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Abstract：Effectsofsharkcartilagewater－eXtraCt（SCE）andbovinecartilagewater－

extract（BCE）On pancreatic duct carcinogenesis wereinvestigated using a rapid

productionmodelforpancreatic duct carcinomainhamSterS，and thefollowingresults

were obtained．

1．SCEinhibitedactivitiesofMMP－2andMMP－9butBCEdidnotindtro．

2．BCEdidnothavebeneficialeffectsonchemopreventionofpancreaticcarcinomas・

3．NotoxicslgnS，includinggrowthretardationorlossofpancreaticandliverweights，
WereobservedinhamsterstreatedwithBOPfollowedbySCE．

4．The dietcontaining O．4％SCE reducedsignificantlythenumbersofadenocarcinomas

and ductallesions．

5．SCEdidnotaffecttheBrdUlabelingindicesofpancreaticducta11esions・

6．SCE didnotaffectexpressionlevels ofproenzymeformOfMMfL2andMMP－9and

enzymeformofMMP－2inadenocarcinomas・

TheseresultsindicatethatSCEpossessesinhibitoryeffectsondevelopmentofpancreatic

carcinomas and that SCE may be a candidate of chemopreventive agent for pancreatic

Keywords：hamster，panCreaS，Sharkcartilage，Chemoprevention

緒　　　　　言

膵癌は，悪性腫瘍の中でも予後不良である難治性がん

の代表的なものの1つである．近年の診断技術の進歩に

よっても，その早期発見は困難であり1999年の膵癌全国

登録調査報告1）において，切除例は39．4％にすぎないこ

とが報告されている．また，拡大膵切除術，放射線およ

び化学療法を行う集学的治療法の開発により，予後の改

善にある程度の成果が得られつつあるが，直径2cm以

下の小膵癌においても，5年生存率は32．2％にすぎない1）．

このように難治性である膵癌の制圧のためには，従来の

治療法では限界が感じられることより，新たな治療戦略

として痛の発生および進展を阻止あるいは遅延させる化

学予防法の開発が，重要な研究課題の1つとして取り上
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げられ，動物実験系を用いた化学予防法の基礎的研究の

