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笹 多 糖 類 の 制 癌 作 用

飯 尾 雅 嘉 ・山 藤 一 雄

Antitumor activity of bamboo-leaf polysaccharide 

         M.  hio and K. Yamafuji

天 然物で食糧品,嗜 好品およびこれ に類す るものと

して利用 されてい るもの は非常に数 多 く,そ の利用方

法,目 的 も多岐にわたると同時に人体ない し生体 に対

す る作用 も千差万別で ある.従 つてその性質 ・作用 に

ついて澱粉や タンパ ク質な どのよ うに詳細な研究が行

なわれて きたもの もあれば,そ の性質を知 らずに,あ

るいは解明 され得ないままに利用 されて きたもの もあ

る.こ れ ら不明の作用を究明 しそれを有効 に利用す る

ことは有益 且必要な ことであ り生物学的 な観点か らも

興味深い課題であ ると考えられ る.更 にまだ食糧品 と

して利用 されていない物質について も,色 々の前処理

などによつて利用方法 を工 夫すれば摂取で きるよ うに

な るもの もあ ると思われ る.ま た生体への摂取 を単 に

経口的な方法に限ることな く最 も効 果的な方法 を検討

す るこ とも必要であ る.こ のよ うな食糧品の未知な特

性 とその利用に関す る当教室の研究 の一環 として先 に

村上9)が 古来強壮剤などとしてその有用性が認 め られ

て きた笹葉か ら制癌物質 としての リグニンを証明,報

告 した.著 者 らは,笹 葉中の もう一つの制癌作用 を も

つ物質 として 酒井 ら12)13)によ り報告 された 多糖類画

分に注目して検索を進 めた.笹葉 の多糖類につ いて は

酒井 らによ りその調製法お よび制癌性が確認 きれ,中

原 ら10)によ り作用機作の一端が推察 されてい るが,わ

れわれは異なつた方法で笹葉の アルカ リ抽出液か ら多

糖類を分離 した.ま たマウス腫瘍 に試料 を投与す るに

際 しては酒井 らおよび中 源 らがその試料rtti液を腹腔 内

に投 与してい るのに対 して,わ れわれは試料を腫瘍移

植部位に投 与した.ま た酒井 らおよび中 原 らは多糖類

の性質については余 り研究 を行なつ ていないが,わ れ

われはこの点 について検 討を加えた.

実 験 方 法

制 癌性多糖類の分離

多糖類 を検索す るために笹葉のアル カ リ抽 出液の少

量につ いて諸 々の手段 によつて分画 を行ない,得 られ

た画分を透折 して塩その他の低分子物質 を除去 したの

ち凍結乾燥 を行 なつて標品を得,こ れを酸加 水分解 し

たの ち ミクロベル トラン法 によつて還 元糖 を測定 し標

品中の糖含量 を決定す るとい う方法を取つ た,最 初硫

酸 アンモニ ウムで分画す ることを試 みたが良い結 果を

得 ることが 出来 なかつた.そ こで アルカ リ抽出液を姫

酸で分画す ることを試 み,塩 酸 を添加 したところpH

4付 近で多量の沈澱を生 じたので この沈澱 について糖

含量を測定 したが60%程 度であつた,し か し上澄か ら

得 られた標品は90%の 糖 を含んで いた.そ こで多量の

アルカ リ抽出液か ら出発 して糖 を多 く含む この画分を

調製し動物試験に供 した結果制癌性が見 られたので,

以後この画分につ いて 分離精製を行 なつて 表一1の よ

うな方法 を確立 した.得 られた物質 は水溶性で あ り,

収量 はアルカ リ抽出液300m1か ら約19で あつ た.

Table 1. Preparation of the  polysaccharide. 

 Bamboo leaves alkaline extraction 

IN-HC1 pH 4. 2 
 Supernatant (6, 000 r.p.m X20 min.) 

