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ブラジル産水溶性プロポリスから得 られた免疫活性画分の

抗癌剤との併用による抗腫癌作用

鈴木 郁功 ･高井 英之 ･小出 元紀 ･山本 肇

プロポリス (Propolis)とはミツバチが巣を

外敵や雑菌から防御するために壁などに付着さ

せる物質のことで,日本では-チャことも呼ば

れている.ブラジル産のプロポリスは樹木 (主

にユーカリ系)の葉や木の芽などから集めた樹

脂状物質を素材としてミツバチの唾液などと混

ぜ合わせて作ったもので, 1つは巣の内壁を補

強すること,もう1つは巣の中を殺菌し清潔に

保つ働きがあり,民間薬として繁用されてき

た.プロポリスの薬理作用は,抗菌作用 (川井

ら,1987),鎮痛抗炎症作用 (酒井ら,1994),

抗腫療作用 (松野,1992),免疫能増強作用 (杉

谷ら,1994),抗ウイルス作用 (中村,1995),

毛再生促進作用 (中村,1995)等の多種多様な

薬効が知られている.従来のプロポリスは主に

アルコールで抽出後熟成 (1-2年)した物が多

く,服用しにくい点と時に大量適用する場合に

はアルコールによる障害が問題となる等の欠点

があるのが現状であった.今回,プロポリス原

塊から水抽出法で得た上澄液を凍結乾燥し,ゲ

ル痛過等により,リンパ球対多形核白血球比増

加作用 (L/P活性) を指標にして部分精製し

た (小出ら,1994).これらの水溶性プロポリ

スおよびゲル嬉過画分の EhrlichCarcinoma

を用いた固型癌による抗腫療作用および抗癌剤

MitomycinC(MMC)による副作用 (白血球

数減少症)の防御作用および MMC との併用

による相乗効果について検討 した (高井 ら,

1995).

材料ならびに方法

ブラジル産プロポリス原塊 500gを微粉末と

して,水 3gを加え水浴上,50℃で2時間撹拝

抽出後,遠心分離 (15000rpm,10min)し上澄

液を得た.この沈殿に水 3gを加え同様な抽出

操作を行い,上澄液を合わせて嬉過し,液液を

凍結乾燥物 (収量 51g,収率 10.2%)とした.

タンパク質の定量は Lowryetal.(1951)が

改良した方法で行った.SephadexG-50よる

ゲル嬉過は, 水溶性プロポリス1.64gを5.8×

3.1cm のカラムに添加後,M/15リン酸緩衝

液 pH6.98で溶出させ,20ml/tubeずつ分取

し,4つの画分 (G-Ⅰ,14.1%,G-Ⅱ,5.5%,

G-Ⅲ,5.9%,G一Ⅳ,4.9%)に分画した.

1)リンパ球対多形核白血球比増加作用 (L/P

活性)の測定

Metcalf(1975)に基づいて改変した Hand

etal.(1967)の方法を用いた.免疫未熟な生

後 6-12時間以内のスイス系マウスの同腹の

新生仔を二群に分け,一方に検体群として試料

の生理食塩水溶液を腹腔内注射し,他方には対

照群として生理食塩水を同様に注射した.注射

節,注射後6日,10日,14日に尾静脈から採

血し,薄層血液塗抹標本を作成し,Wright染

色法 (日野,1972)により測定した.効力の判

定は,Suzukietal.(1975)の方法に従い,

t検定により危険率 5%以下で有意になった場

合を有効とした.

2)抗腫癌作用の測定

ICR系マウス (日本SLC(秩)生産,雄性,6

週令)1群 6匹を用い,EhrlichCarcinoma腹

水癌を右鼠瑛部皮下に4-8×106cells移植 し

た. 腫痕の増殖は毎週皮膚の上から Calliper
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で最大直径の径を測る方法により調べ,移植後

35日目に摘出し,腫痕の大きさ (直径×短径×

厚さmm3) および腫痘重量(g)を量った.対照

の生理食塩水投与群に対する腫療抑制率 (以

下,IR と略す)は次式により求めた (Mizutani

eta1.,1978).

Ⅰ.R.(%)-
(Cw-Tw)×100

Cw

Cw:対照群の平均腫療重量

Tw:検体群の平均腫療重量

3)抗癌剤 MMCによる白血球数減少症に対す

る回復効果

ICR系マウス (6週令,雄性)1群 6匹を用

い,EhrlichCarcinoma腹水癌を右鼠瑛部皮

下に4-8×106cells移植 し,24時間後,抗癌

剤 MMCを 1.0mg/kg/dayx34腹腔内注射

し,白血球数減少症を起 こさせた.対照群は

MMCを単独腹腔内注射 し,検体群は水溶性プ

ロポリス,ゲル嬉過画分 G一Ⅰ,G-ⅡおよびG-

Ⅲ等を皮下注射 して抗癌剤と併用させた.血球

数の測定は,移植開始後 5日毎にマウス尾の末

梢血 20plずつ経時的に採血 し, 自動血球計数

装置 SysmexF-820(東亜医用電子(樵)製)杏

用いて白血球数,赤血球数および血小板数を測

定 した.