成果が望まれている．

膵癌は外分泌腺由来の悪性腫瘍と定義されているが，

大別すると腺房細胞癌と膵管痛に分けられ，ヒト膵癌の

大部分は膵管由来の膵管痛である．動物実験系では，腺

房細胞由来の腫瘍についてはラットにazaserineや4－hy－

droxyaminoquinoline1－0Xideを投与する実験系があり

2・3），膵管上皮由来の腫瘍については，ハムスターにN－

nitrosobis（2－hydroxypropyl）amine（BHP）やその関連

物質を投与する実験系がある4）．ハムスター膵癌実験系

はヒト膵管痛に組織形態が類似しているのみならず，K－

ras遺伝子5），p53遺伝子6一などの遺伝子異常の点からも

ヒト膵管癌との類似性が高く，ヒト膵癌の良い実験系と

されており7），膵発癌を予防する化学物質の検索のため

には，ハムスター実験系による検索が必要である．しか

し，BHP関連ニトロソ化合物によるハムスター膵管癌実

験系では，最も強力な膵発癌物質であるN－nitrosobis（2－

0XOprOpyl）amine（BOP）を用いても陣痛の発生に長期

間を要することより，膵発癌を予防する物質を効率よく

検索するためには，短期間に膵癌を発生させうる実験系

の開発が望まれていた．Mizumotoらは，ラットの肝発

癌系で示されていた化学物質によってinitiationを受け

た細胞は化学物質に抵抗性を示し選択的に増殖へと導く

ことが可能であるとの仮説8）を膵発癌系に応用し10週間

で約80％のハムスターに膵痛を発生させうる実験系を開

発した9）．この実験系において膵癌は，膵管上皮過形成，

異型過形成，膵管内痛を経て浸潤痛へと段階的に進展す

ること，また，種々の遺伝子異常が段階的に蓄積して膵

癌が発生および進展することが明らかにされた7）．種々

の癌で，癌細胞の浸潤や転移に関与する重要な酵素とさ

れているmatrixmetalloproteinases（MMPs）のこの実

験系における役割については，膵管痛の発生および膵癌

細胞の浸潤増殖にMMP－2の発現および活性化が重要で

あることが明らかにされ，MMPs阻害剤の1つである

OPB－3206が膵癌化学予防の候補物質であることが示さ

れた10）．しかし，膵癌の発生および進展を阻止するため

に有効な用量を投与するとOPB－3206は動物体重の減少

のような毒性作用を示し，膵癌患者への適用のためには，

さらに毒性の少ないMMPs阻害物質の検索が必要とさ

れていた．

サメ軟骨は，慢性関節リウマチや変型性関節症の民間

薬として用いられていたが，Mosesらはサメ軟骨に血管

新生抑制作用のあることをみいだし，この血管新生抑制

作用はMMPsの阻害による可能性を報告した11－13）．一方，

腫瘍の増殖や転移巣の形成には血管の新生が必須である

奈　　保

ことより，血管新生阻害剤の痛治療への応用が注目され

ており14），また，MMPsは種々の癌の進展に関与してい

ることより，MMPs阻害剤の抗腫瘍作用も注目されてい

る15）．サメ軟骨については，血管新生抑制作用を持つ天

然物質として，抗腫瘍効果が期待されており16），サメ軟

骨を痛患者に投与する臨床研究が計画されていだ7）．し

かし，サメ軟骨を十分量服用することは，腹部不快感な

どから困難であり，進行癌患者を対象としたMillerらの

臨床研究では痛の進展を阻止する効果は無いと報告され

ている18）．また，サメ軟骨の抗腫瘍効果については，動

物の発癌実験系を用いての基礎的研究は乏しいにもかか

わらず，抗腫瘍薬として期待されているのが現状である

本研究は，サメ軟骨の膵癌化学予防物質としての可能

性を検索する目的で，サメ軟骨よりMMPs阻害作用の

ある画分を水にて抽出し，ハムスター短期膵癌発生実験

系において膵癌の前痛病変が発生した時期よりサメ軟骨

水抽出物（SCE）を投与し，前痛病変から膵癌の発生を指

標としてSCEの膵癌化学予防作用について検索を行った．

また，ウシ軟骨水抽出物（BCE）についても同様の実験を

行い，サメ軟骨との比較を行った．

材料および方法

1．化学物質

膵発癌物質として，BOPを用い，BOP，DL－ethionine，

L－methionineはナカライテスタ（京都）より購入した．サ

メ軟骨は，ヨシキリザメのひれの中骨を用いた．SCEは，

この軟骨をハサミで細切後，ドライアイスとともにミキ

サーにかけて凍結粉砕を行い，この粉砕物に蒸留水を加

えた後，布フィルターを用いて圧搾抽出し，エタノール

を加え生じた沈殿物を凍結乾燥させ作製した．BCEは，

ウシの椎間板軟骨を用い，SCEと同様の方法で作製した．

2．動物および実験デザイン

動物は6週齢雌性シリアンゴールデンハムスター（日

本エスエルシー，静岡）を用いた．動物はプラスチックケ

ージに3から4匹ずつ収容し，温度24士1℃，湿度60

±5％，照明時間12時間／日に制御した動物室で飼育し

た．飼料と飲水は自由摂取とし，基礎食としてCE－2（日

本クレア，東京）を使用した．コリン欠乏食はDyetsInc．

（Bethlehem，PA）より購入した．本研究において，同様

の実験デザインよりなる実験1と実験2を行った．基本

的な実験デザインをFig．1に示す．実験開始時に全動物

に体重kgあたり50mgのBOPを皮下投与し，短期膵

癌発生系9）に従い，コリン欠乏食投与，体重kgあたり

500mgのエチオニン腹腔内投与，体重kgあたり800mg
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12　　1618　　　26　　30　32　　　　　50