     N-NaOH pH 7.0 
     dialysed against running water 

 Non-dialysable 
     concentrated 

     1 vol. Ethanol 
     washed once 

 Sediment (6, 000 r.p.m.X20 min.)     
I dissolved in water 

   Idialysed against deionized water 
 Non-dialysable 

 Supernatant (24, 000 r.p.m. X 60 min.) 

    lyophilized 

 Yellow amorphous substance

制 癌効果の判定

得 られ た多糖類の制癌性を判定す るに当つて はマ ウ

スの可移植性結節腫瘍 に対 して投与 を行 ない,一 定 日

数後 に腫瘍結節を摘 出し重量 を対照群のそれ と比較す

るとい う方法を取つた.供 試用腫蕩 として はCrocker



Tumor!80,一 般にSarcoma180と 呼ばれている も

のを選んだ.顕 微鏡観察 によると腫瘍細胞はほぼ 円形

に近 く大 きさは大体均一であつた.こ の腫瘍を腹水型

として10日 毎にマウスに 移植維持 し効果判定のつ ど

腹水を採取 して腋窩部 に注射す ることによつて腫瘍結

節 を得 た.腹 水型腫瘍 は殆んど移植率100%で あ り被

移 植マウスは移植後2週 間前後で死に至つた.腹 水 は

しば しばIILI液を含んで赤色 を呈す ることもあ るが移植

率に対す る影響はなかつ た.結 節型腫瘍 はその移植 部

位によつて増殖の程度が異な り,腋 窩部か ら下肢の方

に離 れて移植 を行 なつ た場合,腫 瘍 は吸収 されて 自然

消失す ることが あつ た.ま た余 り深 く針 を挿入す ると

腫瘍の顎部浸潤の原因 とな りマ ウスの異常に早い死を

もた らし結果の判定 を困難 にす るこ とにな るが いずれ

も注意深 く実験す るこ とによつてこれ らを避け ること

が出来 るよ うになった,

腫瘍の移植,生 育,摘 出

移植に用 いる器具(ハ サ ミ,ピ ンセ ット,注 射筒,

注射針,小 試験管)は 予め消毒殺菌す る.腹 水移植後

10日 を経たマウスの頸 椎を伸長切断し解剖台上に腹部

を上に して四肢 を固定す る.腹 部表皮のみをピンセ ッ

トでは さんで持上げハサ ミを水'1乙に用 いて表皮のみを

腹胸部正中線上 に切開す る.つ いで四肢 に向 けて表皮

を切開 し腹膜 を露出 させて表皮 を台 ヒに引張るよ うに

固定す る.腹 腔 内には腹水が 充満 してお り腹水が溢出

す る恐れがあるので この操作の間,腹 膜 を傷つけない

よ うに注意す る.予 め リンゲル液で筒内を湿 した5cc

容注射筒に輸血用 針(太)を 付 して腹水を吸引採取す

る.針 で腹膜を貫 き腹腔内左下部において小腸などの

器管 を避けなが ら採取を行 なつ た.要 す れば腹膜を切

開して残つた腹水の採取を行な う.こ のよ うにして得

た腹 水細胞を一旦小試験管 に集 め,予 め リンゲル液で

筒 内を湿 して静脈針(1/2)を 付 した2cc容 の注射筒

によつて供試マウスの腋窩部に0.2mlず つ注射す る.

注射筒 内全部の注入が終つ た ら一度 リンゲル液で筒内

を洗諜したの ち再び腹水 を取 る,腹 水1m1中 には約

109個 の細胞が含 まれて お り従つて 腋窩 部には約2×

108個 の細胞が移植 されたことにな る.