結果

1) リンパ球対多形核白血球比増加作用 (L/P

活性)

表 1に示 したように水溶性プロポリス50〝g

～200pg/mouseの用量範囲内で 6日,10

日,14日といずれも有意な し/P活性を示 し

た.又,ゲル慮過画分 G-IおよびG-Ⅱは

12.5pg/mouseの用量でいずれも有意な L/

P活性を示 した.しかしゲル臆過画分 G-Ⅲお

よびG-Ⅳは同用量で無効であった.対照実験

としてローヤルゼ リーおよび-チ ミツを各々

80pg/mouseを用いたが,ほとんど対照群と

同じで有意な変化は見られなかった.抗腫痕作

用は,Ealに示 したように水溶性プロポリスを

毎 日200〟g/mouseの用量単独投与 した 10

日間連続皮下注射 した場合,移植 3週目より対

照の生理食塩水投与群に比べほとんど腫癖の増

殖が見られず,明らかに腫癌増殖抑制作用が認

蓑 1 リンパ球対多形核白血球比増加作用

試料 pg票 .S｡ 動警 平均諾 誤差 i&l:｡警 群 下&l:｡習岬

水溶性プロポリス 200

水溶性プロポリス 50

ゲル漉過画分G-Ⅰ

ゲル液過画分G-Ⅱ

ゲル漁過画分G-Ⅲ

5

5

5

2

2

2

1

1

1

ローヤルゼリー 80

ハチ ミツ 80

5 1.95±0.14a) 2.55±0.09a) 4.36±0.35a)

5 0.67±0.02 1.54±0.05 1.76±0.09
5 1.64±0.03a) 1.93±0.03 a) 2.36±0.17a)
5 0.80±0.03 1.20±0.03 1.52±0.07

5 1.09±0.03a) 1.39±0.03a) 1.81±0.07b)

5 0.71±0.03 1,16±0.04 1.54±0.07

5 1.15±0.04a) 1.40±0.03 a) 1.85±0.07b)

5 0.74±0.02 1.18±0.02 1.59±0.03

5 0.74±0.03 1.22±0,05 1.73±0.07

5 0.73±0.02 1.19±0.05 1.69±0.05

5 0.84±0.04 1.24±0.04 1.64±0.07

5 0.77±0.04 1.21±0,03 1.61±0.06

5 0.61±0.04 1.21±0,05 1.61±0.07

5 0.63±0.05 1.23±0.06 1.65±0.09

a)生理食塩水の対照群に対して1%の危険率で有意 P<0.01

b)生理食塩水の対照群に対して5%の危険率で有意 P<0.05
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連続10日間皮下注射 した場合

図 1 マウスにおける水溶性プロポリスの腸療増殖への影響

b)生理食塩水の対照群に対して5%の危険率で有意

められた (P<0.05).

2)抗腫療作用

表2に Ehrlich 癌を移殖 したマウスにおけ

る水溶性プロポリスおよびゲル嬉過画分の抗腫

療作用の結果を示 した.水溶性プロポリスを毎

日200〟g/mouseの用量を 10日間連続皮下

注射 した場合,対照の生理食塩水投与群に比

べ,5週間後には6匹中 2匹に腫療消失がみら

れ,抑制率 93.1%で有意 (P<0.01) に抗腫痘

作用を示 した.ゲル漉過画分 G-Ⅰを毎 日200

〝g/mouseの用量を 34日間連続皮下注射 し

蓑2 ICR系マウスのエールリッヒ癌における水溶性プロポリス及びゲル臆過画分の抗腫療作用

試料 用 雲deyg'smc;uSe 投与目数 マ㌘ 数 平漂慧 芸 (g)
抑制率 腫療消失
(%)

水溶性プロポリス
生理食塩水

水溶性プロポリス
生理食塩水

水溶性プロポリス
ゲル嬉過画分G-Ⅰ
ゲル波過画分G-Ⅱ
生理食塩水

ゲル波過画分G-Ⅲ
ゲル液過画分G-IV
生理食塩水

50×10 +1-10
0.2×10 +1-10

200×10 +1-10
0.2×10 +1-10

400×34 +1-34
200×34 +1-34
200×34 +1-34
0.2×34 +1･～34

200×34 +1-34
200×34 +1-34
0.2×34 +1-34

5 9.49±1.55 27.0 0/5
6 13.00±1.31 / 0/6

6 0.69±0.32a) 93.1a)