↓：、50m帥gBOP，S．C．

J‥500mgn’gDL・ethionine，i．p．

↓：20mg此gBOP，S．C．

↑；800mg耽gL・methionine，i．p．

〉：SaCri鮎e

Eコ‥basaldiet

闇：Cholinedencientdiet
闇：teStCOmpOund

Fig．1．Experimentalprotocol

のメチオニン腹腔内投与および体重kgあたり20mgの

BOP皮下投与よりなる一連の操作（augTlentationpres－

sure）を2回行った．実験開始50日目に，動物を無作為に

群分けし，被験物質をそれぞれの濃度で餌に混じ投与し

た．実験終了時に，動物はエーテル麻酔下に，腹部大動

脈より脱血屠殺し，膵および肝臓を摘出した．実験1に

おいて，第1群は基礎食投与群12匹，第2群は0．2％SCE

投与群12匹，第3群は0．4％SCE投与群12匹，第4群は

0．4％BCE投与群13匹とし，被験物質は35日間投与し，

実験開始85日目に生存していた仝動物を屠殺剖検した．

実験2において，第1群は基礎食投与群15匹，第2群は

0．2％SCE投与群15匹，第3群は0．4％SCE投与群15匹

とし，被験物質を50日間投与し，実験開始100日日に生

存していた仝動物を屠殺剖検した．なお，各群5匹ずつ，

屠殺2時間前にbromodeoxyuridine（BrdU，和光純薬，

京都）を体重kgあたり20mg腹腔内に投与した．また，

肉眼的サイズの腫瘍がみられた場合には，腫瘍組織にお

けるMMPsの発現を検索するため，腫瘍の一部を切除

し，液体窒素にて凍結した後，実験に使用する前まで，－

80℃にて保存した．動物実験は奈良医大動物実験施設に

おいて，同施設の動物実験倫理規定を遵守して行った．

3．病理学的および免疫組織化学的検索

膵臓は重量を測定した後，ろ紙上に進展し，中性績衝

ホルマリンにて固定し，牌葉，胃葉，十二指腸葉に分け

て標本を作製した．肝臓は重量測定後，肉眼的腫瘍の数

を記録した後，腫瘍部分を中心に厚さ5mmに切り出し，

85・100

days

中性嬢衝ホルマリンにて固定した．組織はパラフィン包

捜した後，薄切標本を作製し，病理組織検索のため，ヘ

マトキシリンーエオジン（HE）染色を，細胞増殖活性の検

索のため，BrdU染色をおこなった．BrdU染色は，脱パ

ラフィンした切片を3％過酸化水素含有メタノール液に

て処理し，一次抗体として抗BrdUマウスモノクロナー

ル抗体（DAKOJAPAN，京都）を用い4℃で16時間反応

させた後，LSAB2kit（DAKOJAPAN，京都）と3－3，dia－

minobenzidineを用い可視化した．対比核染色はヘマト

キシリンを用いた．BrdU標識率の計測は，病変が300個

以下の細胞で構成されている時は，全細胞を，それ以上

の場合は，任意の2から3部位を選択し，合計600から

1000個の細胞を対象として行った．

4．SCEおよびBCEのMMPs阻害作用と痛組織における

MMPs発現の検索

ウシⅤ型コラーゲン10／Jgを基質として含む溶液（100

mMTris－HCl，pH7．86，20mMCaC12）に10mUのMMP－

9とSCEあるいはBCEを加えて37℃で12時間反応さ

せた後，ポリアクリルアミド電気泳動を行った．ウエス

タンプロット法にて，タンパクをpolyvinylidenedifu－

1uoridemembrane（アト一，東京）に転写し，抗ウシⅤ

型コラーゲン抗体（コスモバイオ，東京）およびPODim一

munostainkit（和光純薬，京都）を用い染色を行い，

MMP－9により分解され低分子量となったウシⅤ型コラ

ーゲン量をMasterscan（CSPI，Billerica）にて測定し，

MMP－9の活性を計測した．MMP－9のかわりにMMP－
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Fig．2．InhibitoryeffectofcartilageextractforMMPsactivity・（A）WesternblotfortypeVcollagen，NC；COllagen

s。lutiononly，PC；COllagensolutionwithMMP－9andSCE（seeMaterialsandMethods）・Arrowsindicate