供試用マ ウスとしてはddN雄,生 後4週 の もの を

九州大学 医学部純系 動物飼育所 よ り得てこれ を 用い

た,結 節型Sarcoma180は 移植後一旦消失 したよう

な状態 を経 ることはないが,始 めか ら固 く結節す るこ

ともない.最 初柔軟な 感触 を 与え次第 に 固化 して行

く,従 つて移植の成否を1週 間で判定 し うる.即 ち1

週間 を経て結節の存在が判 らない もの,余 りに も感触

が固い もの は移植が成功 しなかつたと見な さなければ

な らない.ま た腫 瘍の発育部位が余 りに も下肢あるい

は頭 部に近い ものは自然消失あ るいは異常に早い死亡

を来 たすので場合によつては これ らを試験の対象か ら

外す ことも考 えなければならない.移 植後2週 問を経

た腫瘍は柚 当に発育す る.こ れ を摘出す るには,移 植

時 と同様 にマウスを 台上 に 固定す る.皮 膚 面を 消毒

後,表 皮を腹胸 部において結節 に沿つて切開す る.腫

瘍結節 と他 の組織 とは判然 と区別で きない場 合 もあ る

が結節を持上げ るようにす ると結節を包み他の組織 と

結節を結 ぶよ うに見え る半透明膜状組織が判るので要

すればハサ ミを用いるな どして血管 を傷っけないよ う

に結節を分離 し重 賦を測定す る.腫 瘍移植後2週 間を

経たマウスの体重 と摘 出した 腫瘍重 量 とを 表一2に 示

す.腫 瘍重 量3g以 止になると腫瘍の発育は和 当な も

のであ り,1肛管の発達,正 常臓器の圧迫が見 られ る,

Table 2. Tumor weight excised on the 

       14th day after  transplantation.

多糖類の分析

得 られた多糖類について元素分 析お よび還元糖,ペ

ン トース,ア ル ドヘキソース,ケ トヘキソース,ウ ロ

ン酸の含量 などを調べ た.ま た リグニンについて も定

性定量試験 を行なつた.ペ ーパー クロマ トグラフィに

よ り溶媒 と発色試薬 とを色 々組合せて構成 単糖類を調

べ た.こ れ を行な う場合 は試料を酸加水分解 し不溶物

を濾去し濾液 をAmberlitelRA-93で中和 した もの

を用いた.濾 紙は東 洋濾紙No.51を 用いた,

結 果 お よ び 考 察

製剤 による腫瘍の発育抑止

調製 した多糖類の制癌作用 を判定す るに当つては腫

瘍移植後3日 目か ら試料 を投与 した.試 料は2%水 溶

液 としマウス当 り0.2mlず つ ←4mg/mouse)を 隔

日1回,4週 間計14回 投与 し,移植後30日 目に効果の

判定を行なつた.対 照群には リンゲル液を投与 した.



Table 3. Effect of polysaccharide-treatment.

その結 果を 表一3に 示す 。これか ら判 るよ うに試料の

投与を受けたマ ウスは対照 マウスに比 して腫瘍重 駐が

遙かに小 さいが,体 重は等し く外観 も健康で うず くま

りや 、'.tl,Eあるいは下痢などなどの病的な状態 は見 られ

なかつ た,そ の外の所見 としては投',群 の腫瘍結節が

固 くなつて いるのが多 く壊死が見 られた.こ れ らの事

実か らこの多糖類はSarcoma180の 発育 を抑制す る

がマ ウスに対 してはF1立 つて有害な作 用を与 えないこ

とが知 られ た.多 くの制癌剤が担癌動物に対 して も同

時に有毒で あることか らす るとこの多糖類の作用は大

変興味深い もの と思われる.

製剤中の糖類の含量

多糖類調製品の元素分析を九州大学理学 部化学分析

セ ンターに依頼 して表一4の よ うな結 果を得 た.こ の

うら最 も注意すべ きことは窒素が含まれて いない こと

であ り,従 つて この調製品中には タンパ ク質,ア ミノ

酸,ア ミノ糖 などの 含窒素化合物が含まれていない こ

とが判明 した.多 糖類の糖含量 を知 るために加水分解

液に ミクロベル トラン法を適用 した.秤 取 した試料を

水 に溶か し塩 酸を加えて酸濃度 を3%と し還流冷却管

を付 して沸 とう浴 中で3時 間加水分解 し生 じた不溶物

を濾別水洗 し濾液,洗 液を合せて一定容 としその一定

量 を取つて ミクロ ベル トラン法 を 行ない,標 定 した

KMnO4液 の消費 量か ら相当す る鋼量を求 め表によつ

て グル コース鼠を知 り還 元糖含量 を95%と 算出 した.

