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【 Summary】

It is experimentally known that antioxidants such as vitamin E(VE), selenium or ascorbic

 acid prevent chemical carcinogenesis in animals. Inhibitory effect of tumor growth was

 also reported by administration of VE into mouse whose serum level was maintained 2 to 

3 times higher than normal value. The present study aimed to demonstrate the effect of 

VE at sufficient or deficient on tumor growth and host immune response, since host

 immunity is an important factor on tumor development.

CDF1 mice were fed with VE deficient(d-α-tocopherol 0.16mg/100g diet, VE-D group)

or normal diet(dl-α-tocopheryl acetate 20 mg/100 g diet)for their life-span since the 

animal was 4-week-old. VE sufficient diet(dl-α-tocopheryl nicotinate 585 mg/100 g diet,

VE-S group)was also given for the same period. Serum VE level measured by HPLC 

was maintained 1.5 to 2.4 times higher than that of normal level in VE-S group.

However those in VE-D group was found to be lower than O.1μ9/ml. Low responses of 

in vitro lymphocyte proliferation to PHA and LPS were found in VE-D group. After l×

105cells/head of Meth A fibrosarcoma were s.c. transplanted in 12-week-old mice, tumor 

size was measured every week. Rapid growth of tumor was observed in both VE-D and 

VE-S groups, and there was no significant difference between the two groups. Their 

survival time was shorter in VE-D group. Based on these data, it was concluded that 

supplement of VE in this system had no tumor inhibitory effect, but VE deficient state 

was rather disadvantageous in tumor bearing host.
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【概  要】

 ビタミンE (VE)の 非特異的免疫反応 に及ぼす影響 と腫瘍抑制効果 との関係 を, VEを 経 口投与する ことに よって

とくにVE低 下状態の場合 と比較 検討 した.雄 のCDFIマ ウスを3群 に分 け, VE欠 乏食,コ ン トロール食 あ るいは

VE過 剰 を4週 齢よ り投与 開始 し,観 察期間中継 続 した.そ れ ぞれ の群 の血清VE値 を経 時的に測定す る と, VE欠 乏

食群では投与開始 か ら6週 間以後 に測定 の限界 以下に低 下 したが,VE過 剰食群では コン トロール食 群 の1.5～2.4倍

で14週 間後まで推移 した,脾 細胞 を用 いたConAに 対するin vitroリ ンパ球 幼若化反応 は,3群 間に差 はみ られ な

か った. PHAお よびLPSに 対 する反応 では, VE欠 乏食群 で コン トロール食群 に比べて低下(P<0.01)が み られた

が, VE過 剰 食群 とコン トロール食群 との間には差 がなかった. VEの 腫瘍への影響 に つ い て は,食 餌開始後9週 目

(12週 齢)に1×105個/匹 のMeth Aを 各群 マ ウスの足蹠 に皮下移植 した, VE欠 乏食群 とVE過 剰食群 の腫瘍 は と

もにコン トロール食群 に比 べて増大(p<0.01)し たが,VE欠 乏食群 とVE過 剰食群 間には差 はみ られ なかった.し

かし,生 存 日数はVE欠 乏食 群が コン トロール食群 に比べて短縮(p<0.05)し たが, VE過 剰食群 とコン トロール食

群間 には差 はなか った.こ のこ とか ら,VE低 下状態は担癌生体 に対 して悪影響 を及ぼす傾 向が 認 め られ た が,逆 に

VE過 剰食投与 によって も担 癌状態 の改善 はみ られなかった.

1.は じ め に

セ レニ ウム1,2),ビ タ ミンE3)(VE, d1-α-tocopherol),

アス コル ビン酸4)などのいわゆ る抗酸 化剤 が,化 学発癌

物 質による発癌 を軽 減 させ るこ とがよ く知 られている.

この発癌機序の1つ としてフ リーラジカル によるDNA

損傷が あ り, VEを は じめ とす る抗酸化剤が この フリー

ラジカル によるDNA損 傷 を防 ぎ.そ の結果 として,こ

れ らの抗酸化剤 で処理す るこ とによ り化学発癌物質 によ

る発癌 を軽減できる5).し か し,逆 にVEを 大量 に投与

す ると, VEは む しろ発癌 プロモー タ-と して作用す る

こと,す なわち抗酸化剤 も過剰ではprooxidantに な り

うる6).こ れ らの報告 から,発 癌 を抑 える 目的 に使用す

るVEに は至適量があるのではないか と思われる.

