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研究成果の概要（和文）： 
今回の研究により、細胞レベルでのルパン型トリテルペン（ルペオール）のメラノーマ分化誘導の機序

を解明することができた。また遺伝子解析により、細胞周期に影響を及ぼすことも判明した。マウスを用

いたin vivo 実験より、ルペオールを腫瘍局所あるいは全身に投与することにより、メラノーマの増殖を

抑制することが明らかとなった。さらに犬の自然発症例メラノーマに対しても十分有効なことが示された

。 

                                                                       
研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, we could elucidate the mechanism that lupeol induces 
differentiation of melanoma cell in vitro. In the gene analysis, lupeol affects cell 
cycle. In vivo study using mice, it was found that lupeol inhibits growth of melanoma 
by local and systemic administrations. Furthermore, it was found that lupeol is 
effective for naturally occurring melanomas in dogs.    
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１．研究開始当初の背景 

メラノーマ（悪性黒色腫）は転移率が高

く、進行が速い。そのため早期発見を除き、

完全治癒が困難な腫瘍である。これまで、

メラノーマ治療に用いられている薬剤と

しては、タキソールなどがあげられるが、

毒性が強く、副作用も多い。メラノーマ細

胞は α-メラノサイト刺激ホルモン等に

より、メラニン産生の亢進、細胞分裂速度

の低下、運動性の低下がおこる。これらの

変化は未分化なメラノーマ細胞が正常な
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する。これまで、秋田県農林水産技術セン

ター 総合食品研究所（以下秋田県総食研）

では、メラノーマ細胞分化誘導物質として、

キク科植物よりルペオールを単離し、メラ

ニン産生亢進メカニズムなどを解明して

きた。また、ルペオールはメラニン産生促

進能以外にも、in vitro でメラノーマ細

胞の運動性を選択的に抑制することを明

らかにした。さらに、マイクロアレイを用

いた遺伝子解析の結果、ルペオール処理に

より、癌細胞において過剰発現している 

aurora kinaseなどの発現抑制が確認され

た。その後の研究より、ルペオールの化学

構造と分化誘導活性との相関、メラニン産

生促進作用機構の解明を行ってきた。これ

らの研究結果より、ルペオールを基にした

メラノーマ細胞に選択的な分子標的薬剤

開発の可能性が期待される。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、下記の点について検

討を行った。 

（1） in vitro において、ルペオールのメ

ラノーマに選択的な分子標的薬剤として

の機能を明らかにする（秋田県総食研、麻

布大）。 

（２）メラノーマ担癌マウスを用いた in 

vivoでのルペオール投与量、投与間隔等と

腫瘍治療効果の関係を明らかにする（鳥取

大）。 

（３）自然発生メラノーマ（主にイヌ）に

対して、実験動物で得られたデータを基に

ルペオールによる治療を行い、分化誘導治

療法を確立する（鳥取大）。 

 

３．研究の方法 

（１）ルペオールによるメラノーマ分化誘導機構

の解明（秋田県総食研） 

ルペオール処理したマウスメラノーマ細胞にお

ける、癌特有分子ならびに転移等に関係する分子

の消長を Western blottingやリアルタイム PCR

により確認した。さらに、変化が著しい分子に関

して、メラノーマ細胞に対して遺伝子導入を行い、

細胞分化との関連を検討した。 

 

（２）動物由来メラノーマ細胞に対するルペオ

ールのメラニン産生促進活性評価ならびに超

微形態学的解析（麻布大学） 

 これまでの実験はヒト、マウス由来メラノ

ーマ細胞を用いた実験であり、動物由来メラ

ノーマ細胞に対するルペオール産生促進活性を

評価する必要がある。またこれまで超微形態

学的な観察は行われていなく、構造と活性の

相関を検証した。 

 

（３）メラノーマ担癌マウスを用いた in vivo

における基礎的検討（鳥取大学） 

 メラノーマ担癌マウス（マウス由来メラノ

ーマ）を用いて、投与量、投与回数と治療効

果の関係を検討した。 

 

（４）自然発生メラノーマに対する治療効果

の検証（鳥取大学） 

 担癌マウスを用いた動物実験データを基に、

メラノーマ自然発生症例に対して、ルペオール

を投与し治療効果を検証した。また、鳥取大

学と連携している県内外動物病院にもルペオ

ールを配布し、可能な限り多くの治療例を集

めた。                                                                                                    

 