6 10.01±2.94 /

∴ ニ ー
7.95±0.52 /

6 8.09±1.52 27.3 0/6
6 5.14±1.99 53.8 0/6
6 11.13±2.67 / 0/6

腫癌細胞4-8×106個をマウスの右鼠瑛部皮下に移植した日を0日とし,移植 35日目に摘出した平均腫癌重

量を求め対照群との比較より腫療抑制率を算出した｡

a)生理食塩水の対照群に対して1%の危険率で有意 P<0.01



表3担癌マウスにおける水溶性プロポ リス及びゲ ル臆過画分と抗癌剤との併用による抗腫痕較果

試料 用慧 gs'ck,gx 投与日数 動警 平器 芸 g) 竿芝芦

対照群 生理食塩水

MMC

MMC+水溶性プロポリス
MMC+ゲル臆過画分G-I
MMC+ゲル波過画分G-Ⅲ
MMC+ゲル液過画分G-Ⅲ

(0.1ml/mouse

/dayX34)
1.00×34

13.33×34

3.33×34

3.33×34

3.33×34

+1･～34 6 13.73±3.99
+1-34

+1-34

+1-34

+1-34

十1.-34

3.80±1.35
1.12±0.43
i二6岩室6:露b)
2.47±0.68
i:占2妄6二言左b)

3
8
0
0
3

2
1
8
2
0

7
9
8
8
9

腫癌細胞4-8×106個をマウスの右鼠瑛部皮下に移植 した日を0日とし, 移植35日目に摘出した平均腫癌重

量を求め対照群との比較より腫療抑制率を算出 し た ｡

b)MM C 単独投与群に対して5%危険率で有意 P <0.05

た場合,5週目には6匹中 4匹に腫疲消失がみ

られ,抑制率 93.2%で有意 (P<0.01)な抗腫

療作用を示 した.ゲル液過画分 G-Ⅲは毎 日

200/Jg/mouseの用量を 34日間連続皮下注

射 した場合,5週目で6匹中 1匹に腫療消失が

みられ,抑制率 83%で有意 (P<0.01)に抗腫

癌作用を示 した.これらに対 してゲル液過画分

G-ⅢとG-Ⅳについては共に同 じ用量の毎日

200pg/mousex34回皮下注射 した場合,そ

れぞれ対照の生理食塩水投与群に比べ,抑制率

は27.3%と53.8%となり,共に有意性は認め

られなかった.

3)腫療抑制率

表3に Ehrlich 癌を移植 したマウスに抗癌

剤 MMC と水溶性プロポリスを併用 した場合

で 5週間後に摘出 した腫癌の重量および抑制

率を示 した.抗癌剤 MMC(1mg/kg/dayX

34回)単独投与 した場合,腫痕重量 3.80g,抑

制率 72.3%で有意 (P<0.05)であった.水溶

性プロポリス (13.33mg/kg/dayX34回)と

併用 した場合 は,腫痕重量 1.12g,抑制率

91.8%で有意 (P<0.05)であった.ゲル液過画

分 G-Ⅰ(3.33mg/kg/dayX34回)と併用 し

た場合は,腫療重量は 1.65g,抑制率 88.0%で

有意 (P<0.05)であった.ゲル涼過画分 G-Ⅲ

(3.33mg/kg/dayX34回) と併用 した場合

は,腫疾重量 2.47g,抑制率 82.0%で有意 (P<

0.05)であった.ゲル液過画分 G-Ⅲと併用 した

場合は,腫療重量は 1.32g,抑制率 90.3%で有

意 (P<0.05)であった.以上のように,水溶性

プロポリス並びにゲル液過画分 G-Ⅰ, G-Ⅱお

よびG一Ⅲと併用 した場合,MMC単独群に比

べ腫癌抑制の増強する傾向が認められた.