degradatedcollagenfragment・

2を用いて同様の検索を行い・SCEおよびBCEのMMP－（B）
2阻害作用を検索した．

凍結した腫瘍組織におけるMMP－2およびMMP－9の発

現は，凍結組織にlysisbuffer（1％TritonX－100，50mM

Tris－HClpH7．6，300mMNaCl）を加えてタンパクを抽出

し，GelatinZymoElectrophoresiskit（ヤガイ，東京）を

用い，同キットのプロトコールに従いゼラチンザイモグ

ラフイ一にて行った．

5．統計学的解析

Instat2．03（GraphPadSoftwareInc，SanDiego）により，

体重および臓器重量，病変の発生数，BrdU標識率はone－

wayANOVAの後，DunnettのT－teStにて行った・危

険率5％未満を有意と判定した．

結　　　　　果

1．SCEおよびBCEのMMP－9阻害活性

ウシⅤ型コラーゲンを基質として，SCEおよびBCE

のMMP－9阻害活性をwesternblot法を用いて検索した

結果をFig．2Aに示す．レーンNCはMMP－9を加えず

コラーゲン基質溶液のみの陰性対照を，レーンPCはコ

ラーゲン基質溶液にMMP－9を加えインキュベーション

した陽性対照を示す．矢印はMMP－9によって分解され

た低分子量のⅤ型コラーゲンを示す．コラーゲン基質溶

液にMMP－9とBCEを0．1および1．0％加えたものでは

コラーゲンの分解がみられるのに対し，SCEを0．1，0．5

および1．0％加えると用量依存性にコラーゲン分解産物

の減少がみられた．同様の実験をMMP－2についても施
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activity．（B）Analysisofrelativeenzymeactiv－

ityofMMP－2and MMP－9・〇一〇；effectof
SCEtoMMPT2activity，●叩●；effectofSCE

toMMP－9activity．

行した結果，SCEはMMP－2によるコラーゲンの分解を

用量依存性に抑制するが，BCEにはMMP－2に対する抑

制作用はみられなかった．コラーゲン分解産物の量を

densitometricanalysisにて定量化し，SCEをそれぞれ

の濃度で加えたときのMMP－2およびMMP－9の相対的

な酵素活性について検索した結果を，Fig．2Bに示す．
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MMP，2の活性は0．1％のSCEにより80％に，1％SCE

では41％，2％SCEでは18％に抑制された．MMP－9の

活性は0．1％SCEにより72％，1％SCEにより38％，

2％SCEにより12％に抑制された．

2．実験1における結果

実験終了時における生存動物数，体重，膵及び肝臓重

（245）

量，1日あたりの平均摂餌量および軟骨抽出物の摂取量，

体重60kgのヒトに換算した軟骨抽出物の摂取量をTa－

blelに示す．実験期間中の動物体重の推移はFig．3に示

す．体重増加に各群間で差はみられず，最終体重，膵お

よび肝の絶対重量および相対重量にも各群間で有意差は

みられなかった．餌の摂取量についても各群間で有意差

Tablel・Body，OrganWeights，foodconsumptionandchemicalintakeofhamstersgivenBOPfo1lowedbySCEor
BCE（Experiment－1）

E恥ctive

Group numberof Bodyweight
amimals　　　（g）

1　　　，　　　1‘3±8．1

2　　　　7　　　158±12．2

3　　　12　　　1‘1±10．9

4　　　　‘　　　156±12．1

☆：Mean±S．D．
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8．5

19．5

Weeks

Fig・3・GrowthcurvesofbodyweightofhamstersgivenBOPfollowedbySCEorBCE（Experiment－1）．
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はみられなかった．動物の生存率をFig．4に示す．被験

物質投与開始後，第1群で12匹中3匹，第2群で12匹中

5匹，第4群で13匹中7匹が死亡した．第4群で動物が，

他の群に比較して早期より死亡する傾向がみられた．第

3群では，動物の死亡はみられなかった．死亡動物は共

食いされるため，死亡原因の特定に限界があるが，死亡

（％）100

3
d
h
t
d
A
等
J
n
S

奈　　保

前の動物は腹水貯留による腹部膨満がみられること，死

亡直後に剖検し得た動物においては，肝内胆管癌の発生

がみられたことより，肝内胆管癌の発生による肝不全が

死亡の主原因と診断した．また，毛づやなどの動物の一

般状態は，第3群では他の群の動物に比較して良好であ

った．実験終了時に生存していた動物に発生した膵管病

7　　　　　14　　　　　21　　　　2＄　　　　　35
days

Fig．4．SurvivalrateofhamstersgivenBOPfollowedbySCEorBCE（Experiment－1）・

Table2．IncidenceandmeannumbersofpancreaticandliverlesionsandintrahepaticcholanglOCellularcarcinoma