 一方,VEは 免疫能 にも種 々の影響 を与 える.す なわ

ち,抗 体産生能7・8),好中球 の貪食能9,10),in vitroリ ン

パ球幼若化反応の増強1112)な どがあげ られ るが,こ れ ら

のテス トで もVEの 至適量 の存在が示 され ている12),

 ところで, VEが 腫瘍 に対 して抑制的 に作用するか ど

うか,と くにVEが 種 々の免疫反応 を増強する作用 を有

す ることか ら, VEに 抗腫瘍作用が あるか とい う点 に興

味が もたれる.事 実,腫 瘍移植前 あるいは腫瘍移植 と同

時 に適 量のVEを 投与す る と,腫 瘍の増殖 が抑制 され た

とい う報告が ある12).そ こで,わ れわれはVEを 前 もっ

て長期間経 口投与 して血清中のVE量 を上 昇させ た状態

で腫 瘍 を移 植 し,そ の 抑 制効 果 と非 特 異的 な 細胞 性 免 疫

反 応 と して のin vitroリ ンパ球 幼 若 化 反 応 に対 す る 影響

を,VE低 下 状 態 の 場 合 と比 較 検 討 した.

II.材 料 お よ び 方 法

1.動  物

4週 齢 のCDF1(BALB/C×DBA/2)雄 マ ゥ ス(日 本

チ ャー ル ス リバ ー)を 使 用 した.

 2. ビタ ミ ンE(VE)

 基 本 とな るVE欠 乏 食(オ リエ ン タル 酵 母 精 製 飼 料)

は,そ の100g中 に0.16 mgのd-α-tocopherol(0.23

 I. U.)を 含 む. VE欠 乏 食 の 組 成 は 表1に 示 す.コ ン トロ

ー ル 食 は ,こ のVE欠 乏 食100g中 にd1-α-tocopheryl

acetate 20mg(20 I. U.), VE過 剰 食 はdl-α-tocopheryl

nicotinate 585mg(500 I. U.)を そ れ ぞ れ含 む.こ れ ら

のVE欠 乏 食,コ ン トロー ル食 あ る い はVE過 剰 食 を

CDF1マ ウス に4週 齢 よ り与 え 始 め,観 察 期 間 中継 続 し

た.

 3.血 清VEの 測定

 マ ウス か ら断 頭 法 で 採 血 し,血 清 を分 離 後-70℃ に

保 存 した,血 清 中 のVEは,高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ーを用 い て 定 量 した13).
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4.in vitroリ ンパ 球 幼 若 化 反 応

マ ウ ス を断 頭 で屠 殺 した後,開 腹 して 無 菌 的 に脾 臓 を

取 り出 し,10%新 生 ウシ血 清(阪 大 微研), 50μg/mlス

ト レプ トマ イ シ ン,50U/mlペ ニ シ リンお よび0.25μ9/

mlフ ァン ギ ゾン(MAB)を 含 むRPMI 1640(日 水 製 薬)

培 養 液(以 下培 養 液 と略 す)で 洗 い,細 切 後#60ス テ

ン レス メ ッシ ュ を通 し単 離 細 胞 を 得 た.Lysing buffer

(NH4CI 8,290 g, KHCOs 1.Og, EDTA 0.0372 g/1,000

ml蒸 留 水)で 赤血 球 を溶 血 させ,培 養 液 で2回 洗 浄 し

細 胞 数 を5×106/mlに 調 整 した. 96穴U底 マ イ ク ロ プ レ

ート(Nunc)に 上 記 細 胞 浮 遊 液0.1mlを 入 れ,さ らに

concanavalin A Con A, Pharmacia)10μg/ml, phy-

tohemagglutinin(PHA, Pharmacia)50μg/mlあ る い

はlipopolysaccharide(LPS, S. typhosa 0901, Difco)

200μg/mlを0.1ml加 え,37℃, 5%CO2の 条 件 下 で48

時 間 培 養 した.そ の 後3H-thymidine(New England

Nuclear)1μCiを 加 え,さ らに18時 間 培 養 後auto

matic cell harvesterで 糸細胞 を 回収 し,液 体 シ ン チ レー

シ ョン カ ウ ン タ ー で放 射 活 性 を測 定 し た.実 験 はす べ て

表1 VE欠 乏倉 の組織

triplicateで 行 った.

 5.腫  瘍

 BALB/Cマ ウスにsyngeneicで あるfibrosarcoma

 Meth AをCDFiマ ウス腹腔 内で数代継代 した ものを使

用 した. RPMI 1640で 洗浄後,そ れ に浮遊 させたMeth

A1×105個/匹 をマ ウスの右 後足蹠 に皮下移植 し,足蹠

の厚 さを計測 しmmで 表 し腫瘍径 とした.