4)抗癌剤 MMC による白血球減少症に対する

蓑 4 担癌マウスの水溶性プロポリス及びゲル櫨過画分と抗癌剤との併用による白血球数減少症の回復効果

試料 用慧 gs'ck,gX 投与日数 動警数 (xBlT2琵1)(X*1慧荒.)(xAl'ご覧1)

対照群 生理食塩水
(0.1ml/mouse

/dayX34)
MMC 1OOX34

MMC+水溶性プロポリス 13.33×34

MMC+ゲル減退画分G-Ⅰ 3.33×34

MMC+ゲル癌過画分G-Ⅱ 3.33×34

MMC+ゲル癌過画分G-Ⅲ 3.33×34

+1-34 6 208±36 866±47132±10

+1-34 6 71±7 589±47 60±9

+1～34 6 119±10b)703±49 91±7b)

+1～34 6 95±8 670±56 93±10b)

+1～34 6 117±13b)686±57104±10a)

+1-34 6 84±9 621±45 75±7

腫癌細胞4-8×106個をマウスの右鼠瑛部皮下に移植した日を0日とし,移植35日目にマウス尾の末梢血よ

り採血し,血球数を自動血球計数装置より測定した｡

a)MMC単独投与群に対して1%危険率で有意 P<0.01

b)MMC単独投与群に対して5%危険率で有意 Pく0.05



回復効果

白血球数減少症に対する回復効果を検討 した

結果を表 4にまとめた. MMC (1mg/kg/

dayX34回)と水溶性プロポリス (13.33mg/

kg/dayX34回)とを併用 した場合,白血球数

および血小板数の減少を有意 (P<0.05) に抑

制 した.MMC とゲル波過画分 G-I (3.33mg

/kg/dayX34回)と併用 した場合,血小板数

減少を有意 (P<0.05)に抑制 し,ゲル嬉過画分

G-Ⅱと併用 した場合は,白血球数減少症 (P<

0.05)並びに血小板数減少症 (P<0.01)をいず

れも回復させる効果が認められた.

考察

水溶性プロポリスおよびそのゲル嬉過画分 G

-ⅠとG-Ⅱに抗腫癌作用が認められた.水溶性

プロポリスにL/P活性,抗体産生細胞増加作

用 (PFC活性)等による免疫能力促進作用があ

ることは認められており (杉谷ら,1994),抗

腫癌性への賦活には主にリンパ球が関与 し, T

細胞およびB細胞を増加させ,免疫反応を活性

化することによって 2次的に腫癌を抑制させ

るものと思われ (Yamamotoeta1.,1981),症

細胞への直接作用のはか宿主を介す る作用

(Yamamotoeta1.,1982)が大きく発現 した

ものと思われた.

抗癌剤の副作用として,造血機能へ影響を及

ぼし白血球数が減少することがよく知られてい

る.水溶性プロポリスおよびゲル液過画分 G-

Ⅰ,G-Ⅱには,抗癌剤 MMC による白血球数

減少を回復させる効果があった.有効成分およ

び作用機構は不明であるが,水溶性プロポリス

には,IL-6,IL-11等のサイ トカイン (Nanba

eta1.,1994;Tujieta1.,1992)を介する造血

機能へ関与する賦活作用があることが示唆され

た.抗癌剤には癌細胞を直接攻撃 し死滅させる

作用があると共に,副作用として正常細胞-の

ダメージも大きいのが通例である.水溶性プロ

ポリスと併用することによって,抗癌剤の種々

の副作用を軽減 し,さらに腫療抑制を活性化さ

せる賦活作用を併せた相乗効果が期待出来るも

5

のと思われる.

今後,水溶性プロポリスを精製 し,有効成分

を特定 し,抗腫療作用並びに白血球数減少症の

回復効果への作用機構を明らかにして,この不

思議とも思われるプロポリスの多様な生理作用

が種々なる疾病に役立っものを期待 して研究を

進めて行きたいと考えている.
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Inthecaseof40Opg/mousedoseinjectionof

watersolublepropolisforconsecutive34days

into hypoderm, the inhibition rate was

85% and3miceoutof6showeddisappearence

oftumor. With 200pg/mouseinjection for

consecutive34daysintohypoderm,gelfiltra-

tionfractionG-Ishowed93.2% inhibitionand

thetumordisappearedin4miceoutof6.With

fractionG-Ⅱ theinhibitionratewas85% and

1mouseoutof6showed disappearanceof

tumor.Resistingtumoractivity(P<0.01)was

admittedinbothcases.Recoveryeffectofleu-

kopeniaresultedfrom theinterpertonealinjec-

tion of anti･1anCer medicine Mitomycin C

(MMC,1mg/kg/dayX34times)wasexamined.

InjectMMC togetherwith thewatersoluble

propolis(13.33mg/kg/dayX34times),gelfil-

trationfractionG-Ⅰ,G-ⅢorG-Ⅲ(3.33mg/kg/

dayX34times)intothehypoderm resultedin

thatnumbersofwhite,corpusclesandplatelets

weresignificantly differentcompared to the

controlgroupinwhichonlyMMCwasinjected.

Propolisandtheirfractionsshowedtherecov-

eryeffectofleukopenia.