（ICC）ofhamstersgivenBOPfollowedbySCEorBCE（Experiment－1）

Numberof

Group e鮎ctive

animals

1　　　　　9

2　　　　　　7

3　　　　　12

4　　　　　　6

Numberofpancreatic

Hyperpla血

3．2±1．1
（100）★★

5．3±1．4
（100）

4．4±1．7

（100）

5．3±2．Ob
（100）

lesions★

h認識acarcinoma Total
1．8±1．1　1．4±1．2
（8，）　　（78）

3．‘±2．5　1．7±1．1

（100）　　（100）

3．3±1．5　　2．8±2．2
（100）　　（83）

3．5±1．，　2．8±2．1
（100）　　（83）

★：Mean±S．D．

★★：Imcidenceisimparenthesis・

a：Signi鮎antlyd馳remt打omgroupl（p＜0・01）

b；Sigmincantlydi蝕rentfromgroupl（p＜0・05）

NumberorICC

6．4±1．9　　　　4．7±7．5
（100）　　　　（78）

瑠㌢‘b　溜・9

1瑞・3b　3常2

11謡5a，懸・‘
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変および肝内胆管癌の発生頻度と動物1匹あたりの発生

個数をTable2に示す．膵管痛を含む膵管病変の発生頻

度には各群間で有意差はみられなかった．動物1匹あた

りの膵管上皮過形成の発生個数は第4群で有意な増加が

みられた．膵管痛の発生数は各群間で有意差はみられな

かった．総膵管病変の発生数は，第1群に比較して，第

2，3，4群において有意な増加がみられた．肝内胆管癌

の発生頻度，動物1匹あたりの発生数には，各群間で有

（247）

意な差はみられなかった．

3．実験2における結果

実験終了時における生存動物数，体重，膵及び肝臓重

量，1日あたりの平均摂餌量および軟骨抽出物の摂取量，

体重60kgのヒトに換算した軟骨抽出物の摂取量をTa－

ble3に示す．実験期間中の動物体重の推移はFig．5に示

す．体重増加に各群間に差はみられず，最終体重，膵お

よび肝の絶対重量および相対重量にも各群間で有意差は

Table3．Body，OrganWeights，foodconsumptionandchemicalintakeofhamstersgivenBOPfollowedbySCE
（Experiment－2）

OrganWeight（g）★　　　　AYeragehtake
Doseo－　　E恥ctive Final

Group SCE numberor

（％）　　hamsters

1　　　　0　　　　　　15

2　　　　0．2　　　　　15

3　　　　0．4　　　　　14

★：Mean±S．D．

0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

4
　
　
　
2
　
　
　
0
　
　
　
0
0

（
晋
呈
留
学
古
屋

bodyweight　　（Relativerati巾

（g）

diet SCE

（釘day　（釘day　（釘day

Pancreas　　　Liver nlamSter）nlamSter）爪Okgw．t．）

182・4±14・4（孟莞圭言霊，（詰ま諾，10・3　　0　0

178・3±1，・9言霊圭言霊）（…：；；…孟：；；）1仇1　0・02　8・1

175・吐24・3（五雲量3霊，（；：≡崇霊，，・8　0・0415・7

0　　　　1 2　　　　　3　　　　　4　　　　5　　　　‘　　　　7　　　　8　　　　，

WeekS

Fig．5．GrowthcurvesofbodyweightofhamstersgivenBOPfollowedbySCE（Experimenト2）．
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みられなかった．餌の摂取量についても各群間で有意差