6.統 計学的解析14)

VE欠 乏食群,コ ン トロール食群お よびVE過 剰食群

間相互の血清VE値, ConA, PHAお よびLPSに 対す る

in vitroリ ンパ球幼若化反応,腫 瘍径の動 きは,2元 配

置分散分析法 によ り解析 した.血 清VE値 と腫瘍径 につ

いて はScheffeの 方法 によ り,in vitroリ ンパ球幼若化

反応 につ いてはTurkeyの 方法 によ り多重比較 を行 い有

意差 を検定 した.ま た,3群 間の生存 日数 に 関 し て は

Kruskal-Wallisの 方法 を用 いて群間比較 を行い,有 意差

検定 にはScheffeの 方法 を用いた.

        III.結  果

 1.血 清VE値

 VE欠 乏食,コ ン トロール食 あるいはVE過 剰食 をマ

ウスに投与 し,2週,4週,6週,8週,11週 および14週

後 に各群4匹 ず つよ り血清 を採取 し,血 清VE値 を測定

した.食 餌投与前の血清VE値 は2.11±0.55μg/m1で,

統計処理方法 の都合上2週 目以後 の各群 の血清VE値 の

最小 自乗推定値 の動 きを図1に 示 した.VE欠 乏食群 の

血清VE値 は,食 餌投与開始4週 以後急速 に低下 し,6

図1 血清VE値 の経時的変化

○ … … ○: VE欠 乏 食,□ － － □:コ ン トロー ル 食,

△ 一 ・一 ・一 △: VE過 剰 食.

   これ らの記 号 は,図2～ 図5に 共 通 で あ る.
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図2 Con A刺 激 に よ るin vitroリ ンパ球 幼 若 化 反 応 の 経 時 的 変 化

図3PHA刺 激によ るin vitroリ ンパ球幼若化反応 の経時的変化

週間後 には0.1μg/mlと 著 明な低値 を示 し,そ の後 も低

値 を持続 した(p<0.01)-コ ン トロール食群の血清VE

値は,14週 間後 まで投与前値の前後で推移 した,VE過

剰 食群 の血清VE値 は,投 与前値の1.5～2.4倍 の値 で

推移 した(p<0,01).

 2.in vitroリ ンパ球幼若化反応

 1)ConAに 対す る反応

 VE欠 乏食,コ ン トロール食あるいはVE過 剰食 を投

与 開始後,血 清VE測 定 と同 じときに各群4匹 ず つそれ

ぞれの個体 ごとに単離脾細胞 を調整 して 実 験 した. to

vitroでConA刺 激後取 り込 まれた3H.thymidineの カ

ウン トを各群 間で2元 配置分散分析 を行 い,そ の最小 自

乗推定値 を経過時間 を追 って示 した(図2)-VE欠 乏食

群,コ ン トロール食群お よびVE過 剰食群 間には,ConA

刺激 によるin vitroリ ンパ球幼若化反応 には差 はみ られ

なかった.

 2)PHAに 対す る反応

 ConAの 場合 と同様. PHA刺 激後 の3H-thymidineの

カ ウン トを図3に 示 した.多 重比較 の結果,コ ン トロー

ル食群 とVE欠 乏食群, VE過 剰食群 とVE欠 乏食群 間

にそれ ぞれp<0.01で 有 意差 がみ られ たが, VE過 剰 食

群 とコン トロール食群問 には有意差 はみ られ なかった。

 3)LPSに 対する反応

 図4にLPS刺 激後統計処理 を したカ ウン トを示 した.

コン トロール食群 とVE欠 乏食群(p<0.01), VE過 剰

食群 とVE欠 乏食群(p<0.05)と の間に有 意差 がみ ら

れ たが, VE過 剰食群 とコン トロール食群 との問 には差
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図4 LPS刺 激 によるin vitroリ ンパ球幼若変化反応の経 時的変化

図5VEの 腫瘍増 殖に対する影響

はみ られ なかった.

 3.腫 瘍 の増殖

 4週 齢 よ りVE欠 乏食,コ ン トロール食あるいはVE

過 剰食 を投与 し始めたCDFIマ ウスに,食 餌投与開始8

週間後 に右後足蹠 にMeth A 1×105個 を皮下移植 して,

足蹠の厚 さを毎週計測 した.図5に 示す よ うに,腫 瘍移

植 後2週 間 を過 ぎた ころよ り各群 の腫瘍径 は直線的な増

大 を示 した.VE欠 乏食群 とVE過 剰食群 の腫瘍 は とも

に コン トロール食群 のそれに比べ有意(p<0.01)に 増

大 したが,VE欠 乏食群 とVE過 剰 食群 との間 には差は

認 めな かった.

 4.生 存 日 数

VE欠 乏食群,コ ン トロール食群 およびVE過 剰食群

に腫瘍 を移植 して か ら死亡す るまでの 日数 に差 があるか

どうかを検討 した. VE欠 乏食群 は コン トロール食群 に

比べ生存 日数 が短縮 して いたが(p<0.05),VE欠 乏食

群 とVE過 剰 食群,コ ン トロール食群 とVE過 剰食群

との間 には生存 日数 に差 はなかった(図6).