ペ ン トースに ついては,Bia1の オル シン ・Fe+++・

塩 酸法14)に よつて定量 を行なつ た.上 記 と同様に水

Table 4. Elementary analysis of the 

      polysaccharide.

解 して定容 とした液について比色定量法を行 ない,リ

ボースによつて標 準曲線 を描 き,こ れか らペ ン トース

濃度を得て試料中の含量 を83%と 算 出した.ア ル ドヘ

キ ソースについてはKoehler6》 のアンスロン法によっ

て定飛 を行なつた.こ の方法によると重合体を加水分

解す ることな く直 接定量す ることがで きる.グ ルコー

スによつて標準曲線 を描 き,こ れか らアル ドヘキソー

ス濃度 を知つて試料 中0)含 量を15%と 算出 した.ケ ト

ヘキソースにつ いてはKulka8)0)レ ゾルシン ・Fe'i'+'}'

・塩 酸法 を用いて加 水分解液につ いて比色定量法を実

施 しフラク トースによつて標準曲線 を描いたが試料溶

液の色調が標準溶液のそれ と著 しく異な り,こ の呈色

は他の糖の存在によるもの と考 え られ た.ペ ーパ ーク

ロマ トゲラフイなどの結果か らケ トヘキ ソースは存在

しない もの と推定 した.ア ミノ糖 については元素分析

の結果か らこの多糖類調製 品には窒素が含まれてお ら

ず,従 つてア ミノ糖は含まれて いない ことになるが,

これはElson-Morgan反 応3),ニ ンヒドリン反応いず

れ も陰性であることによつて確1忍された.ウ ロン酸に

ついては 加水分解液 に対 しナ フ トレゾル シン反応7),

カルバゾール硫酸反応2)な どの定性試験を行なったが

いずれ も反応 は陰性であつ た.ま たペーパ ー クロマ ト

グラフィを利用す る定性試験 もウロン酸 に対す るアニ

リン トリクロル 酢酸法4),塩 基性酢酸鉛法4),ラ ク ト

ンに対す るヒドロキサム 酸法1>い ずれ も陰性であっ た

ので この多糖類中には ウロン酸は含まれていない もの

と断定 した.以 上の結果 を表一5に まとめる.即 ち多

糖類調製品は高度に糖を含有 しその大 部分 をペ ン トー

スが 占め残 りの糖はアル ドヘキ ソースで あ り,ア ミノ

糖,ウ ロン酸,ケ トヘキソースを含んで いない ことが

判つた.

Table 5. Sugar content of the 

      polysaccharide.

リグニ ンについての検討

多糖 類標品 は元素分析の結果か らタンパ ク質を含ん

でいないことが判つ たが,銅 ・Folin反 応に陽性であ

り,紫外 吸収 スペ ク トル測定の結果,280mμ 付近 に緩

やかな吸収極大 を示した.ま た水溶液 を濾紙にスポッ



トし赤血塩 ・塩化第二鉄試薬 を噴霧 したところ鮮青色

を呈 しフェノール性の物質の存在が推定 された.こ れ

らの結果か らフェノール性の物質の存在を考え,こ れ

に相 当す るもの として植物の構造多糖類に随伴 して存

在す ることが極 めて多 くまた笹葉中に もその存在が確

認 された リグニンを予想 した.糖 含量などか ら考 える

と リグニンは多 くと も10%程 度 しか 含まれない こと

にな るが リグニンは先に村上 によつて制癌性が確認 さ

れてい るので多糖類調製品について リグニンに対す る

試験 を行なつ た.ま ず定性試験 としてニ トロベ ンゼン

酸化物を確認す る方 法15>を取つ た.多 糖類調製品をニ

トロベ ンゼ ンによつ て180～190Qで2時 間酸化を行 な

い,エ ーテル層に移 して これを薄層 クロマ トグラフ ィ

に用いた.溶 媒 としてベ ンゼ ン ・メ タノール(95:5)