はみられなかった．餌の摂取量は実験1とほほ同程度で

あり，SCEの摂取量は用量に応じて摂取されていた．体

重60kgのヒトに換算したSCE摂取量は第2群で約8g，

第3群で約16gであった．被験物質投与開始直後に，第

Table4．IncidenceandmeannumbersofpanCreaticand

（ICC）ofhamstersgivenBOPfollowedbySCE

Doseor E恥ctiⅥ己

Group SCE numberof

（％）　　hamster

1　　　　0　　　　15

2　　　　0．2　　　　15

3　　　　0．4

奈　　保

3群の動物が1匹死亡したことを除いて，実験2の期間

中に動物の死亡はみられなかった．また，毛づやなどの

動物の一般状態は，第3群では他の群の動物に比較して

良好であった．実験終了時に生存していた動物に発生し

た膵管病変および肝内胆管癌の発生頻度と動物1匹あた

1iverlesionsandintrahepaticcholangiocellularcarcinoma
（Experiment－2）

pamcreaticductallesioms★

Hyperplasiah完濫三ia CarCinoma

3．9±2．2　　2．7±1．7　　3．1±2．0

（100）★☆★（100）

3．1±2．2　1．9±1．6

（100）　　（100）

14　　　　2．8±2．0
（100）

1．4±1．5
（100）

★：Mean±S．D．

☆☆：Pく0．05comparedwithgroupl

★★☆：Incidenceisinparenthesis．

（87）

9．7±4．0

（100）

1．1±0．8
（73）

2．‘±2．1　7．6±4．2　1．3±1．2

（93）　　（100）　（‘7）

1．4±0．9★★5．6±2．7★★2．2±2．1

（86）　　（100）　　（86）

Table5．BrdUIabelingindicesinpancreaticductallesionsofhamstersgivenBOPfollowedbySCE

（Experiment－2）

BrdUlabelingindices（％）

Hyperplasia

Group

Doseof Numberor

SCE amimals

（％）　　　　examimed

1　　　　　　0

2　　　　　　　0．2

3　　　　　　　0．4

★‥Mean±S．D．

5　　　　　1．‘±0．‘

5　　　　　1．5±0．7

5　　　　　1．5±0．，

Pancreaticductallesions

．完濫…ia Carcinoma

2．7±0．6　　　　5．0±1．8

2．‘±0．8　　　　4．8±1．9

2．5±0．9　　　　4．，±2．5
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Hamstcrpancreatictisues

Carcinomas

Marker Norma暮

ProMMP．，

Pro M～lP－2

ACtiveMMP．2
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0　　0．2　　0．4　SCEindiet（％）

Fig．6．ProductionofMMP－2andMMP－9innormalpanCreaSandcarcinomainhamSterStreatedwithSCE．

