

 

＜考察＞ 

 今回、我々はラット中期肝発がん性試験法を用いて、apocyninの発癌性および発癌抑制

効果を検討したが、肝組織単位面積あたりの GST-P陽性細胞巣の数および面積を有意に低

下することから、apocyinは肝発癌に対しても抑制効果をもつことが確認され、化学予防剤

としての可能性が示された。また、今回用いた apocynin 投与量では、体重および各臓器重量、

組織学的観察を含め、毒性作用は認められず、今後ヒトへの投与を鑑みた場合に重要な所

見と考えられる。 

 ラット中期肝発がん性試験法は 300以上の化学物質について検討され、既知のラット肝

発がん物質の検出率は 92%で、指標としている GST-P の発現を抑制すると報告されている

化学物質である peroxisome proliferator を除くと 98%以上と高く、肝発がん性を検討す

るにあたり比較的短期かつ簡便なモデルである(7)。加えて、GST-P陽性細胞巣の数や面積

の抑制は、肝発がん抑制効果の可能性を示すものである。 

 我々は以前にヒト前立腺癌細胞株において、apocyninによる活性酸素および細胞増殖抑

制効果を確認した(6)。一方でラット肝癌細胞株における apocyninの効果は、活性酸素抑

制を確認したものの、細胞増殖に対しては抑制効果を示さなかった(10)。今回の結果を踏

まえると、前立腺においては腫瘍の発生・進展いずれの時期においても活性酸素が重要な

役割を示す一方で、肝臓では癌化に対する危険因子であるものの、腫瘍内で直接的な増殖

因子としての役割が乏しいことが推察される。今回、肝組織内での細胞増殖活性関連タン

パク Ki67の陽性率が低下するものの、群間では有意差が出なかった原因と推察される。 

 以上より、apocyninは肝組織においても発癌性を示さず、むしろ発癌抑制物質である可

能性を示した。以前の結果も加えて apocyninという NADPH oxidaseを特異的に阻害する化
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学物質が、種々の臓器において発がん抑制や抗腫瘍効果を有することが示された。また、

比較的高濃度での投与においても毒性が示されないことは、今後の治療薬としての活用に

心強い。我々は前立腺癌細胞株の皮下移植モデルにおいて血管新生抑制効果も示しており

(11)、今後の発がんおよび腫瘍抑制剤としての可能性を期待している。 
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