を,標 準物質 として リグニンのニ トロベ ンゼ ン酸化物

で あ ることが 知 られてい るバ ニ リンおよびp一 オキシ

ベ ンズアルデ ヒドを用いたところ多糖類調製品の酸化

物 のスポッ トが標準物質のそれに きれい に一致 したの

で リグニンの存在が認 められた.つ いで リグニンを硫

酸加水分解を うけないいわゆるKlasonリ グニン とし

て定量 し含量3.5%と い う値を得た.以 上の結果か ら

リグニンの存在が認 められたが その含量は少な く,リ

グニンのみが制癌作用を示す投与量(12mg/mouse)

か ら考 えて少な くともこの多糖類調製品中の リグニ ン

は制癌作用の本体 をなす もので はな くその作用は補助

的 な もので あると考 えられた.

構成糖の検索

多糖類調製品の性質に関す る知見を更 に得て腫瘍に

対す る作用機作の解明の手がか りとす るために,こ の

多糖類の糖成分の同定を行 なつた.方 法 として は試料

を酸加水分解 し不溶物を濾去 し,濾 液を弱塩基性 アニ

オン交換樹脂AmberlitelRA-93に よつて中和 し,

これ をペーパークロマ トグラフ ィに適用 した.ま ず多

糖類 を構成す る糖の数を知 るために,2次 元の展開を

行 なつた.い ずれ も下降法を用い溶媒が濾紙先端よ り

落下 して も展開 を続け糖 相互の完全な分離 を媒つた.

溶媒 は1次 元がローブタノール ・エ タノール ・水(5:

1:4),2次 元が酢酸エチル ・酢酸 ・水(3:!:

3),検 出にはアンモニア性硝酸銀16)を 用 い,図 一1

に示すよ うにこの多糖類が3つ の糖 を含 むことが判つ

た.溶 媒 として酢酸エチル ・酢酸 ・水(3:1:3)

を用 いての1次 元だけの展開 によつ て も3つ のスポ ッ

トが得 られることが判つ たので,こ の溶媒 を用いて次

の よ うな試験を行ない構成糖 を推定 した.ロ ケーシ ョ

ンガイ ドとして キシロースを用い20時 間下降法を行

Fig. 1. Peper chromatogram of the polysac 

        charide hydrolysate after 2-dimen-

        sional descending development. 

Solvent 1st  n-BuOH  •  EtOH  •  H2O 5 : 1 : 4 

      2nd Ethylacetate • AcOH • H2O 3 : 1 : 3 

Spots were detected with Ammonium-AgNO;.

なつ た とこ ろ先 端 の ス ポ ッ トは キ シ ロー ス に一 致 す る

よ うに 思 わ れ た.そ こで 仮 に先 端 の ス ポ ッ トをキ シ ロ

ース と してlsherwoodら5)のRf値0 .265を あ て は

め,他 の ス ポ ッ トのRf値 を原 点 か らの 距 離 よ り算 出

す る と第2の スポ ッ トが0.23,第3の 原 点 に近 い もの

が0.16と い う値 が 得 られ た.同 じ文 献 に よれ ば ア ラビ

ノー ス のRf値 が0.22,グ ル コー スO.17,ガ ラ ク トー

スがo.!4で,そ の 他 の糖 の 値 は上 記 の 値か ら離 れ て い

た.こ の結 果 に よつ て構 成 糖 と して キ シ ロー ス,ア ラ

ビ ノー ス お よび グ ル コー ス また は ガ ラ ク トース が 考え

られ た.上 記 の 試 験 の際 に 同時 に 展 開 し た濾 紙 につ い

て アニ リン水 素 フ タル 酸塩 法u)に よつ て 定 性 試験 を

行 な つ た とこ ろ先 端 お よび その 次 に位 置す るス ポ ッ ト

は赤 色 を 呈 し たの で ペ ン トー スで あ り,第3の スポ ッ

トは 隅色 を呈 した もので ペ ン トー ス,ケ トヘ キ ソー ス

以 外 の還 元 糖 で あ るこ とが 判 つ た.従 つ て この結 果 は

構 成糖 が キ シ ロー ス,ア ラ ビ ノー スお よび グ ル コー ス

ま た は ガ ラ ク トー スで あ る とい う推 定 に一 致す る もの

で あ る.上 記 の 推定 を確 認 す るた め に ア ラ ビノ キ シ ラ

ンな ど の構 成 糖 検索 に よ く利 用 され,ま た 予備 試 験 の

結 果か らキ シ ロー ス と ア ラ ビノ ー スの 相 互 の分 離 が非



Fig. 2. Paperchromatogram of the polysaccharide 
 hydrolysate. 