りの発生個数をTable4に示す．膵管痛を含む膵管病変

の発生頻度には各群間で有意差はみられなかった．動物

1匹あたりの膵管上皮過形成および異型過形成の発生個

数は第2，3群で減少傾向がみられたが第1群に比較して

有意な差はみられなかった．膵管癌の発生数は第1群で

3．1±2．0個，第2群で2．6±2．1個，第3群で1．4±0．9

個とSCEの用量に相関して減少する傾向がみられ，第3

群では第1群に比較して有意に陣痛の発生が減少してい

た．総膵管病変の発生数においても，第1群で9．7士4．0

個，第2群で7．6±4．2個，第3群で5．6±2．7個とSCE

の用量に相関して減少する傾向がみられ，第3群では第

1群に比較して有意な発生個数の減少がみられた．肝内

胆管癌の発生頻度，動物1匹あたりの発生数には，各群

間で有意な差はみられなかった．膵管病変のBrdU標識

率をTable5に示す．膵管上皮過形成では1．5から1．6，

異型過形成では2．5から2．7，膵管癌では4．8から5．0と

病変の進展につれて標識率の増加がみとめられるが，そ

れぞれの病変の標識率には各群間で有意差はみられなか

った．ゼラチンザイモグラフイ一にて検索した膵組織お

よび膵痛組織におけるMMP－2およびMMP…9発現の代

表的な結果をFig．6に示す．正常陣組織においては，不

活性型MMP－2の弱い発現がみられ，膵癌組織において

は，不活性型のMMP－9とMMP－2および活性型MMP－

2の発現がみられた．0．2％および0．4％のSCEを投与し

た動物に発生した膵癌におけるMMP－2およびMMP－9

の発現パターンはSCEを授与していない動物の膵癌組織

における発現パターンと差異はみられず，SCEがMMP－

2の発現量や活性化に影響を与えることはなかった．

考　　　　　察

サメ軟骨の水抽出物には，MMP－2およびMMP－9阻害

作用があることが明らかにされた．一方，ウシ軟骨の水

抽出物にはMMP－2およびMMP－9阻害作用はみられな

かった．本研究で行った軟骨の水抽出操作で得られる分

画の主成分はコンドロイテン硫酸を含有するプロテオグ

リカンと考えられる．コンドロイチン硫酸は，動物の軟

骨組織や体液などに存在する酸性ムコ多糖類の一種で，

タンパク質と結合したプロテオダリカンや遊離の形で存

在している．その化学構造は硫酸化したN－アセチルガ

ラクトサミンとグルクロン酸からなる二糖類を基本単位

とする多糖類で，糖に結合する硫酸基の位置と数により

コンドロイチン硫酸AからE，H，K等に分けられてい

る．ウシを始め哺乳類の軟骨にはコンドロイチン硫酸A

が主に含まれ，サメ軟骨にはコンドロイチン硫酸Cが特
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に多く含まれている20）．SCEとBCEのMMPsに村する