４．研究成果 

（１）ルペオールによるメラノーマ分化誘導機構

の解明および超微形態的解析 

今回下記の点を明らかにした。 

１． マウスメラノーマ細胞（B16 2F2）はルペ

オール10M濃度で48時間処理すること



 

 

により、形態的には十分に成熟したメラ

ノーマ細胞となった。 

２． マウスメラノーマ細胞（B16 2F2）をルペ

オール10M濃度で48時間処理すること

により、メラノーマ細胞のバイオマーカ

ーであるチロシナーゼ、MITF、Rab27a、

myosin-Vaの活性は上昇した。一方、

Slac2-aは変化しなかった。 

３． ルペオール10M濃度で4時間処理では、

マウスメラノーマ細胞（B16 2F2）は細胞

表面より樹状突起を発現しなかったが、8

時間処理することにより樹状突起発現が

観察された。 

４． ルペオール10M濃度でメラノーマ細胞

（G361）および神経芽細胞（NB-1）はそ

の遊走能が顕著に抑制された。同濃度の

ルペオールは他のヒト由来腫瘍細胞に対

してはその遊走を抑制しなかった（表１

）。 

５． マウス由来黒色腫細胞B16を用いて、細胞

周期関連遺伝子PCNA, Ki-67およびアポ

トーシス関連遺伝子 Rab27a, Bcl-2の発

現に及ぼす影響をリアルタイムPCRで調

べた結果、PCNA、Ki-67の遺伝子発現は約

40%まで減少した。Rab27a, Bcl-2につい

ては、変化はみられなかった。このこと

より、ルペオールは細胞周期に影響を及

ぼすことが判明した（表２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

表1 各種細胞に対する遊細胞増殖能および

遊走能 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２ 遺伝子検査 

 

（２）担がんマウスへのルペオール投与によ

る抗腫瘍効果 

エタノール溶媒を用いた群では、ルペオー

ル投与により腫瘍生長率の減少傾向がみら

れたが、有意な差は認められなかった。オリ

ーブ油溶媒を用いた群では、ルペオール投与

により腫瘍生長率の有意な減少を認めた（図

１）。増殖性指標マーカーである Ki-67 およ

び PCNA 染色における陽性細胞面積率は、ル

ペオール皮下投与群で有意な減少がみられ

た（図２）。TUNEL 染色では、ルペオール非投

与群において陽性細胞が観察されなかった

のに対し、ルペオール投与群の一部で観察さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 腫瘍成長率 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図２ Ki-67染色 

 

（３）実験犬を用いたルペオール投与による

生体への影響 

 溶媒コントロール投与犬、ルペオール投与

犬のどちらも、投与による一般状態、血液性

状の変化は認められなかった。 

 

（４）自然発症悪性黒色腫に対するルペオー

ルの抗腫瘍効果 

自然発症例の悪性黒色腫 13 例にルペオー

ルを適用した。腫瘍発生部位は下顎 7例、口

腔内 3例、鼻梁 1 例、腹側皮下 1例、後肢端

1 例であった。投与方法は初期治療として原

則皮下に 1～3ml/kg（5mg/ml）のルペオール

を週 2回で計 4 回投与した。その後、２－３

週間に１回定期的に投与した。これまで報告

されている悪性黒色腫の中央生存期間の 168

日を基準とし、168 日以上再発転移のないも

のを有効とした。その倍の 336日以上再発の

ない症例およびルペオール単独投与により

腫瘍消失が認められた症例を著効とした（図

3）。その結果、13例中 7例で著効、4例で有

効、2例で無効だった（図 4）。今回の中央生

存値は 233日であった。下顎吻側の 1例では、

3 回のルペオール投与により腫瘍が消失した。

しかし、ルペオールを 3週間投与しないと再

発が見られた。再度 1週間間隔で 2回投与し、

腫瘍は消失した。全症例においてルペオール

投与による有害事象は認められなかった。こ

のことより、ルペオールは悪性黒色腫に対す

る治療効果が期待でき、早期治療や手術を希

望されない場合の治療の選択肢の 1つになり

えることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 判定基準 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 治療成績 
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