Solvent n-BuOH•Benzene•Pyridine•H20 5 : 1 : 3 : 3.

常 に優れて いる溶媒であ ることが 知 られた 距 ブ タノ

ール ・ベンゼ ン ・ピ リジン ・水(5:1:3:3)を 用い

て試験を行 なつ たところ図一2に 示すよ うに第1第

2の スポ ッ トがそれぞれキシロース,ア ラビノースに

きれいに一致 した.ま た第3の スポ ッ トはガ ラク トー

スに一致 した.キ シロースおよび アラビノースの存在

は展開溶媒 として80%フ ェノールを 用いての試験に

よ り,そのRf値 の逆転の結果か らも支持 された.ま た

加水分解時間 を30分,1,2,3時 間とした ものを順

次ペーバ ークロマ トグラフイ適用 して比較検討 したが

いずれ もスポ ッ トは3つ であ り変 化はなかつた.ま た

その各原点に アラビノース,キ シロースを重 ねて スポ

ッ トし展開 したが いずれ も一致 し,こ の2つ の糖の存

在が確認 された.

総 括

食糧品の未知 な特性 とその利用 に関す る研究の一環

として笹葉か ら制癌性 を有す る多糖類を分 離した.

この物質は笹葉の アル カ リ抽 出液中の酸性で沈澱 し

ない画分に存在し減圧濃緯1および エタノール添加 を主

な手段 として調製 された.

この物質は窒素 を全 く含有 していなかっ た.糖 含量

は95%に 達 しペン トースが83%,ア ル ドヘ キソース

が15%合 まれてお り,ケ トヘキソース,ウ ロン酸は含

まれていなかつ た.

リグニンが含有 されていたが,そ の含量 は3。5%で,

制癌作用の本体 をなす もので はない と考 え られた.

ペ ーパー クロマ トグ ラフイの結果か らペン トース と

してキシロース,ア ラビノースおよび アル ドヘキソー

ス としてガ ラク トースが確認 された.

終 りに動物試験 に関して御教 示頂 いた九州大学医学

部癌研究施設の今井環教授,福 井仁士先生に深謝の意

を表 します.
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                                     Summary 

   As a part of the studies on unknown nature of food materials and their use Murakami and 
Yamafuji (1967) demonstrated an anticancer effect of lignin prepared from bamboo leaves. We 
have now prepared a polysaccharide and examined its antitumor action. 

   We first established a new procedure for preparation of  polysaccharide  ; alkaline extraction of 
bamboo leaves was acidified and the supernatant was appropriately treated with ethanol. The 
sediment was dissolved in water and dialyzed. Light yellow amorphous substance was finally 
obtained from the dialysate after some treatments. 

   The material was tested for its antitumor effect to solid form of Sarcoma 180. On the 3rd 
day after tumor transplantation, 0. 2 ml of 2 % aqueous solution of the material was injected to each 
of ten test mice (--4 mg/mouse), subcutenously at axilla where the tumor had been transplanted. 
The control mice were treated with Ringer's solution. Both groups of the animals were treated once 
every other day and the treatment was continued for 4 weeks. On the 30 th day, the tumor were 
excised, weighed and compared with those of the control mice. In this way the polysaccharide was 
found to have a notable antitumor effect to Sarcoma 180. 

   Analyses showed that the polysaccharide contains no nitrogen. It consisted of 83 % pentose 
and 15 % aldohexose. Neither ketohexose nor uronic acid were tested. The preparation contained 
3. 5 % lignin which may not participate in its antitumor activity. 

    By paper chromatographic methods, xylose, arabinose and galactose were detected as sugar 
components.