作用の差異はコンドロイチン硫酸の型およびプロテオグ

リカンを構成するコアタンパクの差異によることが推察

されるが，SCEに含まれるMMPs阻害作用を持つ物質

の特定には，今後の詳細な分析が必要である．コンドロ

イチン硫酸は経口投与によっても高分子状態で吸収され

ることが報告されており，ヒトでは投与量の12％，ラッ

トでは15％が吸収される21）．これらの結果より，SCEは

グ乃〝か0でMMPsを阻害するのみならず，経口投与され

た生体においてもMMPsの阻害活性を保っている可能

性が期待される．

本研究の実験1において，BCE投与群では動物の早期

死亡がみられ，また，生存動物においても膵痛や胆管癌

の発生数の減少がみられなかったことより，BCEには

BOPによる発癌に対し，有益な抑制作用は持たないと考

えられる．一方，SCEは実験1においては膵癌や胆管癌

の発生頻度，発生数の減少をもたらさなかったが，この

実験においては，BOPの毒性作用および痛の誘発作用が

強力に発現し，動物の死亡が多くみられたため，実験を

被験物質投与後38日で打ち切らざるをえなかったことに

よりSCEの効果発現が充分にみられなかったことが推察

される．しかし，実験1においても，0．4％SCE投与動

物の死亡はみられず，動物の一般状態は比較的良好であ

り，血清タンパク分析を行った動物においては，基礎食

投与群の動物に比較して，血中ハブトグロビン量が有意

に高く，肝機能が良好に保たれていることが示され（未発

表データー），SCEは有益な生体作用を有することが推察

された．実験2においてSCEは胆管癌の発生を抑制する

作用は明らかではないものの，膵癌の発生を有意に抑制

すること，および，今回の実験2でみられた膵発癌抑制

効果は，合成MMPs阻害剤であるOPB－3206に匹敵す

る10）もので，SCEはOPB－3206より毒性が低いことから

も，膵痛の化学予防のための有力な候補物質となりうる

ことが示された．胆管癌の発生については，SCEおよび

OPB－3206ともに明らかな発癌抑制作用を示さないこと

から，痛の発生，進展に関与する分子機構が膵管痛とは

異なる可能性があり，SCEの適応となりうる痛の検索も

含め，今後の研究が必要である．

本実験で誘発された膵癌においても，MMfL2の発現

と活性化がみられ，SCEはMMP－2の発現や活性化に影

響を与えることはなかった．SCEが生体内においても，

加むか0と同様に直接MMP－2活性を抑制するか，内因

性のMMPs阻害物質であるtissueinhibitorsofMMPs

（TIMPs）などを介して抑制するかは，今後の検索が必要

である．SCEの膵発癌抑制機序としては，MMPsの阻害

奈　　保

による癌細胞の浸潤の抑制や血管新生の阻害22）が推察さ

れる．膵癌は，腫瘍血管の乏しい痛とみなされているが，

膵癌の進展に対しても血管新生は重要とされ，ハムスタ

ー膵癌系においても血管新生に重要な増殖因子である

vasucularendothelialgrowthfactorの過剰発現がみい

だされている23）．本実験において発生した膵癌は，問質

増生が強い小さな腫瘍であり，血管数は肝癌などに比較

して少ないことより，新生血管数を検索することは困難

で，SCEが膵癌において血管新生を阻害するかについて

は明らかではない．しかし，本実験でみられた膵癌は直

径3mm以下の小膵癌がほとんどであることより，癌の

増生に血管新生は，まだ，それほど重要な役割を果たし

ていないことが推察され，癌細胞の膵管基底膜や細胞外

基質の破壊を阻害することで，浸潤痛の発生を抑制した

可能性が推察される．SCEは，膵前癌病変および膵癌細

胞の増殖に影響を与えることはなかったが，他の合成

MMPs阻害剤においても，MMPs阻害剤が腫瘍の増殖

に直接影響しないことが報告されており24・25），SCEの膵

発癌抑制機序がMMPs阻害作用を介するものとして矛

盾しない．

サメ軟骨は経口投与により，basicfibroblastgrowth

hctorによるウサギ角膜の血管新生を抑制する26）など，い

くつかの動物実験系において，経口投与での血管新生阻

害作用が報告されている19）．一方，民間薬として利用さ

れているサメ軟骨そのものにはカルシウムなど他の多く

の成分が含まれており，十分量を服用することは患者あ

るいは被験者に多大な苦痛を強いるものである．実際，

民間薬としての使用経験に基づきMillerらが進行癌患者

を対象に行ったclinicaltrialでは1日の服用量として患

者体重1kgあたり1gの大用量が投与されていた18）．

このような事情からサメ軟骨に関する臨床研究では英文

文献としてまとめられたものは乏しく，その効果につい

ては議論のあるところである19）．本研究で用いた抽出法

は，毒性の強い薬物を一切使うことなく，MMPs阻害作

用を有する画分を抽出していることから，ヒトへの適用

にも危険性は少ないと考えられる．また，サメ軟骨と抽

出物の重量比をとると，約10倍に有効成分が濃縮されて

いると考えられ，有効量を摂取するために患者に強いる

苦痛をかなり軽減することが可能である．本実験で膵痛

発生を抑制したSCE量は体重60kgのヒトに換算すると

1日約15．7gとなり，Millerらのclinicaltrialで用いら

れた用量より少量であり，摂取日用巨な量である．MMPs

は胎児の発育，器官形成，創傷治癒，血管新生やアポト

ーシスなどの多くの生体機能に関与する重要な酵素であ

る22）ことより，サメ軟骨のMMPs阻害画分を濃縮した
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SCEでは予期せぬ毒性作用が発現する可能性もあり，臨

床応用にあたっては，動物を用いた安全性の検証がなさ

れなければならない．しかし，MMPsは関節炎，糸球体

腎炎および肝や肺の線維症の発症，痛の進展など多くの

疾患に関わることも知られており22），SCEは痛を含め多

くの疾患に対する有用な機能性食品となりうることが期

待される．また，膵癌に対しては，MMPs阻害剤のclini－

Caltrialが進められ，その効果が期待されている27）ことか

らも，SCEは膵癌化学予防の候補物質となりうるもので

あり，さらに，SCE中のMMPs阻害物質を特定するこ

とにより，新たなMMPs阻害剤が開発される可能性も

期待される．

結　　　　　語

ハムスターにおける短期膵管癌発生系を用い，サメ軟

骨水抽出物（SCE）およびウシ軟骨水抽出物（BCE）の膵

管発癌に対する影響について検索し，以下の結果を得た．

1．SCEはMMP－2およびMMP－9の活性を阻害したが，

BCEには阻害作用はみられなかった．

2．0．4％BCE含有食投与動物においては，肝内胆管癌の発

生による動物の早期死亡がみられたが，0．4％SCE含有

食投与動物では早期死亡はみられなかった．

3．SCEは，ハムスターの体重，膵臓および肝素量に変化

を与えず，毒性所見はみられなかった．

4．0．4％SCE含有食投与群において，動物1匹あたりの膵

管痛および総膵管病変の発生数の有意な減少がみられ

た．

5．SCEは，陣管痛を含む膵管病変のBrdU標識率には影

響を与えなかった．

6．膵癌においては，MMP－9の発現，MMP－2の発現お

よび活性化がみられたが，これらの発現および活性化

にSCEは影響を与えなかった．

以上の結果より，SCEは毒性作用を示すことなく，膵管

癌の発生を抑制する作用を有することが示された．
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