        1V.考  案

VEは 免疫能 にいろいろな影響 を与 える. VEの 経 口

投与 によ り体液性免疫反応が賦活 され7,8), E. coli感 染

に対す る抵抗性が増強す る15).さ らには,抗 体(hemoag一
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図6 VEの 担癌動物の生存 日数 に対す る影響

glutinin)の 産生増強 とhelper T細 胞の活性化16)が示

唆 されている.ま たVE投 与 によるADCCの 増強17),

好中球の貧食能 の増強効果9,10)も報告 されて いる. PHA,

 ConAあ るいはLPS刺 激 によるin vitroリ ンパ球幼若

化反応の増 強11,12)が報告 されて いるが,結 果は必 ず しも

一致 した ものではない,こ こで問題 とな るの は, VEが

経 口または注射 によって投与 されて いるか とい う投与経

路 に関す る問題 と経 口投与 され る場合 のVEの 投与量の

問題で ある.い ずれの投与法 で も, VEの 血 中あるいは

組織 中の濃度が明 らかでないこ とが多 い が,安 永 ら12)

はVEの 投与量 と血 清中のVE量 の関係 を明 らかにし,

その血清濃度が正常の2倍 程度 の ときin vitroリ ンパ球

幼若化反応が もっとも増強 され るこ とを示 した.わ れわ

れ はVE過 剰食 を投与す るこ とによって,マ ウスの血清

VE値 が投与期間 中正 常の1.5倍 か ら2.4倍 の間 で推移

す るこ とを確かめる と同時 に,VE欠 乏食投与6週 目以

後血清VE値 はほ とん ど0.1μg/ml以 下 となるこ とを

確 かめた うえで本実験 を行 った.

 マ ウス脾細胞 を用 いたin vitroリ ンパ球幼 若化反応 を,

VE過 剰食,コ ン トロール食 あるいはVE欠 乏食投与 開

始 後経時的 にみ てみ る と,ConA, PHAあ るいはLPSの

刺 激に よって2週 目か ら4週 目に3H-thymidineの カ ウ

ン トの上昇がみ られたが,こ れ らは各個体 の免疫系 の成

熟度に伴 う変化 と老 え られ る.ConA刺 激 によるin vitro

リンパ球幼若化反応 をみる と,各 測定点 での多少 の変動

が あるものの全経過 を通 じて血清VE値 の動 き と相 関す

るような差はみ られ なかった. PHAに 対 するin vitroリ

ンパ球幼若化反応は, VE欠 乏食群 では全経過 を通 して

有意 に低下 していたが, VE過 剰 食群 では増強 されなか

った. LPSに 対す る反応 もVE欠 乏食群 で有 意な低下が

み られ たが, VE過 剰食投与 によって増 強 され るこ とは

なかった,た だ,腫 瘍 を移植 した8週 目ではVE過 剰 食

群 のPHAとLPSに 対す る反応 は増強 していた.以 上

の結果 か ら,限 られた期間中血清VE値 を適 当な値 に上

昇 させ るよ うVEを 投与すれば, in vitroリ ンパ球幼若

化反応 でみ た非特異的な細胞性免疫能は ある時期 には増

強 され るが,そ の増強 された状態 を非較的長期間持続 さ

せるのは困難 ではないか と考 え られた.逆 に,血 清VE

値が極端 に低 い状態 が持続すれば,in uitroリ ンパ球幼

若化反応は低 下す るこ とが明 らか とな った,

VE過 剰食,コ ン トロール食 あるいはVE欠 乏食投与

開始8週 後(12週 齢)の マ ウスにMeth A 1×105個 を

皮下移植 し,腫 瘍増殖 と生存 日数 を検討 した.腫 瘍 の増

殖 は,VE過 剰食群 とVE欠 乏食群 が ともに コン トロー

ル食群 と比較 して有意に早 かった.生 存 日数 でみる と,

 VE欠 乏食群が コン トロール食群 に比 べてや や短縮 した

のみで, VE過 剰食群の生存 日数が と くに延長 した とい

う結果 は得 られなか った.こ れ らの結果 より, VE欠 乏

食投与 によるVE低 下状態 は,担 癌生体 に対 して悪 影響

を及ぼす と考 え られ た.し かし,逆 にVE 500 I. U./100

gの 過剰食 投与によって も担癌状態の改善はみ られ なか

った.本 実験 では,VEと してDL-α-tocopheryl nico-

tinateを 使用 したが,今 後VEの 他のderivertivesに

よる検討 も必要 と考え られ る.そ れ と同時 に,有 効 な投

与量,投 与方法 に関する より詳 細な検討 も今後 の課題 の

1つ で あると思われる.
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